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RESUMO

A paracoccidioidomicose (PCM) é uma micose sistémica endémica no Brasil,
onde sao registrados cerca de 80% dos casos mundiais, e possui como agente
etiolégico o fungo Paracoccidioides spp. A Malato sintase (MLS) é uma
importante enzima relacionada ao metabolismo fungico, uma vez que é essencial
no ciclo do glioxilato, uma via metabdlica importante de producéo de glicose para
parede celular, sendo exclusiva de micro-organismos e plantas. Sua auséncia
em humanos a torna um alvo interessante de estudo, principalmente, no desenho
racional de farmacos. A partir de recentes estudos in vitro, varias proteinas que
interagem com a PbMLS (receptor) foram classificadas, porém os modos de
interacdo e as regibes chaves envolvidas nas interfaces proteina-proteina
(IPP’s), ndo foram ainda descritas. Neste trabalho, 6 (seis) proteinas ligantes
(PL) foram selecionadas para verificar suas interagdes com PbMLS. As
estruturas tridimensionais dessas proteinas, bem como de PbMLS, foram
preditas por homologia, usando o servidor I-TASSER. Simulac¢des de dinamica
molecular (DM) foram realizadas pelo programa GROMACS, e os modos das
conformacgdes mais representativas de cada proteina foram determinados
baseando-se nas analises de agrupamentos a partir das trajetorias geradas por
DM. Simula¢cdes de ancoragem molecular com GRAMM-X foram entdo
realizadas entre os modos conformacionais de PbMLS contra os obtidos de PL’s,
resultando num total de 36 complexos. Baseado na frequéncia maior de alguns
pequenos fragmentos de proteinas, observados nas IPP’s, 57 peptideos de
tamanhos entre 5 e 20 residuos de aminoacidos, foram inicialmente
selecionados a partir de 5 regiées da PbMLS consideradas mais frequentes na
interacdo proteina-proteina. Simulagbes com FlexPepDock foram realizadas
para otimizar as coordenadas atdmicas dos peptideos complexados com MLS e,
concomitantemente, simulagcdes com PepFOLD foram realizadas para avaliar a
estabilidade de cada peptideo em solucdo. Com base nos mais baixos scores de
energia dos peptideos ligados a MLS bem como na estabilidade de suas
estruturas ndo ligadas em solucdo , 5 peptideos foram selecionados como
promissores ligantes ao modo 1 de MLS. A estabilidade e os padrbes de
interacdes destes peptideos sao avaliados em detalhes.

Palavras-chaves: desenho de peptideos, dindmica molecular, interacao
proteina-proteina, 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. INTRODUCAO

1.1. A paracoccidioidomicose (PCM)
A PCM é uma micose sistémica causada pelo fungo Paracoccidioides

spp., sendo endémica e importante na Ameérica Latina (BRUMMER et al., 1993).
Estes fungos sdo termo-dimorficos e foram descritos primeiramente pelo médico
Adolpho Lutz em 1908, que isolou estes microorganismos a partir de pacientes
que apresentavam lesdes na mucosa oral (LUTZ, 1908; STURME et al., 2011).
De acordo com Prado et al. (2009), a PCM foi responsavel por mais de 50% dos
casos de micose sistémica no Brasil, entre 1996 e 2006.

Os fungos Paracoccidioides spp. podem se apresentar de duas formas,
dependendo da temperatura do ambiente onde estdo. Vivendo de forma
saprébia no solo (temperatura abaixo de 25° C) encontram-se como micélio, esta
€ composta por hifas finas e septadas com poucos clamidésporos e Varios
ndcleos. 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: GOES et al., 2014.

Até o ano de 2006 o género Paracoccidioides incluia apenas uma espécie,
P brasiliensis. Porém, estudos mais recentes de Matute et al. (2006) avaliaram
polimorfismos genéticos, e observaram a existéncia de 3 espécies
filogeneticamente distintas. Em 2009, estudos de Teixeira et al, identificaram
uma nova espécie, distinta das 3 anteriores, endémica na regido centro-oeste do

Brasil, sendo classificada como Pb01l. 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 doenca fungica que geralmente é adquirida em paises
latino-americanos, com maior prevaléncia na América do Sul. A PCM tem um
grande impacto social e médico nas areas endémicas, ndo apenas pelo nimero
de casos, mas também pela cronicidade da doenca, com longos periodos de
tratamento, que geralmente limita o paciente a realizar atividades rotineiras, visto
que pode desencadear insuficiéncia respiratoria a partir de uma fibrose pulmonar
semelhante a tuberculose (MARTINEZ,2015). A abordagem da epidemiologia da
doenca é complicada, embora em alguns estados brasileiros a PCM integre o rol
de doencas de notificacdo compulsoria, isso ainda ndo € uma regra. de dificil
diagnéstico laboratorial, principalmente na fase precoce da doenca (MARTINEZ,
2010).

De acordo com a OMS, o Brasil € o pais com maior incidéncia de PCM no
mundo, sendo considerada endémica nas regides 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 incidéncia ocorre no Brasil e os outros 20% na Venezuela,
Colémbia e Argentina. Por se tratar de uma doenca de clima subtropical, a regido
Nordeste possui baixa endemia da doenca. Outro fator que pode diminuir a
estatistica desta regido, pode ser o fato da maior dificuldade de notificacdo e
diagnéstico especifico nos servicos de saude da regido (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 vegetacao, que
sao habitats naturais destes fungos (MARQUES et al., 1983; RAMOS &
SARAIVA, 2008). Outro motivo provavel para a maior incidéncia em homens,
seria a presenca de receptores de estrogeno no citoplasma do fungo, sendo que
este hormonio seria capaz de bloquear a transformacéo de micélio para levedura
infectante (ARISTIZABAL et al., 2002).
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Figura 2. Mapa epidemioldgico. Distribuicdo geografica da PCM de acordo com o Ministério
da Saude. Fonte: GOES et al., 2014.

1.1.2. Patogénese

Através da inalacdo de propagulos de micélio ou conideos presente no
ambiente, principalmente no solo, o hospedeiro adquire o fungo, que no
parénquima pulmonar se diferencia em levedura. A partir dai, o fungo inicia sua
reproducao assexuada, podendo se disseminar para varios 6rgaos via linfatica e
hematogénica, causando a micose sistémica (BRUMMER et al, 1993; BAGAGLI
et al., 2006). Em alguns casos o fungo pode se instalar via traumatica 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 infeccao, fungo Paracoccidioides sp. tem habilidade
em aderir a componentes da matriz extracelular (MEC) através de moléculas
adesinas. Algumas destas ja foram descritas, como a glicoproteina de 43 kDa
(gp43), a gliceraldeido-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 biologico de Paracoccidioides spp. Os individuos ou mamiferos como tatus
e caes inalam propagulos 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 estdo livres para se instalar em outras
células. O fungo retorna ao solo com a morte do hospedeiro, transformando-se em micélio.
Adaptado de (ELETRONICAS et al., 2014).

1.1.3. Aspectos clinicos

A doenca tem duas apresentacdes clinicas importantes: aguda/subaguda
e crénica. A forma cronica granulomatosa € a mais comum (cerca de 90% dos
casos) e afeta individuos entre 30 e 60 anos, tendo um grande periodo de
laténcia (BOCCA et al., 2013). Na maior parte dos casos, inicia-se nos pulmdes
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 € rapida e mais
grave, acometendo jovens e criancas (BOCCA et al, 2013; BARROZO et al,
2009). Desenvolve-se a partir de uma lesé@o primaria pulmonar que progride e se
dissemina via linfatica e hematogénica para 6rgdos como baco, figado, medula
0ssea, 0ssos e linfonodos. Neste caso, observam-se altos niveis de anticorpos
especificos e uma depressdo da imunidade celular, sendo a forma mais ligada a
letalidade da doenca (FRANCO et al, 1987).

Quando apenas um 6rgdo ou sistema é acometido, tem-se o0 estado
unifocal, o tipo multifocal esta relacionado com o envolvimento de mais de um
orgao, sendo os sitios mais acometidos os pulmdes, mucosa e pele. A doenca

pode seguir para um periodo de remissao, ausente de sintomas e sinais clinicos,



porém os granulomas podem apresentar fungos viaveis, o que justificaria o
reaparecimento da doenca em alguns casos de deficiéncia imune. (SHIKANAI-
YASUDA et al, 2006).

O estabelecimento da doenca, sua gravidade e disseminacédo dependem
de vérios fatores, como a viruléncia da cepa, de fatores ambientais e condicfes
do hospedeiro, como estado nutricional, e imunologico (BENARD, 2008;
MENDES-GIANNINI et al, 2008). No caso de pacientes imunodeprimidos, como
pacientes com AIDS, em tratamento quimioterapico e tuberculose, muitas vezes
apresentam formas mais graves da doenca (MINISTERIO DA SAUDE, 2012).

1.1.4. Imunopatologia da PCM

O fungo Paracoccidioides spp. produz antigenos que interagem com o
sistema imune provocando uma resposta imunologica complexa (BERNARD,
2008). Este patdgeno apresenta uma complexa estrutura antigénica, sendo que
o principal antigeno relacionado a patogenicidade € uma glicoproteina estrutural
da parede do fungo (gp43). Tal antigeno estd associado ao escape ao sistema
imunoldgico, sendo este o principal fator de viruléncia por evadir 0s mecanismos
de defesa do hospedeiro, possibilitando sua instalagédo nos tecidos. Para que
isso ocorra, a glicoproteina gp43, componente da superficie celular que é
liberada pelo fungo em sua fase exponencial de crescimento, possui acao litica
(proteinase) sobre proteinas de matriz extracelular, como colageno, elastina e
fibronectina, o que favorece esta instalagdo (VICENTINI et al., 1994; MENDES-
GIANINI et al., 1990, 2008).

O contato inicial gera uma inflamacao ao redor do fungo, com a formacéao
de edema, congestdo vascular e predominio de polimorfonucleados, como
podemos observar na Figura 4. Posteriormente, surgem as células
mononucleares e linfocitos que comecam a estimulacdo de uma resposta
especifica, com formacdo de granuloma com células gigantes multinucleadas,
células epitelidides e necrose caseosa (MOREIRA, 2008; PALMEIRO,
CHERUBINI, YURGEL, 2005).



Figura 4. Tecido epitelial. Pode-se observar reacdo inflamatoria crénica granulomatosa, com
células gigantes, macréfagos, com fungos em seu interior. Coloragao por HE, aumento de 200x.
Fonte: FORTES et al., 2011.

1.1.5. Diagndstico

O diagnéstico da PCM baseia-se na identificacao direta do fungo, exame
histopatoldgico, ou cultura do fungo, sendo estes considerados “padrao-ouro”
para essa doenca. O exame micolégico direto é realizado a partir de amostras
das lesdes que se suspeitam estarem contaminadas, podendo ser realizado com
material a fresco, ou apoés cultivo (MARTINEZ, 2010). A secrecdo ganglionar
geralmente é rica em células do Paracoccidioides spp., e a biopsia do linfonodo
€ especialmente importante no diganostico da PCM em criancas e adolescentes,
devido a linfoadenomegalia observada nesta faixa etaria (PEREIRA et al, 2004).

O diagnéstico sorologico também é muito Gtil em pacientes com suspeita
de PCM, visto que estes produzem anticorpos especificos que podem ser
detectados por ELISA, Imunodifuséo dupla (ID) e Western blotting. A ID € o teste
mais utilizado entre estes, por apresentar sensibilidade de cerca de 90% e
especificidade de 99 a 100%. Podem ocorrer reagdes cruzadas com outros
fungos, além disso, pacientes imunocomprometidos podem apresentar baixos
niveis de anticorpos circulantes, o que dificulta a detec¢éo pelo teste (SHIKANAI-
YASUDA et al, 2006; BERNARD & MENDES-GIANNINI, 2009).

A PCR (Reagéo em Cadeia da Polimerase) e outras técnicas moleculares,
sao essenciais para identificar o genaotipo circulante nos pacientes, ou em uma
determinada regido de estudo. Apesar de se restringirem ao ambito da pesquisa,
o diagnostico molecular tem demonstrado sucesso na deteccdo do fungo,

quando as outras técnicas séo insatisfatorias (MARQUES, 2013).



De acordo com Ambrdsio et al (2014), todos os métodos diagnosticos
possuem limitacdes, seja por baixa sensibilidade ou especificidade, seja por
reacOes cruzadas com outras doencas fungicas e bacterianas, ou até mesmo
por falta de padronizacdo ou custo elevado. Desta maneira, € importante a
reunido de evidéncias clinicas com diferentes métodos laboratoriais para
obtencdo de um diagndstico seguro (AMBROSIO et al, 2014).

1.2. Importéncia da PbMLS

Dentre as vias metabdlicas relacionadas aos micro-organismos
patogénicos destaca-se o ciclo do glioxilato. Este ciclo permite a utilizacao de
acetil-CoA oriunda da beta-oxidacdo de lipideos, para sintetizar compostos que
serdo usados na sintese de carboidratos (gliconeogénese), uma vez que
macrofagos, células que fagocitam o fungo, sdo deficientes em carboidratos e
ricos em acidos graxos (COZZONE, 1998).

As enzimas exclusivas do ciclo do glioxilato, isocitrato liase e malato
sintase, tem como objetivo a conversdo 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 serd convertido em oxaloacetato , que pela gliconeogénese sera
convertido em glicose (Figura 5) (LENHINGER et al, 2000; LORENZ & FINK,
2001; ANDRADE, 2006).
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Figura 5. Ciclo do Glioxilato, ciclo do acido citrico e gliconeogénese. Neste esquema estdo
evidenciados os principais passos enzimaticos no ciclo do acido citrico (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, estdo representados pelas linhas tracejadas. JA o0s passos
compartilhados pelos dois ciclos estdo representados por linhas grossas, e a reacéo inicial de
gliconeogénese por linhas pontilhadas. Adaptado de Lorenz e Fink (2002).

