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RESUMO

A busca por novos antifungicos tem direcionado esforgos para proteinas da
imunidade inata de plantas, conhecidas como proteinas relacionadas a patogénese,
particularmente da familia PR-5. Indicar novos genes que codificam proteinas
antifungicas, dentre milhares de sequéncias génicas disponiveis em bancos de
dados, € uma especialidade da bioinformatica de grande interesse na era pds-
genOmica, que requer conhecimentos sobre fungdes e estrutura de proteinas. Neste
contexto, este trabalho descreve a caracterizagéo funcional e estrutural comparativa
in silico de uma proteina PR-5 do tipo taumatina de Poncirus trifoliata, denominada
PtTLP, por uma estratégia que envolveu técnicas de modelagem e docking
molecular. A estrutura proposta para a PtTLP apresentou um modelo estavel e
representativo, dentro dos padrdes avaliados, o que pode ser considerado uma
representacdo muito proxima da estrutura real da proteina. A sua estrutura obtida
por modelagem comparativa evidenciou caracteristicas tipicas de proteinas TLPs,
incluindo a existéncia de trés dominios, oito pontes de sulfeto e uma fenda
interdominios carregada eletronegativamente, denominada sitio ativo da proteina. O
modelo construido foi depositado na base de dados PMDB, disponivel online. PtTLP
interagiu com as moléculas de 1,3-B-glucana, 1,4 -B-glucana, 1,6 -B-glucana, N-
acetilglucosamina, 1,3-B-D-glucose e 1,4-B-D-glucose, com interacdes comprovadas
por energias negativas, pela orientacdo das estruturas na regido que comporta o
sitio ativo da proteina, ao contrario da interacdo com a molécula de quitina, que
apresentou energia de ligacdo positiva e ancorou fora do sitio ativo da proteina.
Estes dados dao evidéncias para possiveis atividades de B-glucanase e de ligacéo a
mondmeros de carboidratos soluveis para PtTLP e abrem um leque de questbes a
serem investigadas acerca desta proteina. Estas atividades precisam ser
experimentalmente comprovadas, visto que esta proteina é forte candidata, como
antifungico e antioomiceto, para aplicagdes biotecnolégicas na agricultura, na

indUstria farmacéutica e alimenticia.

Palavras-chave: TLP. Proteina antifungica. Aplicacdes biotecnoldgicas.



ABSTRACT

The search for new antifungal agents has directed efforts to proteins of innate
immunity of plants, known as pathogenesis-related proteins, particularly the PR-5
family. To indicate new genes encoding antifungal proteins, among thousands of
gene sequences available in databases, is a specialty of bioinformatics of the great
interest in the post-genomic era, which requires knowledge on protein structure and
function. In this context, this paper describes the comparative functional and
structural in silico characterization of a PR-5 thaumatin-like protein of Poncirus
trifoliata, called PtTLP, by using a strategy that involved modeling techniques and
molecular docking. The proposed structure for PiTLP showed a stable and
representative model within the evaluated patterns, which can be considered a very
close representation of the actual structure of the protein. The structure obtained by
comparative modeling showed typical features of TLPs proteins, including the
existence of three areas, eight disulfide bounds and interdomain cleft
eletronegativamente charged, called active site of the protein. The constructed model
was deposited into the PMDB database, and it is online available. PtTLP interacts
with  the molecules of B-1,3-glucan, 1.4 -B-glucan, 1.6 -B-glucan, N-
acetylglucosamine, 1,3-B-D-glucose and 1,4-3- D-glucose, with interactions
evidenced by negative energies and the orientation of the structures in the region
comprising the active site of the protein, unlikely the interaction with the chitin
molecule, which showed positive binding energy and anchored off the protein active
site. These data provide evidence for possible B-glucanase activities and binding the
monomers of soluble carbohydrates to PtTLP and open up a range of issues to be
investigated on this protein. These activities need to be experimentally proven, since
this protein is a strong candidate, as antifungal and antioomycetal, for
biotechnological applications in agriculture, pharmaceutical and food industry.