O ciclo do glioxilato geralmente ocorre nos peroxissomos, onde a enzima
MLS esta localizada, principalmente, de acordo com todos os estudos recentes
em organismos eucariotos (NETO et al., 2009). A reacdo de condensacao
catalisada pela MLS é altamente especifica e necessita de Mg?* 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 sequéncia
traduzida da proteina possui 539 residuos de aminoacidos e massa molecular
de 60 kDa. A proteina faz parte da familia das MLS, apresentando residuos
caracteristicos de atividade catalitica e localizacdo peroxissomal e glioxissomal
(ZAMBUZZI-CARVALHO et al., 2009).

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

liase) séo consideradas promissores alvos de farmacos, uma vez que esta via €
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essencial para crescimento do patdégeno e ndo esta presente nos animais, o que
poderia minimizar o risco de reaclOes adversas (LORENZ & FINK, 2001,
SELTRENNIKOFF & NAKATA, 2003).

Estudos demonstraram que ocorre, in vitro, super expressédo dos genes
gue codificam as duas proteinas: malato sintase e a isocitrato liase em condi¢cdes
de escassez de carboidrato. Provavelmente, estes genes se comportam como
fatores de viruléncia para favorecer a sobrevivéncia do fungo neste ambiente.
Estudos de Derengowski (2006), confirmaram um aumento significativo na
expressao desses genes quando cultivados em meio ausente em glicose e rico
em acetato, simulando o ambiente do interior da célula fagocitaria (FINLAY &
FALCOW, 1997; TAVARES et al., 2005).

Acredita-se que a proteina PbMLS, além de desempenhar funcéo
enzimatica no ciclo do glioxilato, possua varias outras funcdes. De acordo com
Silva Neto et al. (2013), a proteina também possui a funcédo de adesina, estando
presente na superficie do fungo, sendo ligante de fibronectina e colageno | e IV
e participando no processo de adesdo. Outro estudo demonstrou que ela
interage com proteinas de diferentes categorias (transportadoras, metabdlicas,
transdutoras de sinais), o que sugere outros papéis na célula fungica (OLIVEIRA
et al., 2013).

1.2.1. Rede de interacdes proteicas
A maioria dos processos bioldgicos essenciais tem o envolvimento de

interacdes entre duas ou mais proteinas; comunicacao celular, expresséo génica
e resposta imunolégica, sao alguns exemplos. A partir dessas interacdes
podemos inferir a funcéo bioldgica da proteina, conhecendo a rede de proteinas
que ela interage, além de facilitar a descoberta de novos alvos para farmacos
(SKRABANEK et al., 2008; AUERBACH et al, 2002).

De acordo com Oliveira et al (2013), no sistema de duplo hibrido, ocorre
a fusdo de duas proteinas de interesse a dominios complementares de
transcricdo, € uma metodologia usada para verificar a interacdo ou ndo destas
proteinas. Uma vez havendo a interagdo ocorre a expressao dos genes
responsivos a este fator de transcricdo. Uma desvantagem dessa técnica é que
como os dominios BD e AD (genes que codificam proteinas conhecidas) séo

ligados a porcdo N-terminal das proteinas de interesse, eventuais interagdes
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entre elas nessa regiao podem ser prejudicadas. Na Figura 6, temos o0 esquema

representativo desta técnica.
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Figura 6. Principio do sistema duplo-hibrido em levedura. Ap6s a constru¢éo dos hibridos
da isca, os plasmideos sao inseridos em uma mesma linhagem de levedura. Somente se as
proteinas X e Y interagirem fisicamente, os dominios BD e AD ficardo préximos, reconstituindo
o fator de transcricdo ativo funcionalmente. Fonte: de Oliveira et al., 2013.

Além dessa metodologia apresentada, técnicas de purificacdo por
afinidade podem trazer bons resultados na deteccdo de interacdo proteina-
proteina (PPI). O ensaio in vitro pull down, consiste na fusdo da proteina de
interesse (PbMLS) a uma glutationa, geralmente a GST em uma resina. Desta
forma, as proteinas que se deseja analisar, “iscas”, sdo incubadas com essa
resina ligada a proteina “presa” (PbMLS). Os complexos sdo analisados por
eletroforese em gel de poliacrilamida SDS-PAGE, e as proteinas 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 proteina isca é expressa fusionada a
uma proteina adjuvante (GST) no processo de purificagcdo por afinidade. O extrato celular (presa)
€ incubado com a proteina de fusdo purificada. O complexo proteico € submetido a SDS-PAGE
e cada proteina é identificada por MS. Fonte: de Oliveira et al., 2013.

A partir das técnicas de pull down e duplo-hibrido nas duas fases do
fungo, Oliveira et al (2013) identificaram possiveis proteinas que interagem in
vitro com a PbMLS. Tais informacdes sdo importantes para descrever o0s
mecanismos e a funcdo destas interacbes, assim como a descricdo dos
principais pontos de interacdo de MLS para uma possivel prospeccdo de

moléculas inibidoras de PbMLS e suas interacdes.

1.3. Aplicacéo dabioinformatica nabuscade alvos para farmacos

A bioinformatica 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 € aplicavel na pesquisa inicial, de
sequenciamento genético de um organismo, bem como, na predicéo de estrutura
de uma molécula proveniente de sua sequéncia traduzida, e também em fases
avangadas, como na aplicacdo de metodologias para o design de farmacos. Na
figura 8, temos uma sintese destas etapas importantes para o desenho racional
de farmacos (SILVA, 2012).
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Existem dois principios fundamentais para a validacdo de um possivel
alvo terapéutico para descobertas de novos farmacos: 1) o alvo deve possuir
propriedades drogaveis e, 2) ao ter a sua atividade modulada por pequenas
moléculas, apresentar um resultado terapéutico (FISHMAN e PORTER, 2005;
RUSS e LAMPEL, 2005).

Uma maneira de se predizer se um alvo (proteina) é drogével, ou seja,
responsivo a uma modulacdo, se baseia na familia a qual ele pertence. Se esta
familia for conhecidamente alvo de drogas, esta provavelmente sera, embora
nao seja regra absoluta (HOPKINS e GROOM, 2002; OWENS, 2007). Outra
maneira é baseada na analise da superficie do alvo, ou seja, a partir da
identificagdo de possiveis sitios de interacdo com ligantes e das caracteristicas
fisico-quimicas dessa superficie (CHENG et al., 2007). Na Figura 8 temos um
esquema representativos das principais fases no desenvolvimento de um
farmaco.

J& para o estudo de novos farmacos, a regra de 5 de Lipinski foi e ainda
€ util, e parte do principio de que uma molécula para apresentar uma boa
biodisponibilidade via oral deve possuir algumas caracteristicas fisico-quimicas
especificas (LIPINSKI et al., 1997). Porém, apenas metade dos medicamentos
aprovados pela FDA (Food and Drugs Administration) se encaixam nos
parametros da regra dos 5, uma vez que esta ndo é valida para moléculas
derivadas de extratos naturais, € nem moléculas biolégicas (anticorpos, e outras
macromoléculas), se fazendo necessaria a adaptacédo de alguns parametros a
fim de atualizar esse “postulado” (ZHANG e WILKINSON, 2007, WALTERS,
2012).
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Figura 8. Etapas essenciais no desenvolvimento de um farmaco. Adaptado de (SILVA,
2012).
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1.4. Metodologias computacionais

1.4.1. Modelagem molecular de proteinas

Nesta era pos-Gendémica um dos maiores desafios é a atribuicdo de
funcdo aos produtos génicos (proteinas). Como a quantidade de sequencias
proteicas conhecidas é muito maior que as estruturas de proteinas depositadas
em banco de dados, instituicbes de todo o mundo vem se esforcando para
resolver o maior niamero de estruturas (HEINEMANN, 2000; YANG et al., 2015).

A obtencdo de amostras para cristalografia de raios X, ressonancia
magnética nuclear (RMN) e difragdo de elétrons € complicada. De acordo com
Maggio e Ramnarayan (2001), a cada 20 proteinas, apenas uma produz
resultados satisfatorios para estudo com RMN. Assim, as abordagens
computacionais de predicdo de estrutura e funcdo de proteinas vém ganhando
espaco e resultando em estudos bastante relevantes (NORWELL e MACHALEK,
2000).

A metodologia da modelagem molecular ab initio, também conhecida
como modelagem por primeiros principios, é baseado na estrutura primaria da
proteina. Este método utiliza-se das propriedades fisico-quimicas de cada
aminoécido a fim de construir funcdes de energias que sdo minimizadas por
algoritmos representando as conformacdes provaveis da proteina (PETSKO &
RINGE, 2004). Este método néao é totalmente preciso, pois 0s processos de
enovelamento e empacotamento proteicos ainda nao sao perfeitamente
conhecidos. Porém, alguns estudos demonstram bons resultados para pequenas
proteinas, de até 100 aminoacidos (SANTOS FILHO; BICCA DE ALENCASTRO,
2003).

A modelagem por homologia, ou modelagem comparativa € considerada
a ferramenta mais bem-sucedida, e mais utilizada para predicdo de estruturas
de proteinas (SANTOS FILHO, 2000). Neste caso a estrutura 3D de outra
proteina de referéncia é usada como molde, sendo que esta ja 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 evolucdo biolégica sdo considerados: 1°) quando ha homologia entre

sequencias de amino&cidos, pode-se inferir que ha semelhanca estrutural e
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funcional; 2°) quando as proteinas sdo homologas elas apresentam as regioes
internas conservadas; 3°) as maiores diferencas entre proteinas homélogas
estdo em regides mais externas, geralmente alcas; 4°) proteinas membros de
uma mesma familia provavelmente podem ser resolvidas por homologia
(SANTOS FILHO; BICCA DE ALENCASTRO, 2003).

A metodologia basica da modelagem por homologia se resume em
quatro passos principais: identificacdo e selecdo do molde; alinhamento das
sequencias; construcdo das coordenadas do modelo e validacdo (YANG et al.,
2015). Pode-se destacar, dentro deste contexto, o servidor I-TASSER que
apresenta boa reputacdo frente as suas participagdes no CASP7, CASPS,
CASP9 e CASP10. O CASP é uma competicdo dos servidores de predicao de
estruturas de proteinas 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. Dinamica molecular (DM)

SimulacBes de dinamica molecular sdo aplicadas em estudo de
biomoléculas a fim de se estudar propriedades fisicas das moléculas —
flexibilidade, torcOes e estabilizacdo - envolvidas em um sistema que simula a
realidade bioldgica. Esse processo é importante para o relaxamento da estrutura
tridimensional da molécula e para alcancar uma conformacdo com melhor
resolucdo. Através da DM é possivel também descrever os modos normais de
vibracdo das proteinas e entender quais sdo as principais conformacdes
envolvidas em torno da estrutura nativa predita. Sao justamente estas
conformacdes que muitas vezes fornecem informacfes a cerca da flexibilidade
de segmentos da proteina, podendo indicar importantes mecanismos de
interacdo a partir da estabilidade ou instabilidade destas regides. Todas estas
informacdes sdo importantes para selecionar as principais conformacdes e
identificar os pontos de interacdo mais provaveis para a ligagcdo com outras
moléculas, sejam elas outras proteinas ou ligantes (PRONK et al., 2013).

Fundamentada nos principios de mecénica classica, a simulacdo de
dindmica molecular fornece informacdes do comportamento atébmico do sistema
em funcéo do tempo. Por meio de calculos estatisticos, algumas propriedades
podem ser analisadas, como temperatura, pressao, 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 sao formadas
por atomos que se interagem por meio de Varios potenciais, 0s quais, juntos,
definem um particular campo de forca. E a partir das derivacbes destes
potenciais que as coordenadas atdmicas do sistema séo atualizadas para cada
intervalo de tempo. Os termos de energias envolvidos num campo de forca para
DM levam em consideracao angulos de ligacado, comprimentos de ligagéo, forcas
de van der Waals e eletrostaticas. Alguns servidores web oferecem passos de
minimizacdo de energia e refinamento automatizados, além dos calculos de
energia livre que fornecem estimativas para uma melhor interacdo (ZHANG et
al., 2011).

1.4.3. Molecular docking

Ancoragem molecular € uma metodologia bastante utilizada para prever
os melhores complexos de proteina-proteina e proteina-ligante (COLEMAN et
al., 2013). A compreenséo dessas interagbes bem como as caracteristicas da
interface de ligacdo séo esséncias no estudo de interatoma. Muitos complexos
proteina-proteina vem sendo caracterizados por cristalografia de raios X e o0s
dados armazenados no PDB (protein data bank), porém esse numero ainda é
muito baixo comparado a importancia e frequéncia desse tipo de interacgéo.
Dessa maneira, metodologias de docking vém sendo uma saida para ajudar a
elucidar estes complexos (PIERCE, HOURAI e WENG,2011).

Existem 3 pontos importantes para a realizagdo da ancoragem molecular:
1) escolha da representacéo do sistema; 2) busca de espaco conformacional; e
3) ranking de potenciais solu¢des. Sobre o ponto de vista de flexibilidade, os
procedimentos de docking podem ser classificados como de corpo rigido, semi-
flexiveis e flexiveis. No primeiro caso, as duas proteinas sdo tratadas como dois
corpos solidos e rigidos (modelo simplista), nas metodologias semi-flexiveis,
uma das moléculas, geralmente a menor, é considerada flexivel. J& em métodos
flexiveis, ambas as moléculas sédo tratadas como flexiveis, com flexibilidade
limitada (HALPERIN et al., 2002).

Existem servidores que sao capazes de refinar os complexos por um
rearranjo de cadeia lateral e pela otimizacdo de corpo rigido. A flexibilidade da
cadeia lateral € modelada por rotdmeros, a posi¢éo relativa dos complexos é

refinada por minimizacdo de Monte Carlo e classificados pelo score de ligacéo.

17



Esta pontuacao inclui contatos atdbmicos, forca de van der Waals e eletrostatica,
e energia livre de ligacdo (MASHIACH et al., 2008).

Um dos métodos mais importantes de ancoragem molecular € o
AutoDock, um algoritmo genético que utiliza de um modelo fisico aproximado
para avaliar as possiveis conformacdes proteina-ligante. Baseado nos principios
de evolucado lamarckiana, o genétipo dos individuos € substituido pela melhor
conformacdo obtida a cada passo. Nele, o ligante é flexivel o que garante
alteracdo da sua conformacéo ao longo da simulacdo, porém a proteina € rigida
(TAVARES; MESMOUDI; TALBI, 2009). Chang et al. (2010), realizaram um
estudo comparativo entre o Autodock e o Autodock Vina para o rastreio virtual
e selecdo de compostos inbidores de protease do virus 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 proteina-proteina exige algoritmos de encaixe de corpos
rigidos, devido ao tamanho das moléculas e as possibilidades de conformacdes
e graus de liberdade. Apesar desse tipo de docking néo ser totalmente fiel ao
estado nativo das proteinas, ele se faz necesséario neste contexto, e tem
demonstrados bons resultados (HALPERIN et al., 2002). Um servidor que
podemos destacar que se encaixa nestes termos é 0 GRAMM-X
(TOVCHIGRECHKO; VAKSER, 2006).

Um trabalho realizado recentemente, buscou-se residuos importantes na
interacdo de proteinas que participam de vias de sinalizacdo para o
desenvolvimento do cancer de pulméo. Nele, os pesquisadores utilizaram o
servidor I-TASSER para a modelagem por homologia e 0 GRAMM-X para a
ancoragem molecular (NAQSH E ZAHRA; KHATTAK; MIR, 2013).

Jayapalan e Natarajan avaliaram as interacfes de duas enzimas com a
proteina associada a microtubulos (MAPT) que quando hiperfosforilada resulta
na doenca de Alzheimer. Para isto, utilizaram o servidor GRAMM-X para a etapa
de ancoragem molecular (JAYAPALAN; NATARAJAN, 2013).

1.4.4. Peptidologia
A sintese de peptideos de até 15 residuos tem emergido como uma

alternativa para interagdes proteicas, uma vez que as combinacdes de 20
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aminoacidos primarios garantem uma variedade de moléculas e funcdes, e a
sintese de peptideos deste tamanho é relativamente facil e barata. Todavia,
peptideos muito pequenos normalmente ndo apresentam estabilidade, pois
podem se ligar em varias regides e modificar sua estrutura apos a ligacdo na
proteina alvo (alta flexibilidade). Para tentar minimizar esses problemas, alguns
autores utilizam de informacgdes de complexos proteina-proteina para selecionar
possiveis arcaboucos para o local de interacdo (HONG ENRIQUEZ et al., 2012).

As ferramentas de bioinformatica e de modelagem molecular, podem ser
muito Uteis na projecao de peptideos candidatos a uma funcao farmacoldgica,
uma vez que permitem identificar peptideos com alta afinidade a uma proteina
alvo especifica (LOPEZ-MARTINEZ et al., 2013). Para a predicdo de peptideos
in silico, sdo necesséarios dados da interacdo proteina-proteina, de ontologia
génica (GO), célculos fisico-quimicos, dados de interacdo, e informacdes de
locais funcionais e residuos “chave” (hotspots) (SHAMMEER et al., 2010).

A escolha de uma sequéncia peptidica especifica com afinidade a uma
proteina alvo € uma tarefa complexa, partindo-se da ideia de que temos milhares
de combina¢cBes com os 20 aminoacidos primarios existentes. Dessa maneira,
uma metodologia seletiva, rapida e eficiente se faz essencial. Pode-se destacar
3 passos importantes no sucesso de uma interacdo peptideo-proteina: 1)
analisar a regido da superficie da proteina, onde o peptideo podera se ligar; 2)
confirmar essa interacao; e 3) otimizar essa interacdo de forma a deixa-la mais
estavel e energeticamente viavel (UNAL, GURSOY e ERMAN, 2009).

Nos ultimos anos varios métodos computacionais foram desenvolvidos
para prever a interface e provaveis hotspots, alguns baseados em simulacdes
de DM, enquanto outros sdo baseados em funcdes de energia. O servidor KFC2
(ZHU; MITCHELL, 2011) identifica os aminoacidos envolvidos na interacdo, bem
como os residuos “chaves”.

KFC2 é um método baseado em abordagem de aprendizado de
magquinas (SVM), tais como KFC e Minerva, baseados em caracteristicas
geométricas e bioquimicas. Além disso, o ambiente estrutural no qual esta
localizado determinado residuo é considerado, comparando-o com hotspots
experimentalmente ja comprovados (ZHU e MITCHELL, 2011).

A nova metodologia de KFC2 apresenta uma preciséo de predi¢céo e

velocidade de calculos superiores, principalmente comparando-se com outros
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meétodos. Caracteristicas relacionadas a area de superficie ao solvente e
propriedades dos residuos vizinhos, foram também adicionadas a nova
metodologia KFC2 (CHO; KIM; LEE, 2009; ZHU e MITCHELL, 2011; FALLIS,
2013). Thakur et al. (2014) utilizaram o servidor KFC2 para identificar os residuos
chaves da interacdo de duas proteinas responsaveis pela manutencdo da
homeostase de ferro; ferroportina e hepcidina.

Na Tabela 1, estdo alguns resultados de uma pesquisa feita dentre os
preditores de hotspots. Observa-se na Tabela 1.A, que KFC2a apresentou o
maior nimero de hotspots verdadeiros positivos (51) e menor quantidade de
falsos negativos comparando-se com 0s outros programas. Ja para KFC2b,
temos menor quantidade de falsos positivos comparando com KFC2a. Na
Tabela 1.B, observa-se que KF2a apresentou a maior sensibilidade e acuracia

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

A

Prodicted"

Actual® Hot spat Other
KFC2a Hat spot 5 (TP} 14 (FN)
Other 15 (FP) 52 (TH)
KFC2b Hot spot 36 (TP} 9 (FN) B
Other 9 (FP) 58 (TN}
Robetta Hat spot 33 (TP 32 (FN)
Other B (FP) 59 (TH) Sensitivity Specificity Accuracy
FOLDEF Hot spot 20 (TP} 45 (FN}
KFC Hat spot 36 (TP} 2y KFC2b 055 0.87 07
Other 8 (FP) 59 (TM) MINERVAZ 058 096 orr
MINERVAZ Hat spot 38 (TP) 27 (fN)  HotPaint 052 0.87 T
Other 3 (FP) 64 (TN) KRG 055 084 072
HotPoint Hat spot 3 (TP) 31 (FN)  Robetta 051 0.68 )
Other 9 (FP) 58 (TN)  FOLDEF on 0493 062

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

Tais abordagens sobre as informacgdes de PPl sdo essenciais na busca
de peptideos que possam inibir tais interacdes. Para isto, a predicdo de
peptideos pode ser baseada em estrutura ou por metodologias ab initio/de novo.
O primeiro, considera a estrutura tridimensional da sequéncia peptidica de
escolha a partir de uma regidao da “proteina molde”. Ja o segundo, baseia-se
apenas na sequéncia peptidica, 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 peptidicas 3D, a partir da
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sequéncia de aminoacidos. Sua metodologia é baseada no alfabeto estrutural e
utiliza um modelo Markoviano (MAUPETIT, DERREUMAUXe TUFFERY, 2009).

A aplicacdo de peptideos na terapia de doencgas nos fornece vérias
vantagens; alta bioatividade, especificidade e afinidade de ligacdo ao seu alvo,
e, além disso, toxicidade relativamente baixa. Apesar da investigacdo de
peptideos, ocorra desde os anos 40, apenas nas Ultimas décadas estes
realmente foram empregados na terapia, como mostrado na Figura 9. Hoje,
podemos encontrar varios peptideos empregados como farmacos
antiiinflamatorios, antitumorais, antimicrobianos, sinalizadores do SNC e
imunomoduladores (REICHERT ,2010; CRAIK et al., 2013).

% de peptideos empregados como
férmacos

1940 1950 1960 1970 1980 1990  2000-08

Década

Figura 9. Emprego de peptideos na terapéutica. Dados do crescimento do emprego de
peptideos como farmacos a partir da década de 80 (FONTE: REICHERT, 2010).

No anexo 1, temos uma lista de alguns peptideos utilizados atualmente
pela industria farmacéutica na terapéutica. Finalmente, os estudos de peptideos
como moléculas promissoras atuando como farmacos, despertam atencao de
muitos grupos de pesquisadores devido a suas vantagens, ja apresentadas.
Dessa forma, pretendemos com este estudo apresentar subsidios interessantes
para a sintese de peptideos e possiveis testes in vitro.
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2.  JUSTIFICATIVA

A PCM é uma doenca negligenciada, de alta letalidade (podendo chegar
a 30%) principalmente em segmentos sociais especificos, como o0s
trabalhadores rurais, representando um grave problema de saude publica. No
Brasil, é responsavel por 80% dos novos casos de micoses sistémicas, sendo o
pais com maior incidéncia do mundo. Desta maneira, estudos relacionados a
biologia do fungo Paracoccidioides spp., bem como seus mecanismos de
adaptacao sdo essenciais para o entendimento melhor da doenca.

Neste contexto, a enzima PbMLS, foco principal desta pesquisa, possui
vérias funcdes tanto no metabolismo energético quanto no processo de adesao
do fungo a célula hospedeira. A PbMLS pode ser considerada um fator de
viruléncia do Paracoccidioides spp., por favorecer a instalacdo da doenca e pelo
fato de ter sua expressao aumentada em condi¢cdes de escassez de carboidrato
in vitro. Estudar essa proteina, portanto, é interessante para descobrir possiveis
novas funcdes e localizacfes, visto que esta pode ser um possivel alvo de
ligantes inibidores.

O desenho de peptideos tem sido cada vez mais explorado por se tratar
de moléculas relativamente mais especificas e menos toxicas, comparando-se
com ligantes ndo peptidicos. Buscas in silico de provaveis alvos de farmacos
tornou-se uma etapa importante para otimizacdo de tempo, refinamento de
dados e direcionamento de pesquisas. Com isso, 0 estudo das interacdes de
PbMLS com outras proteinas de Paracoccidioides spp. e identificacdo dos
residuos chave dessas interacdes podem nos direcionar ao desenho de

pequenas moléculas peptidicas com afinidade a PbMLS.
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3. OBJETIVOS

3.1. Objetivo geral
Identificar os principais pontos de interagcdo da proteina PbMLS de
Paracoccidioides spp. e propor peptideos capazes de modular a atuacao desta

enzima.

3.2. Objetivos especificos

e Determinar as estruturas tridimensionais das proteinas que interagem
com PbMLS e analisar a rede de interacdes de cada uma delas;

e A partir dos experimentos de ancoragem molecular (docking) identificar
0s principais residuos envolvidos e suas contribui¢cdes para a interacao;

e Propor peptideos que poderdo ter uma afinidade pela PbMLS em
experimentos de DM ,

e Apontar os peptideos mais promissores a interacdo com MLS para

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

4.1. Obtencéao das estruturas 3D

Do total de 45 proteinas interagentes com a MLS, in vitro, apontadas por
de Oliveira et al. (2013), foram selecionadas 6 para estudo in silico de interacéo,
sdo elas: Enolase, Gama actina, Gliceraldeido - 3 fosfato desidrogenase (GPD),
Malato desidrogenase, Triosefosfato isomerase e Ubiquitina. Essas proteinas
foram selecionadas por diversas justificativas; 12: No estudo de Oliveira et al.
(2013) as proteinas enolase, triosefosfato isomerase e gama actina interagiram
com PbMLS por Far Western- blot. 22: A proteina GPD é possivelmente
regulador alostérico da via glicolitica, o que a torna interessante alvo de estudo
com interacdes proteina-proteina. 32: A interacao entre ubiquitina e PbMLS se
tem registrada no software de interacbes OSPREY

(https://osprey.thebiogrid.org/). 42 Ja& a proteina malato desidrogenase

apresenta interacdo com a PbMLS de acordo com o servidor STRING

(OLIVEIRA et al.,2013).
Como as estruturas 3D das proteinas ainda ndo foram resolvidas
experimentalmente, por cristalografia ou Ressonancia Magnética Nuclear
(RMN), propomos modelos iniciais baseados em estruturas ja conhecidas
(homodlogas) a partir do PDB (Protein DataBank). Todos esses modelos iniciais
foram preditos pelo servidor I-TASSER, que baseia-se na sequéncia de
aminoacidos da proteina, realizando uma predicdo da estrutura 3D e suas
possiveis funcdes (YANG et al., 2015). Para a andlise da qualidade dos modelos
gerados, utilizamos o servidor MolProbity do qual extraimos os graficos de
Ramachandran, o score geral da molécula (score molProbity) e dos atomos
sobrepostos (clashscore), sendo que quanto mais proximo de O esses scores,
melhor é a estrutura predita. Com este servidor foi possivel comparar a estrutura
da proteina antes e depois da DM (CHEN et al., 2010).

O servidor STRING foi utilizado para prever as interacdes ja conhecidas
ou possiveis das proteinas desse estudo, sejam elas associacdes fisicas
(diretas) ou funcionais (indiretas). Nele, os dados s&o provenientes de diversas
fontes: conhecimentos experimentais extraidos de bancos de dados, estatisticas

de interacbes proteina-proteina descritas na literatura, predicdes de novo por
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algoritmos que utilizam de informacdes gendmicas (co-expressao) e relacdes de
ontologia génica entre elas. Além disso, € possivel adicionar varias proteinas
como entrada e visualizar a rede de interagbes disponiveis para todas elas
(SZKLARCZYK et al, 2014).

O servidor 2struct foi utilizado para a analise do perfil de estrutura
secundéria das moléculas, a qual realiza a partir de comparacfes com varias

informacdes de estruturas secundarias conhecidas (KLOSE & JANES, 2010).

4.2. Simulacdes de Dinamica Molecular

Cada proteina foi submetida a simulagcdo com o software GROMACS
4.5.5, usando o campo de forca AMBER (ff99SB-ILDM), a fim de conseguir ums
estabilidade estrutural do modelo, na presenca de solvente (BERENDSEN et al,
1995; LINDAHL et al, 2001; PRONK et al, 2013).

A primeira etapa tem a funcédo de remover os contatos conflituosos, a
qual corresponde a uma rapida minimizacdo de energia, sendo considerada
completa apenas quando a tolerancia de 1.000 kJ/mol néo foi excedida. Para
equilibracdo das variaveis termodinamicas do sistema, este foi sujeito a uma
simulacdo de 100 ps de NVT e NPT, tendo a proteina restringida em suas
posicbes. Na fase NVT, onde ocorre variacdo na pressdo do sistema, a
temperatura foi ajustada pelo termostato em 300 K (26,85°C), e as velocidades
calculadas a partir de equacdes de Maxwell. Ja na simulacdo NPT, onde o
volume é permitido variar, a pressdao foi mantida pelo barostato Parrinello-
Rahman (HUTTER, 2012; IANNUZZI et al, 2003).

ApOs estes passos as proteinas foram submetidas a simulacéo de 100
ns, temperatura de 300 K, pressédo de 1 atm e intervalo de tempo de 2 fs, sem
restricdo da conformacédo. Apenas para a PbMLS, nossa proteina alvo do estudo,
foi utilizado um tempo de simulacdo de 200 ns para garantir maior estabilidade
(PRONK et al, 2013).

A trajetoria foi analisada por meio da Raiz do Desvio Quadratico Médio
(RMSD) em relagéo a estrutura inicial, pelo algoritmo gromos, como descrito por
Daura et al. (2009). O programa g_cluster (pacote GROMACS) foi utilizado para
determinar as conformacfes que mais estiveram presentes ao longo da
simulacdo, com cut-off de 0,3 nm para distinguir os conjuntos conformacionais

com base no perfil RMSD. Com a analise de cluster e RMSD, observamos o
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perfil de cada proteina ao longo da simulacéo, 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 proteina-proteina GRAMM-X (Tovchigrechk e
Vakser, 2006) foi utilizado para a determinar as melhores conformacdes entre os
complexos PbMLS-proteina ligante. Na etapa seguinte, um refinamento da
interacdo e, consequentemente de energia, foi realizado pelo servidor FireDock
(Mashiach et al., 2008).

Com os complexos formados, a etapa seguinte foi identificar os
aminoécidos envolvidos na interagdo. O servidor KFC2 (Zhu e Mitchell, 2011)
reconhece todos os residuos da interface de interacdo, tanto da cadeia A
(PbMLS) quanto da cadeia B (proteinas ligantes).

Uma vez conhecendo os residuos da PbMLS mais frequentemente
envolvidos nas interagdes, foi utilizado o servidor CoCoMAPS (Vangone et al.,
2011). Este fornece quais os residuos das proteinas ligantes que interagem com
as regides de escolha da MLS, bem como classifica-os como hotspots ou néo.
Desta maneira, com as informacdes de residuos interagentes, e com o auxilio
de programas de visualizacdo molecular (VMD, Pymol e Chimera), pudemos
propor alguns peptideos promissores, que pudessem apresentar
complementaridade fisico-quimica as regides selecionadas como as mais

frequentes envolvidas nas interacdes entre a PbMLS e as outras proteinas.

4.4. Desenho e ancoragem dos peptideos

O dessenho de peptideos foi realizado a partir das andlises das regifes
de interesse da MLS, selecionadas a partir da alta frequéncia em interagcdes com
outras proteinas. Dessa forma, foram selecionados peptideos a partir do
arcabouco tridimensional das proteinas ligantes. Os arquivos pdb (arquivos de
texto com as coordenadas atdmicas) dos complexos proteina-proteina foram
recortados a fim de se ter apenas a proteina receptora (PbMLS) e a sequéncia
delimitada ao peptideo.

Tais complexos, foram submetidos ao servidor FlexPepDock (LONDON

et al., 2011), para o refinamento e modelagem dos mesmos (proteina-peptideo).
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Neste servidor € realizado um refinamento da interagdo em torno da regiao
inicial, isto €, a partir do peptideo no local de ligacao, permitindo flexibilidade ao
ligante tanto das cadeias laterais como da cadeia principal.

Paralelamente, realizamos a predicdo da estrutura tridimensional dos
peptideos em solvente (modelagem de novo), a partir da sequéncia do peptideo
selecionado na etapa anterior. Para isto, utilizamos o PepFOLD (MAUPETIT,
DERREUMAUX , TUFFERY, 2009).

Os peptideos que foram refinados no FlexPepDock, foram alinhados ao
melhor peptideo (modo conformacional) rankeado pelo PepFOLD e tiveram o
valor de RMSD calculados. Desta maneira, o alinhamento foi feito para cada
peptideo proposto inicialmente, com a finalidade de escolher o de menor RMSD,
levando em consideracdo o menor valor de score de energia (mais préximo ao
modelado no solvente)

Os peptideos de menor score de energia foram selecionados para
andlises de interacdes hidrofébicas, eletrostaticas e interacdes de hidrogénio. As
interacbes desfavoraveis também foram avaliadas, e aqueles peptideos com
muitas destas foram excluidos das etapas seguintes. Tais andlises foram feitas

através do programa Discovery Studios.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1. Modelos estruturais das proteinas

5.1.1. Malato sintase (PbMLYS)
O principal modelo de PbMLS definido pelo servidor I-TASSER, foi

basedo na estrutura da Malato sintase de Escherichia coli, resolvida por difracdo
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 analise no servidor 2Struct, observamos que mais
de 50% do modelo da MLS corresponde a alcas.

Estas analises foram realizadas para todas as proteinas, como
mostrado na Tabela 2. Nesta tabela temos informacdes da estrutura inicial, o
percentual de estrutura secundaria, scores de qualidade da estrutura tanto antes
da DM gquanto depois, e a quantidade de modos conformacionais selecionados
para o molecular docking. Informacgbes gerais, de cada uma das proteinas do

estudo, bem como suas fungdes estéo inseridos no Apéndice 1.

5.2. Rede de interacdes de proteinas

Apresentamos nesta subsecdo os resultados obtidos pelo servidor
STRING-DB, no qual foram selecionadas interagdes com alta confianga (score
de 0,9) e interacdes baseadas em banco de dados e experimentos. Temos as
redes de interacBes de cada uma das proteinas separadamente (Figuras 10 a
15) e ao final o mapa de interacao provenientes dessa metodologia (Figura 16),
para todas as proteinas juntas. Dessa forma, buscamos padrdes que possam
caracterizar a rede de proteinas da PbMLS.

Na Figura 10, observam-se interagfes proteina-proteina que estédo
depositadas em banco de dados e oriundas de dados experimentais. Destaca-
se a MLS (circulo vermelho central) e as proteinas ICL e malato desidrogenase,
que pertencem ao ciclo do glioxilato.

Na Figura 11, temos a Malato desidrogenase no centro (circulo
vermelho), as linhas cinza representam possiveis interacées provenientes de
bancos de dados. Ja as linhas azuis indicam interacdes confirmadas por

experimentos.

28



Na Figura 12, a Proteina enolase (circulo vermelho) realiza varias
interagcOes descritas em banco de dados, mas apenas as interacdes com a FBA1
e PAAG 06104 sdo comprovadas experimentalmente.

Na Figura 13, temos a rede da triosefosfato isomerase observam-se
duas proteinas ilustradas com circulos maiores, que indicam a presenca de
estruturas 3D de proteinas homélogas a estas (alta identidade). As linhas cinzas
e azuis indicam o mesmo que as figuras anteriores. Na rede de interagbes da
ubiquitina (Figura 14), observa-se proteinas de varios grupos funcionais, e
portanto ndo apenas interagdes diretas (linhas em azul). As linhas rosas indicam
interacdo com modificacao pos traducional, as pretas indicam reac¢des quimicas
e as linhas roxas indicam catalise. As pontas arredondadas nas linhas indicam
gue o efeito de uma proteina sobre a outra ainda ndo é conhecido.

Na Figura 15, temos a rede de interacdes da GPD, onde destacam-se
algumas interacées comprovadas experimentalmente (linhas azuis) que inclui a
TPI1, mesmo que indiretamente. Por fim, na Figura 16, temos a rede das
interacOes preditas pelo servidor STRING para as proteinas envolvidas no
estudo (exceto a gama actina que corresponde a sequéncia de Mus musculus).
As linhas em cinza representam as interacdes possiveis de acordo com andlise
de banco de dados, ja as linhas em azul indicam interagcdes com comprovacao
experimental. A ubiquitina apresenta a maior rede de interacdo, e juntamente
com a GPD apresentam estruturas altamente homologas ja cristalizadas. A MLS

nao apresentou interacdes significativas por esta metodologia
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Figura 10. Rede de interagcdes de PbMLS. As linhas azuis indicam intera¢des oriundas de
banco de dados, e as linhas rosas indicam interagdes confirmadas por experimentos. Legenda:
PAAG_04542-PbMLS; 02653: CoA acetato ligase; 04549: metil-isocitrato liase; 07725:
hidroxioxidase peroxissomal; 07537: enzima malica; 00053: malato desidrogenase (dominio
beta); 08449: malato desidrogenase (dominio Ldh); ICL: isocitrato liase.
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Figura 11. Rede de interacdes 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 interac@es de Enolase. Legenda: PAAG_07410: 2,3-bisphosphoglycerate-
independent phosphoglycerate mutase; 04516: phosphoglycerate mutase family protein ; 08203:
phosphoenolpyruvate carboxykinase ; FBALl:  fructose-bisphosphate aldolase ; 06104:
fructose-bisphosphate aldolase ; 06526:glucose-6-phosphate isomerase; 00633: glucose-6-
phosphate 1-dehydrogenase; 04166:transaldolase; 04444: transketolase.
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Figura 13. Rede de interacdes de Triosefosfato isomerase. Legenda: FBA1L: 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 interacfes 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
cdc4?2 ; 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.
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Figura 15. Rede de interagdes de GPD. Legenda: 02869: phosphoglycerate kinase ; FBAL:
fructose-bisphosphate aldolase ; 06104: fructose-bisphosphate aldolase; TPI1: triosephosphate
isomerase; 06460 triosephosphate isomerase; 04444: transketolase.
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Figura 16. Rede de interacdes das proteinas envolvidas no estudo. Legenda: GPD:
glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase; 07080: ubiquitin; 04542: malate synthase; TPI1 :
triosephosphate isomerase; 00771: enolase; 00053: malate dehydrogenase.

5.3. Dinamica Molecular e Qualidade dos modelos

5.3.1. Analise dos modos da MLS

Recentemente, Costa et al. (2015) realizou a modelagem de PbMLS
numa simulacdo de DM de 200 ns. A partir das trajetorias destas simulacdes, foi
realizadas analises de agrupamento, onde observaram-se 14 clusters (grupos)
conformacionais, porém o0s 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 grafico de RMSD (Figura
18). O cluster 2 foi o segundo que permaneceu por mais tempo durante a
simulacdo. Porém, foram selecionados os clusters 1, 2 e 6 para o estudo de
interagcbes com as outras proteinas, uma vez que o cluster 6 surgiu nos
momentos finais da DM, que poderia representar um modelo conformacional
estavel alcangado. Os 3 modelos selecionados e o modelo inicial (anterior a DM)

estdo alinhados na Figura 20.
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Tabela 2. Aspectos gerais das proteinas envolvidas no estudo

, Gama- . ees Malato
Proteinas PbMLS Enolase . TPI Ubiquitina GAPDH .
actina 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%
Ne residuos 539 404 375 249 156 388 340
% hélice 38,4 36,4 39,5 34,1 13,6 26,6 39,1
E
sec::::;:‘i;a** % 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
. 2,48
MolProbity score 3,74 (5%) (48%) 2,13(68%) 2,32 (58%) 3,14 (18%) 2,78 (32%) 3,12 (19%)
(]
A DM * 4,81
ntes da Clashscore 149 (0%) (94%) 2,4 (99%) 3,1(98%) 9,45 (74%) 6,44 (89%) 12,21 (61%)
0
Ramachandran 90% 96% 96,50% 96,90% 90% 90% 88,50%
: 1,50
MolProbity score 1,86 (86%) . 1,12 (99%) 1,36 (98%) 1,17 (99%) 1,62 (92%) 1,27 (99%)
0
NI
Apos a DM 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 3 (14 1(1 11 3(18 3 (19 2(8
selecionados (14) (1) (1) (18) (19) (8) 2 (7)

*Analises do servidor MolProbity, relacionadas a qualidade do modelo gerado antes e depois das simula¢des de Dindmica Molecular. **Andlises realizadas

pelo servidor 2Struct, relacionadas a estrutura secundaria.
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Figura 17. Grafico de clusters da MLS. Observam-se 14 conjuntos de conformacdes ao longo
da trajetéria de DM. Cut-off: 0,3 angstrom. Fonte: Costa et al., 2015.
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Figura 18. Grafico de RMSD e estrutura tridimensional da MLS. Evolu¢do do RMSD (raiz do
desvio quadratico médio) ao longo de 200 ns de simulagdo de Dinamica 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, apés a DM,
demonstrando a reducdo acentuada do score que indica a quantidade de atomos

estruturalmente sobrepostos no modelo principal da Malato sintase. Na Figura
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19, temos 0 mapa de Ramachandran do modelo gerado pelo I-TASSER, em A,
94% dos residuos encontram-se em regides permitidas, com relacdo aos
angulos phi e psi. Ja na Figura 19.B, ha uma notéria diminuicdo da quantidade
de residuos em regides proibidas (de 6 % para 2%). O comportamento das
demais proteinas durante a DM, e as analises de cluster e RMSD, estdo

inseridas no Apéndice 1.
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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 residuos da
proteina em regides favoraveis (dentro dos espag¢os delimitados pela linha azul escuro). Em B,
temos 97% dos residuos em regifes permitidas, sendo possivel notar um menor nimero de
residuos fora das regides delimitadas pela linha azul escuro.

De uma maneira geral, observamos uma melhora significativa do modelo
inicial, com a utilizacdo da DM, como pode ser observado na Tabela 2 .Uma vez
gue no Mapa de Ramachandran (Figura 19) os residuos que possuiam atomos
conflituosos, ou seja, atomos em posi¢cdes angulares nao favoraveis a estrutura
da molécula, diminuiram nitidamente. Os 31 residuos que estavam em uma
angulagdo ndo permitida , ap6s a DM eram apenas 8. Além disso, todos os
scores de avaliacdo da qualidade chegaram a valores de 86.° e 100.° de

percentil, o que corresponde a valores de proteinas de alta resolucao.

37



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 apdés a DM (cluster mais frequente
durante a simulagdo de DM. Em cinza, temos 0 modo 2, e em laranja 0 modo 3 apds a DM.

5.3.2. Caracteristicas gerais das proteinas ligantes a PbMLS

Observa-se que todas as proteinas ligantes a PbMLS apresentaram alta
cobertura (acima de 94%) com relacdo ao modelo homdélogo principal utilizado
pelo I-TASSER. Isso significa que, o modelo estrutural usado como molde para
modelagem da proteina de interesse, cobre 94% da sequéncia total. A identidade
corresponde a porcentagem de residuos de aminoacidos iguais em posicoes
iguais, entre a sequéncia de interesse, e a proteina estruturalmente resolvida,
utilizada como molde principal. Vale destacar que, as proteinas Gama-actina e
TPI (Triosefosfato Isomerase) apresentaram identidade e cobertura de quase
100%. que corresponde a praticamente a mesma sequéncia de aminoacidos.

Com relacdo a estrutura secundaria, a proteina Ubiquitina apresenta
mais de 70% de algas em sua estrutura. Sabe-se que esse tipo de regido &
altamente flexivel, comparado a regides de alfa-hélice e fita-beta. A Ubiquitina
€ uma molécula muito flexivel, o que provavelmente dificultou a mesma atingir
um estado de maior estabilidade, confirmado pelos niumeros de clusters (grupos)
obtidos durante a simulagdo de DM. Essa relagéo entre a porcentagem de alcas
da molécula e o numero de clusters durante a simulacdo, também pode ser
observada para as proteinas PbMLS, TPI, GPDH e MD.
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Com relagcdo a qualidade dos modelos, todos tiveram um score
melhorado apds a aplicagdo da DM. Esse fato esta relacionado a sobreposicéo
de atomos, Ramachandran e angulos da molécula em posi¢es favoraveis. Na
tabela 2, observa-se que apds a simulacdo de DM, as proteinas atingiram um
clashscore de 0, com percentil de 100. Isso demonstra a importancia da
aplicacdo da DM para buscar modelos de maior qualidade e estabilidade
estrutural.

Para cada proteina foram selecionados uma quantidade especifica de
modos (clusters) obtidos na DM, para prosseguir com os estudos de docking. No
caso da PbMLS, nossa proteina alvo, foram extraidos 3 modos que foram
considerados representativos, ja para Enolase, por exemplo, foi extraido 1 modo
confomacional devido a sua estabilidade durante a DM. Essa metodologia foi
realizada para todas as outras proteinas, sendo selecionado no minimo 1 e no
maximo 3 modos conformacionais. A ideia principal foi cruzar os modos da

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

5.4. Complexos formados e interface de interagcéo

A partir dos modelos obtidos na DM, os principais modos
conformacionais de cada proteina foram submetidas ao molecular docking com
os 3 modos da PbMLS no GRAMM-X. Na Tabela 3, sdo apresentados os
complexos formados e a nomenclatura para cada um deles.

Para observarmos os residuos da interacdo entre uma proteina e outra,
utilizamos o servidor KFC-2 que fornece a regido de interface e os residuos
hotspots. As interagdes dos complexos entre os modos 1 estdo exemplificadas

nas Figuras 22 a 27 .
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Tabela 3. Combinac8es realizadas no molecular docking.

. . MLS
Modos conformacionais
das proteinas
Modo 1 Modo 2 Modo 3

Enolase Modo 1 1.1 2.1 3.1
Modo 1 1.1 2.1 3.1

GA
Modo 2 1.2 2.2 3.2
Modo 1 1.1 2.1 3.1
TFI Modo 2 1.2 2.2 3.2
Modo3 1.3 2.3 3.3
Modo 1 1.1 2.1 3.1

GFD
Modo 2 1.2 2.2 3.2
Modo 1 1.1 2.1 3.1
Ubiquitina Modo 2 1.2 2.2 3.2
Modo 3 1.3 2.3 3.3
Modo 1 1.1 2.1 3.1

MD
Modo 2 1.2 2.2 3.2

Legenda: GA- Gama actina; TFl-Triosefosfato Isomerase; GFl —Gliceraldeido-3-fosfato
desidrogenase; MD-Malato desidrogenase.



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 regiéo
em azul representa a regido de interface da interacdo. Na face frontal da PbMLS, em todas as
imagens, esta representado a cavidade do sitio ativo desta enzima.

Figura 22. Representacéo 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 regido sombreada corresponde a interface de interacéo entre elas, predita
pelo servidor KFC-2.
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Figura 23. Representacdo tridimensional do complexo PbMLS e gama actina. Em
amarelo temos a PbMLS, em azul (newcartoon), temos gama actina, e a regido sombreada
corresponde a interface de interacdo entre elas, predita pelo servidor KFC-2.

Figura 24. Representacéo tridimensional do complexo MLS e Gliceraldeido-3-fosfato
desidrogenase. Em amarelo temos a MLS, em verde (newcartoon), temos a GAPDH, e a
regido sombreada corresponde a interface de interacéo entre elas, predita pelo servidor KFC-

2
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Figura 25. Representacéo tridimensional do complexo PbMLS e enolase. Em amarelo temos
a PbMLS, em laranja (newcartoon), temos a enolase, e a regido sombreada corresponde a
interface de interagdo entre elas, predita pelo servidor KFC-2.

Figura 26. Figura 26. Representacéao tridimensional do complexo PbMLS e TFI. Em amarelo
temos a MLS, em azul claro (newcartoon), temos a TPI, e a regido sombreada corresponde a
interface de interagdo entre elas, predita pelo servidor KFC2.
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Figura 27. Representacéo tridimensional do complexo PbMLS e Ubiquitina. Em amarelo
temos a PbMLS, em roxo (newcartoon), temos a Ubiquitina, e a regido sombreada corresponde a
interface de interagdo entre elas, predita pelo servidor KFC-2.

5.5. Analises das regifes mais interagentes de MLS

Entre todos os complexos analisados, 5 regides definem as principais
IPP’s observadas em no minimo 15 complexos do total de 36. A regido mais
frequente (R4), esteve presente em 22 complexos. Tais regides estdo
registradas na Tabela 4. Na Figura 28 temos a representacdo molecular e na
Figura 29 a representacédo grafica dessas regides da PbMLS.

Com o auxilio do servidor CoOCoMAPS, foi possivel identificar os residuos
das proteinas ligantes que interagiram nestas 5 regides definidas como as mais

frequentemente envolvidas nas interacgdes.
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Tabela 4. Regides da MLS observadas com maior frequéncia nas interacées proteina-proteina

RESIDUOS ENVOLVIDOS Quantidade de complexos
R1 ALA85, PRO86, GLY87 e TYRS88 22
R2 ARG160 e LYS161 23

VAL205, GLY208, ALA209, GLY210,
R3 22

PRO 211 e TYR212

ASP236, PRO241, ARG242, GLY243,
R4 26

THR244, ARG246

R5 PHE393 e VAL394 20

Figura 28. Regifes frequentes de interagdo da PbMLS. Malato sintase evidenciando a:
regibes mais frequentes de interacdo proteina-proteina. R1 (amarelo), R2 (azul), R3 (roxo),
(verde) e R5 (rosa).
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Figura 29. Gréfico das regides frequentes de interagdo da MLS. As barras correspondem aos
residuos da IPP, que estéo plotados em funcgéo das regides determinadas como importantes da
MLS e a quantidade de complexos que apresentam tais regides envolvidas nas IPP’s. Podemos
observar que aregido 4 (R4) apresentou a maior frequéncia, presentes em 26 IPP’s.

5.6. Design de peptideos

5.6.1. Aspectos gerais dos peptideos

Uma vez conhecendo tais regides da proteina alvo (MLS) pudemos
desenhar e propor alguns peptideos a partir das proteinas ligantes, para
interagirem com esses residuos da MLS. Os peptideos propostos, foram
montados a partir da estrutura tridimensional do arcabouco das interacdes
proteina-proteina. Paralelamente, os peptideos foram modelados no solvente
(PepFOLD), a partir da sequéncia dos selecionados da forma ja citada.

Todos estes foram submetidos ao FlexPepDock. Nas Tabelas 5, 6 e 7
temos a comparacado das estruturas dos peptideos modelados no solvente
(PepFOLD) com os provenientes do arcabouco proteina-proteina e com os de

menor energia oriundo do FlexPepDock, para os 3 modos da MLS.
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Tabela 5. Peptideos selecionados para interagdo com o modo 1 da MLS, e comparagdo das suas

estruturas com os modelados ab initio.

Peptideos Sequ{en'cia RMSD — PepFOLD  RMSD - PepFOLD Enegia *
Peptidica X Arcabouco X FlexPepDock
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 laboratdrio Rosetta

Tabela 6. Peptideos selecionados para interagdo com o modo 2 da MLS, e comparagdo das suas

estruturas com os modelados ab initio.

RMSD -
Peptideos Sequéncia Peptidica PepFOLD X RMSD-Pep-FOLD Energia
Arcabougo
Pep1 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. Peptideos selecionados para interagdo com o modo 3 da MLS, e comparagdo das suas

estruturas com os modelados ab initio.

RMSD -
Peptideos Sequéncia Peptidica PepFOLD X RMSD-Pep-FOLD Energia
Arcabougo
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. Avaliacao das interacfes proteina-peptideo

Para selecao dos melhores peptideos para cada modelo da MLS, foram
analisados o score de energia livre de interacdo, o menor RMSD comparado ao
peptideo correspondente modelado no solvente (PepFOLD), e, as
caracteristicas dos contatos (interacfes eletrostaticas, de hidrogénio e
hidrofébicas). Tais aspectos de contato foram analisados com o auxilio do
programa DiscoveryStudios. Inicialmente, podemos destacar 6 peptideos para
cada modo da PbMLS que apresentaram 0s menores scores de energia*, e
menores RMSDs comparado ao PepFOLD.

As andlises de interacdo permitiram a identificacdo de interacbes
favoraveis e desfavoraveis. Dentre as favoraveis, destacamos as hidrofobicas
classificadas de acordo com o grupo funcional envolvido na interacdo com
grupos alquil, pi-alquil e pi-hidrofébica. A interacéo pi envolve anel aromatico,
sendo pi-alquil quando este interage com o grupo alquila (C-H). As interacdes
hidrofébicas sdo essenciais para o reconhecimento intermolecular, uma vez que
estdo envolvidas nas etapas iniciais de ligacdo a outras moléculas. Dessa forma,
uma superficie hidrofobica otimiza o processo de interacdo (GARDE, 2015).

Além disso, temos as interaces de hidrogénio classicas que envolvem
C-H e nao classicas onde outros atomos, diferentes de C, interagem com o H.
Com relacdo a interacdo eletrostatica, temos as interacbes carga-pi, a qual
envolve um atomo carregado com um anel aromatico, e as do tipo pi, onde o anel
aromatico interage com o H de outro residuo (HUDSON et al, 2015).

Uma outra interacdo observada ocorre entre o anel aroméatico e o
enxofre, sendo classificada como pi-sulfur. A respeito das interacdes néo
favoraveis, foram observados choques estéricos, repulsdo de carga e repulsao
de doadores e aceptores de H.

5.7.1. Peptideos promissores ancorados ao Modo 1 da PbMLS

Para o modo 1 da PbMLS, o peptideo 3 apresenta 5 residuos, sendo as
duas extremidades apolares, e carga total liquida de +1 (apenas a LYS como
residuo carregado positivamente). Na Figura 30, temos a superficie de contato
com a PbMLS e a sua caracterizacado quanto a hidrofobicidade.
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A respeito das interacdes hidrofébicas, podemos destacar 4 interacdes
do tipo Alquil, na qual temos interagcéo de residuos hidrofobicos e seus grupos
funcionais alquil, e uma interacdo do tipo pi-alquil na qual o grupo alquil de um
residuo hidrofébico interage com um anel de outro residuo hidrofébico. No
primeiro caso, temos a LEU 270 como principal residuo interagente, pois interage
com os residuos ILE273 (4,39 A), LEU274 (4,98 A), que séo do préprio peptideo,
e PRO211 (4,9 A) da MLS. Além disso, a ILE273 realiza interacéo alquil com a
VALS89 (5,04 A) 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 interacbes destacadas entre os
residuos do peptideo com os residuos da MLS. Destacamos 3 interacdes de
hidrogénio, sendo que a LEU270 realiza duas interagdes deste tipo, uma com o
residuo ILE273 e outra com o residuo LEU274 do préprio peptideo, essas com
cerca de 2 A de comprimento. Observamos uma interacéo de atracéo de cargas
(eletrostética) entre os residuos ARG246 (MLS) e o residuo LEU274 (peptideo)
de 4,11 A.

Tais interacbes sdo favoraveis entre o peptideo e a proteina,
destacamos as interac6es hidrofébicas estiveram bastante presentes neste
caso, e sdo essenciais para o contato inicial do peptideo na regido desejada da

proteina, mesmo em solvente.

Figura 30. Peptideo 3 ancorado a superficie da MLS caracterizada quanto a sua hidrofobicidade.
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PROB6

----- Interagdes de H

----- Interagdo eletrostatica
(atragdo)

----- Interagdes hidrofdbicas

Figura 31. Peptideo 3 ancorado a superficie da MLS, evidenciando suas interagfes
intermoleculares.

O peptideo 4 apresenta 9 residuos, sendo a maioria de carater apolar, e
carga total liquida nula, uma vez que temos um residuo carregado positivamente
(LYS) e outro negativamente (ASP). De acordo com a Figura 32, observamos
uma regido hidrofébica na superficie da MLS que nao interage diretamente com
residuos hidrofébicos do peptideo.

Em especial pode-se destacar o residuo 241 da MLS realizando 3
interacbes com o peptideo: duas interacbes do tipo Carbono-Hidrogénio
(interacdo de H néo classica) com a TYR330 e a LEU325 do peptideo, a uma
distancia inferior a 3A, e a terceira interagdo corresponde a uma interacéo
hidrofobica do tipo pi-alquil com a TYR330. O residuo ARG242 realiza duas
interacdes hidrofobicas com ALA e LEU do peptideo. Dentro do proprio peptideo,
podemos destacar uma interacdo eletrostatica de atracdo da LEU325 com o
ASP326, aléem de outras interacdes de hidrogénio classicas ou ndo, como

observamos na Figura 33.
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Figura 32. Peptideo 4 em contato com a superficie da MLS, caracterizada quanto a sua
hidrofobicidade.

----- Interagdes de H

————— Interagdo eletrostética (atragdo)
----- Interagdes hidrofdbicas
Interagdes C-H

Figura 33. Peptideo 4 ancorado a superficie da MLS, evidenciando suas interacOes
intermoleculares.
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Outro peptideo que podemos destacar € 0 de niumero 7, que apresentou
estrutura proxima ao seu correspondente modelado no solvente. Nele, temos 6
residuos dos quais 4 possuem carater apolar (MET, ALA e LEU), o que é

complementar a estrutura da MLS como observado na Figura 34.
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Figura 34. Peptideo 7 ancorado & superficie hidrofébica da MLS. Observa-se a
complementaridade apolar entre o peptideo e a proteina neste caso.

O peptideo 7 realiza além das interacdes hidrofobicas do tipo alquil e pi-
alquil (entre proteina e peptideo) e das interacdes de hidrogénio classicas (entre
residuos do peptideo), como observado para os peptideo anteriores, nota-se
também uma interacao do tipo pi-sulfur. Tal interacédo ocorre entre o enxofre (S)
a MET250 com o anel aromético da PHE393 da MLS, destacadas na Figura 35.
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----- InteragOes de H
Interagdo pi-sulfur
----- Interagdes hidrofdbicas

Figura 35. Peptideo 7 ancorado a superficie da MLS, evidenciando suas interagBes
intermoleculares.

O peptideo 10 possui 5 residuos, sendo em sua maioria de carater apolar,
e carga total liquida -1. A respeito de suas interacdes podemos destacar varias
interacdes de carater hidrofébico, na Figura 36, com todos os residuos apolares
do peptideo 10. Observam-se duas interacdes do tipo pi-alquil com o residuo
TYR113 da MLS, uma interacao de hidrogénio entre o enxofre (S) da MET1 com
a ARG246 da MLS. Além disso, pode-se observar 3 interacdes eletrostaticas,

sendo 2 pontes salinas e 1 interagcdo com cargas atrativas.
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----- InteragBes de H

----- Interagdo eletrostatica
(atragdo)

----- Interagdes hidrofébicas

Figura 36. Peptideo 10 ancorado a superficie da MLS evidenciando as interagfes
intermoleculares.

O peptideo 14 € interessante pois apresentou baixo score de energia, e
corresponde a uma estrutura com 12 aminoacidos com carga total liquida -1. A
superficie de contato da MLS apresenta uma complementaridade hidrofébica

interessante com o peptideo, como pode-se observar na Figura 37.
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Figura 37. Peptideo 14 ancorado a superficie da MLS, evidenciando a superficie hidrofobica de
contato.
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Na Figura 38, observamos com maior detalhe as interacdes
envolvidas. Temos varias interacdes do tipo hidrofébica, o que confirma a
complementaridade observada na Figura 37. Vérias estruturas de anéis
aromaticos estédo envolvidas na interacdo, tanto no peptideo quanto na
proteina, o que permite a realizacdo de 3 interacdes do tipo pi. Dessas,
uma delas envolve os residuos LEU192 e PHE193 e € caracterizada como
uma interacdo pi-sigma, dentro do proprio peptideo. Além disso, temos
algumas interacdes de hidrogénio dentro do proprio peptideo e algumas

entre proteina e peptideo.

----- InteragOes de H
Interagdo de H ndo

classica

----- Interagdes hidrofdbicas

Figura 38. Peptideo 14 ancorado a superficie da MLS, evidenciando as interagGes
intermoleculares. Nota-se grande complementaridade hidrofébica, com muitas intera¢des do tipo
pi.
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6. CONSIDERACOES FINAIS
6.1. Conclusdes

As conclusdes deste trabalho sdo promissoras, porém parciais em torno
do objetivo final. A respeito dos objetivos propostos inicialmente, todos foram
cumpridos, como por exemplo, a modelagem das proteinas, ancoragem
proteina-proteina e determinacédo de regibes mais frequentes envolvidas nas
interacOes. Além disso, foram propostos 5 peptideos promissores para interacao
com a PbMLS.

As andlises realizadas, juntamente com os peptideos para os Modos 2
e 3 da PbMLS, que serao realizados em breve, servirdo como um afunilamento
para a etapa de mutacdes aleatdrias, onde iremos observar a qualidade dessas
interacbes e possivelmente encontrar outros peptideos com boa estabilidade.
Outra etapa importante serd a DM com o0s complexos proteina-peptideo, a fim
de verificar qudo estavel sdo essas interagcdes e encontrar modos
conformacionais mais promissores.

Os 5 peptideos pré-selecionados nos resultados, com o modo 1 da MLS,
apresentaram intera¢des interessantes do ponto de vista fisico-quimico, as quais
servirdo como passo inicial de analise dos mesmos. As andlises de afinidade do
complexo proteina-peptideo séo iniciais, visto que para inferirmos moléculas
para testes in vitro, sdo necessarias analises mais detalhadas com DM dos

complexos e montagem de peptideos com possibilidade de sintese.

6.2. Perspectivas

As interagfes proteina-proteina sdo essenciais para a homeostase do
sistema, uma vez que as formacdes de complexos sdo importantes em varias
vias metabdlicas, na interagdo parasito-hospedeiro e no processo de resposta
celular. Assim, o estudo das interacdes in silico de algumas proteinas
importantes para a sobrevivéncia do fungo Paracoccidioides sp. nos permitiu
observar os aminoacidos mais envolvidos nas interagdes.

Conhecendo os residuos mais importantes da PbMLS pudemos propor
peptideos que possam apresentar afinidade as regifes. As analises das

interacdes, do score de energia e da flexibilidade desses peptideos foram
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importantes para selecionar os mais promissores para validacdo. Esta, sera
realizada por meio de mutacdes aleatdrias e pontuais e dindmica molecular dos
complexos proteina-peptideo, que serdo realizadas em breve.

A partir desses resultados poderdo ser apresentados complexos
interessantes para testes in vitro e in vivo, com a intencdo de modulacao por
interacdo com a PbMLS. Esta modulacdo pode ser a partir da alteracdo da
conformacao funcional da proteina, ou até mesmo do bloqueio de interagcbes
essenciais com outras proteinas.

Sabe-se que a proteina no sistema vivo, pode variar sua conformacéao
de acordo com a situacdo em que esta 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.

58



7. REFERENCIAS

ANDRADE, R. V. Anélise do Transcriptoma e da Expresséo Diferencial de Genes
de Micélio e Levedura de Paracoccidioides brasiliensis. p. 136, 2006.

ARISTIZABAL B.H., CLEMONS K.V., COCK A.M., RESTREPO A., STEVENS
D.A. Experimental Paracoccidioides brasiliensis infection in mice: influence of the
hormonal status of the host on tissue responses. Medical Mycology, v.40, p.169-
78, 2002.

AUERBACH, D.; THAMINY, S.; HOTTIGER, M.O.; STAGLJAR, I. The post-
genomic era of interactive proteomics: facts and perspectives. Proteomics v. 2,
n. 6, p. 611-623, 2002.

BAGAGLI E., BOSCO S.M.G., THEODORO R.C., FRANCO M. Phylogenetic and
evolutionary aspects of Paracoccidioides brasiliensis reveal a long coexistence
with animal hosts that explain several biological features of the pathogen.
Infection, Genetics and Evolution , v. 6, p. 344-351, 2006.

BARROZO L.V., MENDES R.P., MARQUES S.A., BENARD G., SILVA M.E.S,,
BAGAGLI E. Climate and acute/subacute paracoccidioidomycosis in a hyper-
endemic area in Brazil. International Journal of Epidemiology v.38, p. 1642-
1649, 2009.

BENARD G. An overview of the immunopathology of human
paracoccidioidomycosis. Mycopathologia.v. 165, p. 209-21, 2008.

Benard G., Mendes-Giannini, M.J.S. Paracoccidioidomycosis. In: Feigin RD,
Cherry JD, Demmler-Harrison G, Kaplan SL, editors. Textbook of pediatric
infectious diseases. 62 ed. Philadelphia: Elsevier Science. p.2762-76, 2009.

BOCCA A.L., AMARAL A.C., TEIXEIRA M.M., SATO P.K., SATO P., SHIKANAI-
YASUDA M.A., et al. Paracoccidioidomycosis: eco-epidemiology, taxonomy and
clinical and therapeutic issues. Future Microbiol. v. 8, p. 1177-91, 2013.

BRUMMER E., CASTANEDA E., RESTREPO A. Paracoccidioidomycosis: an
update. Clinical Microbiology Reviews. v.6, p. 89-117, 1993.

CARNEIRO, L. C. et al. Paracoccidioides brasiliensis presents two different
cDNAs encoding homologues of the fructose 1,6-biphosphate aldolase: Protein
isolation, cloning of the cDNAs and genes, structural, phylogenetic, and
expression analysis. Fungal Genetics and Biology, v. 42, n. 1, p. 51-60, 2005.

CASTRO R.M., CUCE L.C., NETTO C.F. Paracoccidioidomycosis. Accidental

inoculation "in anima nobile." Report of a case. Medicina Cutanea Ibero-Latino-
Americana. v. 3, 289-92, 1975.

59



CAUSIER, B. Studying the interactome with the yeast two-hybrid system and
mass spectrometry. Mass Spectrometry Reviews. v. 23, n. 5, p350-367, 2004.

CHANG, M. W. et al. Virtual screening for HIV protease inhibitors: A comparison
of AutoDock 4 and Vina. PLoS ONE, v. 5, n. 8, p. 1-9, 2010.

CHENG, A. C.; COLEMAN, R. G.; SMYTH, K. T. et al. Structure-based maximal
affinity model predicts small-molecule druggability. Nature biotechnology, v. 25,
n. 1, p. 71-5, 2007.

CHO, K. II.; KIM, D.; LEE, D. A feature-based approach to modeling protein-
protein interaction hot spots. Nucleic Acids Research, v. 37, n. 8, p. 2672—-2687,
20009.

CHO, S.; PARK, S.G.; LEE, D.H.; PARK, B.C. (). Protein-protein interaction
networks: from interactions to networks. Journal of Biochemistry and
Molecular Biology. 37(1):45-52, 2004.

COLEMAN R.G., CARCHIA M., STERLING T., IRWIN J.J., SHOICHET B.K.
Ligand Pose and Orientational Sampling in Molecular Docking. PLoS One v.8
n.10, 2013.

CRAIK D.J., FAIRLIE D.P., LIRAS S., PRICE D. The future of peptide-based
drugs. Chemical Biology & Drug Design. p. 136-47, 2013.

COSTA, F. G. et al. Alkaloids as inhibitors of malate synthase from
paracoccidioides spp.: Receptor-ligand interaction-based virtual screening and
molecular docking studies, antifungal activity, and the adhesion process.
Antimicrobial Agents and Chemotherapy, v. 59, n. 9, p. 5581-5594, 2015.

COZZONE, A.J. Regulation of acetate metabolism by protein phosphorytion in
enteric bacteria. Annual Review of Microbiology. 52:127-164, 1998.

DAURA, X. et al. Peptide folding: when simulation meets experiment.
Angewandte Chemie International Edition, v. 38, p. 236—-240, 1999.

DA SILVA NETO, B. R. et al. The malate synthase of Paracoccidioides
brasiliensis is a linked surface protein that behaves as an anchorless adhesin.
BMC Microbiology, v. 9, p. 272, 2009. ISSN 1471-2180. Disponivel em: <
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/20034376 >.

DE OLIVEIRA, K. M. et al. Intermolecular interactions of the malate synthase of
Paracoccidioides spp. BMC Microbiology, v. 13, p. 107, 2013. ISSN 1471-2180.
Disponivel em: < http://www.ncbi.nim.nih.gov/pubmed/23672539 >.

DERENGOWSKI L.S 2006. Analise da expressao génica de potenciais fatores
de viruléncia do fungo Paracoccidioides brasiliensis submetido a diferentes
condicdes experimentais. Dissertacdo de mestrado. Universidade de Brasilia.
Instituto de Ciéncias Biologicas.

60



DUTRA, L.M.F. et al. Modelagem molecular de proteinas: o caso de uma
glucoronosiltransferase (GumK) de Gluconacetobacter diazotrophicus PALS.
Journal of Biology & Farmacy and Agricultural Management. v. 10, p. 56—
67, 2014.

FALLIS, A. Journal of Chemical Information and Modeling, v. 53, n. 9, p.
1689-1699, 2013.

LORENZ, M.C., FINK, G.R. The glyoxalate cycleis required for fungal virulence.
Nature. 412: 83-86, 2001.

FINLAY, B.B. and FALKOW, S. Common themes in microbial pathogenicity
revisited. Microbiol. Mol. Biol. Rev. 61:136-169, 1997.

FISHMAN, M. C. & PORTER, J. A. Pharmaceuticals: a new grammar for drug
discovery. Nature, v. 437, n. 7058, p. 491-3, 2005.

FORTES, M. R. P. et al. Imunologia da paracoccidioidomicose. Anais
Brasileiros de Dermatologia, v. 86, p. 516-524, 2011.

FRANCO M., MONTENEGRO M.R., MENDES R.P., MARQUES S.A., DILLON
N.L., MOTA N.G. Paracoccidioidomycosis: a recently proposed classification of
its clinical forms. Rev Soc Bras Med Trop.v. 20, p. 129-32, 1987.

Guex, N. and Peitsch, M.C. (21997).
and the Swiss-PdbViewer: An environment for comparative protein
modeling.

Electrophoresis 18, 2714-2723.

GOES, A. M. et al. Paracoccidioidomycosis disease (Lutz-Splendore-Almeida):
etiology, epidemiology, and pathogenesis. Revista Médica de Minas Gerais, v.
24,n.1, p. 61-66, 2014.

HALPERIN, I. et al. Principles of docking: An overview of search algorithms and
a guide to scoring functions. Proteins: Structure, Function and Genetics, V.
47,n. 4, p. 409-443, 2002.

HEINEMANN, U. Structural genomics in Europe: Slow start, strong finish? Nat.
Struct. Biol. v. 7, p. 940-942, 2000.

HETENYI C., VAN DER SPOEL D. Efficient docking of peptides to proteins
without prior knowledge of the binding site. Protein Science. v. 11, p. 1729—-
1737, 2002.

HOPKINS, A. L. & GROOM, C. R. The druggable genome. Nature reviews. Drug
discovery v.1,n. 9, p. 727-30, 2002.

61



HONG ENRIQUEZ, R. P. et al. Designing short peptides with high affinity for
organic molecules: A combined docking, molecular dynamics, and Monte Carlo
approach. Journal of Chemical Theory and Computation, v. 8, n. 3, p. 1121—
1128, 2012.

HUMPHREY, W., DALKE, A. AND SCHULTEN, K. VMD - Visual Molecular
Dynamics. J. Molec. Graphics. v. 14, p. 33-38, 1996.

HUTTER, J. Car-Parrinello molecular dynamics. Computational Molecular
Science, v. 2, n. February, p. 604—-612, 2012.

IANNUZZI, M.; LAIO, A.; PARRINELLO, M. Efficient exploration of reactive
potential energy surfaces using Car-Parrinello molecular dynamics. Physical
Review Letters, v. 90, 2003.

JAYAPALAN, S.; NATARAJAN, J. The role of CDK5 and GSK3B kinases in
hyperphosphorylation of microtubule associated protein tau (MAPT) in
Alzheimer’s disease. Bioinformation, v. 9, n. 20, p. 1023-30, 2013.

LEHNINGER, A.L., NELSON, D.L.,, COX, M.M. Principios de Bioquimica.
Editora Savier. Ed. 22, 2000. S&do Paulo, Brasil.

LIPINSKI, C. A.; LOMBARDO, F.; DOMINY, B. W.; FEENEY, P. J. Experimental
and computational approaches to estimate solubility and permeability in drug
discovery and development settings. Advanced Drug Delivery Reviews, v. 23,
n. 1-3, p. 3-25, 1997.

LONDON, N. et al. Rosetta FlexPepDock web server - High resolution modeling
of peptide-protein interactions. Nucleic Acids Research, v. 39, n. SUPPL. 2, p.
249-253, 2011.

LOPEZ-MARTINEZ, R. et al. Inhibition of Influenza A Virus Infection In Vitro by
Peptides Designed In Silico. PLoS ONE, v. 8, n. 10, p. 1-12, 2013.

LOVELL, LW. DAVIS, W.B. ARENDALL I, P..W. DE BAKKER, J.M. WORD,
M.G. PRISANT, J.S. RICHARDSON and D.C. RICHARDSON. Structure
validation by Calpha geometry: phi,psi and Cbeta deviation. Proteins: Structure,
Function & Genetics. v.50, p. 437-450, 2002.

LORENZ, M.C. e FINK, G.R. The glyoxylate cycle is required for fungal virulence.
Nature. v. 412, p. 83-86, 2001.

LORENZ, M.C. E FINK, G.R. Life and Death in a Macrophage: Role of the
Glyoxylate Cycle in Virulence. Eukaryotic cell. v. 1, p. 657-662, 2002.

LUTZ A. Uma micose pseudococcidica localizada na boca e observada no Brasil:

contribuicdo ao conhecimento das hiphoblastomicoses americanas.
Brasil Med, v. 22, p. 121-124, 1908.

62



MAGGIO, E. T.; RAMNARAYAN, K. Recent developments in computational
proteomics. Drug Discovery Today, v. 6, n. 19, p. 996-1004, 2001.

MATUTE D.R., MCEWEN J.G., PUCCIA R., MONTES B.A., SAN-BLAS G.,
BAGAGLI E., RAUSCHER J.T., RESTREPO A., MORAIS F., NINO-VEGA G.,
TAYLOR JW. Cryptic speciation and recombination in the fungus
Paracoccidioides brasiliensis as revealed by gene genealogies. Mol. Bio. Evol.
v. 23, n.1, p. 65-73, 2006.

MARQUES DA SILVA SH, RODRIGUES AM, DE HOOG S, SILVEIRA-GOMES
F, CAMARGO ZP. Occurence of Paracoccidioides lutzii in the Amazon region:
description of two cases. Am J Trop Med Hyg. v. 87, p.710-4, 2012.

MARQUES S.A., FRANCO M.F., MENDES R.P., SILVA N.C., BACCILI C.,
CURCELLI E.D., et al. Epidemiologic aspects of paracoccidioidomycosis in the
endemic area of Botucatu (Sao Paulo - Brazil). Rev Inst Med Trop Sao Paulo.
v. 25, p. 87-92, 1983.

MARQUES S.A.,, CORTEZ D.B., LASTORIA J.C., CAMARGO R.M.P.,
MARQUES M.E.A. Paracoccidioidomicose: Frequéncia, morfologia e
patogénese de lesdes tegumentares. An Bras Dermatol.. v. 82, p. 411-7, 2007.

MARQUES S.A. Paracoccidioidomycosis: epidemiological, clinical, diagnostic
and treatment up-dating. An Bras Dermatol.; v. 88, n. 5, p. 700-11, 2013.

MARTINEZ R. Paracoccidioidomycosis: The dimension of the problem of a
neglected disease. Rev Soc Bras Med Trop. v. 43, p. 480, 2010.

MASHIACH, D. SCHNEIDMAN-DUHOVNY, N. ANDRUSIER, R. NUSSINOV, H.
J. WOLFSON. FireDock: a web server for fast interaction refinement in molecular
docking. Nucleic Acids Res, 2008.

MAUPETIT, J.; DERREUMAUX, P.; TUFFERY, P. PEP-FOLD: An online
resource for de novo peptide structure prediction. Nucleic Acids Research, v.
37, n. SUPPL. 2, p. 498-503, 2009.

MATOS W.B., SANTOS G.M.C., SILVA U.E.B., GONCALVES E.G.R., SILVA
A.R. Paracoccidioidomycosis in the state of Maranhéo, Brazil: geographical and
clinical aspects. Rev Soc Bras Med Trop. v. 45, p. 385-9, 2012;

MENDES-GIANNINI MJ, MORAES RA, RICCI TA. Proteolytic activity of the
43,000 molecular weight antigen secreted by Paracoccidioides brasiliensis. Rev
Inst Med.Trop Sao Paulo. v. 32, p. 384-5, 1990.

MENDES-GIANNINI M.J., MONTEIRO DA SILVA J.L., DE FATIMA DA SILVA J,
DONOFRIO F.C., MIRANDA E.T., ANDREOTTI P.F., et al. Interactions of
Paracoccidioides brasiliensis with host cells: recent advances. Mycopathologia.
v. 165, p. 237-48, 2008.

MINISTERIO DA SAUDE (Brasil). Proposta de vigilancia epidemioldgica da
paracoccidioidomicose. Brasilia, 2012. 11p.

63



MOREIRA A.P.V. Paracoccidioidomicose: historico, etiologia, epidemiologia,
patogénese, formas clinicas, diagndstico laboratorial e antigenos. Biol
Epidemiol Paulista.v. 5, n. 51, 2008.

NOGALES, J., GUIJO, M.l, QUESADA, A., MERCHAN, F. . Functional analysis
of the malate synthase from Clamydomonas reinhardtii. Planta. v.219, p. 325-
331, 2004.

NAQSH E ZAHRA, S.; KHATTAK, N. A.; MIR, A. Comparative modeling and
docking studies of p16ink4/cyclin D1/Rb pathway genes in lung cancer revealed
functionally interactive residue of RB1 and its functional partner E2F1.
Theoretical biology & medical modelling, v. 10, n. 1, p. 1, 2013.

NORWELL, J.C. AND MACHALEK, A.Z. Structural genomics programs at the US
National Institute of General Medical Sciences. NAT. STRUCT. BIOL. v. 7, n.
931, 2000.

OWENS, J. Determining druggability. Nature Reviews Drug Discovery, v. 6, n.
3, p. 187-187, 2007.

PALMEIRO M, CHERUBINI K, YURGEL LS. Paracoccidioidomicose: revisao da
literatura. Scientia Med. v. 15, n. 4, p. 234-7, 2005.

PEREIRA R.M., BUCARETCHI F., BARISON E.D.E.M., HESSEL G., TRESOLDI
A.T. Paracoccidioidomycosis in children: clinical presentation, follow-up and
outcome. Rev Inst Med Trop Sao Paulo. v. 46, n. 3, p. 127-31, 2004.

PETSALAKI E., STARK A., GARCIA-URDIALES E., RUSSELL R.B. Accurate
Prediction of Peptide Binding Sites on Protein Surfaces. Plos Computational
Biology. v. 5, 2009.

PETSKO, G.A.; RINGE, D. Protein Structure and Function. New Science Press.
p.195, 2004.

PIERCE B.G., HOURAI Y., WENG Z. .Accelerating Protein Docking in ZDOCK
Using an Advanced 3D Convolution Library. PLoS ONE v. 6, n. 9, 2011.

PRADO, M. et al. Mortality due to systemic mycoses as a primary cause of death
or in association with AIDS in Brazil: A review from 1996 to 2006. Memorias do
Instituto Oswaldo Cruz, v. 104, n. May, p. 513-521, 2009.

PRONK S., PALL S., SCHULZ R. et al. 2013. GROMACS 4.5: a high-throughput
and highly parallel open source molecular simulation toolkit. Bioinformatics v.
29, n. 7, p. 845-854, 2013.

RAMOS E.S.M., SARAIVA L.D.O. Paracoccidioidomycosis. Dermatol Clin.v. 26,
p. 257-69, 2008.

64



RUSS, A. P.; LAMPEL, S. The druggable genome: an update. Drug discovery
today, v. 10, n. 23-24, p. 1607-10, 2005.

SALI, A.; BLUNDELL, T.L. Comparative protein modeling by satisfaction of
spatial restraints. Journal of Molecular Biology, v.234, p.779-815, 1993.

SANTOS FILHO, O. A.; BICCA DE ALENCASTRO, R. Modelagem de proteinas
por homologia. Quimica Nova, v. 26, n. 2, p. 253-259, 2003.

SELITRENNIKOFF, C.P. E NAKATA, M. New cell wall for antifungal drugs.
Current Opinion In Investigational Drugs. v. 4, p. 200-205, 2003.

SHAMEER et al. PeptideMine - A webserver for the design of peptides for protein-
peptide binding studies derived from protein-protein interactomes. BMC
Bioinformatics. v. 11, 2010.

SHIKANAI-YASUDA M.A., TELLES FILHO F., MENDES R.P., COLOMBO A.L.,
MORETTI M.L. Guidelines in paracoccidioidomycosis. Rev Soc Bras Med Trop.
v. 9, p. 297-310, 2006.

SKRABANEK, L.; SAINI, H.K.; BADER, G.D.; ENRIGTH, A.J. Computational
prediction of protein-protein interactions. Mol Biotechnol. v. 38, n.1, p.1-17,
2008.

STURME M.H.J., PUCCIA R., GOLDMAN G.H., RODRIGUES F. Molecular
biology of the dimorphic fungi Paracoccidioides spp. Fungal Biology Reviews,
v. 25, p. 89-97, 2011.

SZKLARCZYK D, FRANCESCHINI A, WYDER S, et al. STRING v10: protein—
protein interaction networks, integrated over the tree of life. Nucleic Acids
Research. 2015;43(Database issue):D447-D452. doi:10.1093/nar/gku1003.

TAVARES, A.H,, SILVA, S.S., BERNARDES, V.V., MARANHAO, A.Q., KYAW,
C.M., POCAS- FONSECA, M. and SILVA-PEREIRA, I. Virulence insights from
the Paracoccidiodes brasiliensis transcriptome. Genetics and Molecular
Research. v. 4, n. 2, p. 358-371, 2005.

TAVARES, J.; MESMOUDI, S.; TALBI, E.-G. On the efficiency of local search
methods for the molecular docking problem. Evolutionary Computation,
Machine Learning and Data Mining in Bioinformatics, p. 104-115, 2009.

TEIXEIRA M.M., THEODORO R.C., CARVALHO M.J.A., FERNANDES L., PAES
H.C., HAHN R.C., MENDOZA L., BAGAGLI E., SAN-BLAS G., FELIPE M.S.
Phylogenetic analisys reveals a high level of speciation in the Paracoccidioides
genus. Molecular Phylogenetics and Evolution v. 52, p. 273-283, 2009.

THEVENET, P. et al. PEP-FOLD: An updated de novo structure prediction server

for both linear and disulfide bonded cyclic peptides. Nucleic Acids Research, v.
40, n. W1, p. 288-293, 2012.

65



THAKUR P.K, PRAKASH A., KHAN P., FLEMING R. E., WAHEED A., AHMAD
F., HASSAN I. Identification of Interfacial Residues Involved in Hepcidin-
Ferroportin Interaction. Letters in Drug Design & Discovery. v.11, p. 363-374,
2014.

TOVCHIGRECHKO A., VAKSER I.A. GRAMM-X public web server for protein-
protein docking. Nucleic Acids Res. v. 34, p. 310-314, 2006.

TROTT, O.; OLSON, A. AutoDock Vina: improving the speed and accuracy of
docking with a new scoring function, efficient optimization and multithreading.
Journal of Computational Chemistry, v. 31, n. 2, p. 455-461, 2010.

UNAL EB, GURSOY A, ERMAN B. VitAL: Viterbi Algorithm for de novo Peptide
Design. PLoS ONE.v. 5, n. 6, 2010.

VICENTINI A.P., GESZTESI J.L., FRANCO M.F., DE SOUZA W., DE MORAES
J.Z., TRAVASSOS L.R,, et al. Binding of Paracoccidioides brasiliensis to laminin
through surface glycoprotein gp43 leads to enhancement of fungal pathogenesis.
Infect Immun.v. 62, p. 1465-9, 1994.

VIEIRA G. DE D., ALVES T. DE C., LIMA S.M., CAMARGO L.M., SOUZA C.M.
Paracoccidioidomycosis in a western Brazilian Amazon State: clinical-
epidemiologic profile and spatial distribution of the disease. Rev Soc Bras Med
Trop.v. 47, p. 63-8, 2014.

WALTERS, W. P. Going further than Lipinski’s rule in drug design. Expert
opinion on drug discovery, v. 7, n. 2, p. 99-107, 2012.

YANG, J. et al. The I-TASSER Suite: Protein structure and function prediction.
Nature Methods, v. 12, n. 1, p. 7-8, 2015.

ZAMBUZZI-CARVALHO PF, CRUZ AH, SANTOS-SILVA LK, GOES AM,
SOARES CMA, PEREIRA M. The malate synthase of Paracoccidioides
brasiliensis Pb01 is required in the glyoxylate cycle and in the allantoin
degradation pathway. Med Mycol. v. 47, p. 734-744, 2009.

ZANETTI, E. M.; ROSSI, P.; MORAES, P. C. Carne de tatu como potencial
transmissor da paracoccidioidomicose. In: Congresso Brasileiro de
Estomatologia, XI1X, 2011, Recife. International Journal of Dentistry. Recife, v.
10, n. 2, p. 25-163, 2011.

ZHANG, M.Q. ; WILKINSON, B. Drug discovery beyond the “rule-of-five”.
Current opinion in biotechnology, v. 18, n. 6, p. 478-88, 2007.

ZHANG, J. et al. Atomic-level protein structure refinement using fragment-guided

molecular dynamics conformation sampling. Structure. v. 19, p. 1784-1795,
2011.

66



ZHU X., and MITCHELL J.C. KFC2: A knowledge-based hot spot prediction
method based on interface solvation, atomic density and plasticity features.
Proteins. v. 79, n. 9, p. 2671-2683, 2011.

67



ANEXO 1 - Alguns peptideos usados na terapéutica atualmente

Nome Acdo farmacologica Emprego terapeutico Via de adm.
Adalimnmnah Anticorpo monoclonzl mibider do fator de Dioengas auto-inmmes Subcutines
(Humira") necroze rporzl (THF)

Inflizimahe . L Dioengas auto-immmes Infravenosza
(Remicade™ Anticorpo monoclonzl inibider de THFa
Fimximab Anticorpo citolftico para proteina CD20 Linfoma ndo Hodgkin's, Intravenosa
(Fitoxan™) granulomatose de

Weganer (WGE),

poliangeite microscdpica

[MPA) e leucemiz

linfocftica crénica de

celulas B,
Bevacimumabe  Anticorpo monoclonal gue neuireliza & Antinaoplaszico Infravenoza
[Avastin®) atividade biologica do fator de crescimento do

endotelio vascular bumano (VEGF)
Traznrmrnahbe Anticorpo monoclonzl gque atinge o dominio Cincer de mama Intravenosza
(Harceptin extracelular da protena do receptar-1 do fator  metastatico
de cresciments epidénmico humano (HEF.2)

Insnlina Equipotente 3 msuling mana Diabetes [ e 11 Subcutines
[Lamtuz"™)
Pagfilgrastim Estimulzdor de glabulos brances hdislossupressio Subcutines
(Menlzztz )
Epoeting alfa Glicoproteina estimuladera de eritropoiase Anemia Intravenoza,
(Epagen) Subcutines
Inferferon beta-  Indutor de proteinss especificas, as quais Esclerose multipla Intranmscu-
la [Avansx ) zinda nio foram claramente definidas lar
Aretato da Alteragio da fimgde: imunclosicas por Esclerose miltipla Subcutines
glatitdmer mecanismos zinda ndo esclaracidos
(Copamone )
Crozerelina Zuprezzdo do sistema pititirio-gonadal Cincer de mama 2 Subcutines
[Zoladex") prastatz, endopstriose
Arstato da Derivado sintetico da somatostating, inibe 2 Arromezalia e cEncer Intranmscu-
Ocireotida liberagdo do hornimio de crescimenta, do lar
(Sandostatin®™  glucagon e dz insulina
Enfuvirtida Inibidor do rearranjo estrutural da gpdl Infeccio por HIV Subcutines
(Fuzeon ) do wiruz HIV, blogueando 2 entradz do

vims za celala
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APENDICE 1

1. Caracteristicas gerais das proteinas ligantes de MLS

1.1. Enolase (EC 4.2.1.11)

Pertencente a familia das liases, a enolase de Paracoccidioides sp. possui
404 residuos de aminoacidos e entre 40 e 50kDa. Esta envolvida no processo
de degradacdo 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 € uma enzima homodimérica que catalisa a
desidratacéo de 2- fosfo-D-glicerato em fosfoenolpiruvato, participando das vias
glicolitica e gliconeogénica, com participacdo de um co-fator, geralmente Mg?*

Estudos recentes de Donofrio e colaboradores (2009) e Nogueira et al.,
2010, mostraram que na presenca da enolase recombinante, o fungo aumentou
sua capacidade de associacdo com células epiteliais e fagociticas. Por
imunofluorescéncia, foi detectada no citoplasma e na superficie da célula
fungica, e acredita-se que ela se ligue a fibronectina da MEC. Além disso, a
enolase foi relacionada a conversdo de plasminogénio em plasmina, sendo
essencial para a ligacao de plasminogénio na superficie fungica.

O modelo representativo de codigo PDB 1P43 de S. cerevisae,
apresentou query cover de 98%, identidade de 61%. De acordo com servidor
MolProbity, 96% dos residuos se encontram em regifes favoraveis antes da DM.
Além disso, temos um score da estrutura de 2.48 , com um Clashscore de 4.81
antes da DM. Apd6s a DM, a porcentagem de residuos em regides favoraveis 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
simulacdo de DM, com 96% dos residuos em regides favoraveis. E, em B temos a analise apds
a DM, com 99,3% dos residuos em regides favoraveis, evidenciando uma melhora na qualidade
da estrutura desta proteina com a DM.
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Flgura 2-A. Graficos de RMSD e clusters da Enolase. Observa-se que a proteina antigiu
“estabilidade” estrutural a partir dos 40 ns, aproximadamente. De acordo com o algoritmo
g_cluster do pacote GROMACS, a proteina Enolase apresentou apenas 1 conjunto de
conformacdes estruturais (cluster) muito préximas, durante a simulagdo 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 proteina para degradacdo seletiva, pois
“‘marca” proteinas que deverao ser destruidas pelo complexo proteossoma, em
resposta a um estresse celular. O modelo utilizado para a modelagem 3D foi 0
de ID 4KSL_D (156 residuos) 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
(apbs a DM) e o clashscore de 9,45 (antes da DM) para 0 (ap6s a DM). A seguir,
temos os mapas de Ramachandran evidenciando as regides que estao

localizados os residuos.
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Flgura 3-A. Diagramas de Ramachandran da Ubiquitina. Em A temos o mapa de localizacao
dos residuos, antes da DM 90% dos residuos se localizavam em regides favoraveis. Ja em B
(ap6s a DM) 98,7% dos residuos estdo em regibes favoraveis.

Ubiquitina, ao passar pela simulacdo 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 simulacdo os
modelos 2 e 8 também estiveram presentes, semelhante ao ocorrido com a
Malato sintase.

No grafico de RMSD (Figura 4-A) podemos observar uma maior
estabilidade no desvio quadratico médio a partir de 25 ns aproximadamente, com
uma pequena flutuacdo nos momentos finais, coincidindo com os dados de
clusters. Deste modo, para a realizacdo das proximas etapas, os modelos 1, 2

e 8 foram selecionados.

71



RMSD

Clusters Protein-H afier Isq fit 1o Protein-H

208 - - . a

Cluster #
I
I
RMSD (nm)

. . I L o
50000 le+05 0 50000 ledf
Time (ps) Time (ps)

Figura 4-A. Graficos de Clusters e RMSD da Ubiquitina. O cluster 1 se manteve bastante
estavel durante a DM, porém foram selecionados outros 2 clusters para as etapas de ancoragem,
que estiveram presentes ao final da simulacéo, a fim de aumentar a variabilidade de complexos.

1.3. Triosefosfato isomerase (PAAG_02585 EC- 5.3.1.1)

E uma enzima homodimérica glicolitica, com 249 residuos, presente em
bactérias e eucariotos, que catalisa a sintese de gliceraldeido-3 fosfato a partir
de glicerona fosfato, na via oxidativa das pentoses fosfato. Por ser uma reacao
muito eficiente, ndo necessita de co-fatores ou ions metéalicos (NCBI; UniprotkKB).

Além disso, ja foi descrito por Pereira e colaboradores (2007) que esta é
preferencialmente expressa na fase leveduriforme do Pb01, talvez pela sua
fungcdo de adesina se ligando a fibronectina e laminina (importante no
estabelecimento do patégeno). 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, apés o procedimento de DM. Os residuos que estavam
em regides favoraveis representavam 96,9% antes da DM. Apos a simulacéo de
DM essa porcentagem aumentou para 98,2%, como pode-se observar nos

diagramas da Figura 5-A.

72



General case General case

» 162 CYS \) \
|- 1 1 1

180

Psi —

i

0 Phi 180

/]

-180 0 Phi 180

Figura 5-A. Ramachandran da triosefosfato isomerase. Em A, temos o diagrama antes da
DM, e em B apés a DM.

A proteina triosefosfato isomerase apresentou varios modelos estruturais
ao logo da simulacdo de DM (18 clusters), alcancando maior estabilidade
estrutural a partir de 50 ns, aproximadamente, como mostrado no grafico de
RMSD. Portanto, para as etapas seguintes foram selecionados os modelos 1 e
3, por serem o0s modelos de maior frequéncia ao longo da trajetoria,

principalmente a partir de 50 ns, como mostrado na figura 6-A.
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Figura 6-A. Graficos de RMSD e Clusters da Triosefosfato Isomerase. De acordo com o
grafico de RMSD a proteina TFI alcancou 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

7

Gamma actina € uma proteina com varias funcdes estruturais e de
motilidade, sendo expressa em todas as células eucaridticas. Esta envolvida no
processo de adesdo plaquetaria, na organizacdo dos sarcomeros que sao
unidades repetidas de miofibrilas nas células musculares, e constituicdo do
citoesqueleto (UniProtKB — ID:P63260).

A modelagem por homologia foi realizada utilizando como modelo
principal a proteina cristalizada gamma-actina de Bos taurus (PDB ID: 3U4L_A)
com 375 residuos, 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 apos a DM, respectivamente. Na figura 7-A, temos os

diagramas de ramachandran que nos mostra a qualidade do modelo gerado.

General case General case
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Figura 7-A. Diagramas de Ramachandran de Gama actina. Em A (antes DM), 96,5% dos

residuos em regibes favoraveis, e em B (apds a DM), 98,9%.

De acordo com as analises p6s DM, podemos inferir que esta proteina
apresentou apenas um conjunto de conformacdes aproximadas, para um cut-off
de 0,3 angstrom, o que coincide com a estrutura bastante estavel no grafico de

RMSD, mostrados na Figura 8-A.
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Figura 8-A. Graficos de RMSD e Cluster da Gama actina. Semelhante ao observado para a
proteina Enolase, a Gama actina apresentou apenas um cluster ao longo da DM, confirmado

pela alta estabilidade no grafico de RMSD.

1.5. Malato desidrogenase

Esta enzima com 340 residuos, esta envolvida com o ciclo do acido citrico
e do glioxalato, estando presente em algumas bactérias e eucariotos, sendo que
nestes Ultimos podem existir com varias isoformas (citoplasmaticas,
mitocondriais e peroxissomais). No ciclo do &cido citrico, esta enzima
dependente de NAD, facilita a conversdo de malato em oxaloacetato, e
reabastece o0s niveis de oxaloacetato por carboxilacdo 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 sitio de
ligacdo a NAD corresponde a uma cavidade composta pelos residuos: GLY17,
ILE18, ASP39, PRO81, VAL84 e MET233 da cadeia A da proteina malato
desidrogenase.

Molprobity score antes da DM estava em 3,12 e atingiu 1,27 apds a
simulagdo de DM. J& o clashscore melhorou de 12,21 para 0. Na Figura 9-A,
temos os mapas de Ramachandran para a os modelos antes e apos a DM, e na

Figura 10-A estdo os gréaficos 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

residuos em regides favoraveis (antes da DM) e em B, temos 95% (ap6s a DM).
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Figura 10-A. Gréaficos 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. Gliceraldeido-3-fosfato desidrogenase (EC- 1.2.1.12)

Enzima com 388 residuos de aminoacidos, da familia das oxidurredutases
com 75kDa, responsavel principalmente pela sintese piruvato a partir de D-
gliceraldeido-3-fosfato da via glicolitica, 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), € encontrada em grande quantidade
na parede celular de Paracoccidioides sp., provavelmente envolvida nos
estagios iniciais da infeccdo (ligando a laminina, fibronectina e colageno 1).
Dessa forma, acredita-se que diminui¢do ou inibicdo prejudique a infeccao e
adesao aos pneumacitos.

O molprobity score estava em 2,78 antes da DM, e apds esse score
diminuiu para 1,62. Ja o clashscore que estava em 6,44 antes da DM, atingiu o
valor de 0 apos a DM, demonstrando a melhora na qualidade geral da estrutura.
Na Figura 11-A, temos os diagramas de Ramachandran, antes e apds a
simulacdo de DM. Ja na Figura 12-A, temos as analises de DM, com os gréficos
de RMSD e clusters.
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Figura 11-A. Diagramas de Ramachandran da Gliceraldeido-3-fosfato desidrogenase. Em
A, temos 90% dos residuos em regides favoraveis (antes da DM). Em B, temos 97,3% dos
residuos em regides favoraveis (apos a DM).
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Figura 12-A. Graficos de Cluster e RMSD da Gliceraldeido-3 fosfato desidrogenase. A
estrutura tridimensional da proteina GPDH apresentou bastante instabilidade como observado
no grafico de RMSD, e os dois clusters mais representativos (1 e 3) foram selecionados para as
etapas de ancoragem.
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