Keywords: TLP. Antifungal protein. Biotechnological applications
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1 INTRODUCAO

Na era pos-gendmica existem milhares de sequéncias génicas em bancos de
dados que necessitam comprovar suas funcgdes, especialmente aquelas com
potencial para aplicacdes biotecnoldgicas, tais como antifungicos. A busca e
identificacdo de novos antifungicos € crescente, visando aplicagcdo tanto na
agricultura quanto na area farmacéutica, com o intuito de melhorar a qualidade de
vida humana no campo e fora dele. A descoberta e comprovacdo da atividade
antifangica de proteinas por métodos laboratoriais sdo demorados e caros.

Nesse sentido, as andlises computacionais contribuem e aceleram as
descobertas de proteinas preditas a partir de sequéncias génicas, pois, com base no
dogma molecular, a informacdo genética para os caracteres dos seres esta
armazenada no DNA (acido desoxirribonucleico), é transcrita para RNA (acido
ribonucleico) e depois decodificada ou traduzida para cadeias polipeptidicas ou
proteinas funcionais. Dessa forma, através de varios programas computacionais €
possivel propor modelos proteicos tridimensionais (3D), determinar os sitios ativos
das proteinas, demonstrar se estas interagem com outras proteinas, ou ligantes de
outra origem nao proteica e especular sobre 0 que esta interacdo pode causar, entre
outros. Portanto, andlises in silico apontam proteinas candidatas para uma posterior

confirmagéo em laboratério.

2 JUSTIFICATIVA

Nas duas ultimas décadas, diversos estudos tém focado em varias classes de
proteinas antimicrobianas de plantas, as proteinas relacionadas a patogénese,
conhecidas também como proteinas PR (de Pathogenesis-Related), atualmente
classificadas como PR-1 a PR-17 (VAN LOON, REP e PIETERSE, 2006). Proteinas
PR fazem parte do sistema imune inato de plantas e animais e, dentre aquelas com
atividades antifungicas, as da familia PR-5 s&o de particular interesse. Para varios
membros dessa familia, classificados como proteinas do tipo taumatinas e
osmotinas, ja foi demonstrada a participacao na resisténcia sistémica adquirida em
resposta a estresse bidtico, na resisténcia a estresses abibticos e a a¢do antifungica
de morte ou inibicdo do crescimento de hifas e redugdo na germinagcéao de esporos

de fungos, por mecanismos que envolvem a permeabilizacdo da membrana de
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fungos e oomicetos, apoptose; atividade de glucanase ou a interacdo com
receptores de patdogenos (THOMPSON et al., 2006).

Dentre os bancos de dados gendmicos brasileiros de grande importancia
agro-econOmica, o banco de dados do genoma funcional e comparativo dos citros e
de alguns de seus patégenos (CitEST), do Centro APTA de Citros Sylvio
Moreira/IAC, Cordeirépolis SP, destaca-se por disponibilizar uma ampla diversidade
de sequéncias expressas (ESTs, de Expressed Sequence Tags) em diferentes
tecidos de 11 espécies de citros, sob condi¢des contrastantes de estresses bidticos
e abidticos.

Devido a importancia da citricultura para o mundo e para o Brasil, como maior
commodity brasileira de exportacdo, bem como os problemas causados a cultura
dos citros por fatores bidticos e abidticos; analises computacionais realizadas no
banco de dados CItEST vém contribuindo para elucidar mecanismos de resposta de
plantas de citros as condi¢cdes estudadas. Neste contexto, em estudos anteriores,
nds caracterizamos genes PR-5 significativamente expressos em tecidos da planta
Poncirus trifoliata, cujas sequéncias de aminoacidos deduzidas a partir dos unigenes
compartilham alta similaridade de sequéncia (79 a 99%) com outras Thaumatin-like
protein de Citrus jambhiri, Vitis vinifera, Castanea sativa e Ricinus communis
(ARAUJO et al., 2013). Devido ao fato de P. trifoliata apresentar tolerancia a
patdgenos de citros, inclusive o oomiceto Phytophthora parasitica, o agente causal
da doenga gomose dos citros, os genes PR-5 descobertos representam candidatos
para validacao da expressao génica e para estudos estruturais e funcionais das
proteinas codificada por eles.

Portanto, a modelagem por homologia associada ao docking molecular
representa uma excelente estratégia para analise funcional de proteinas PR-5 de P.
trifoliata, deduzidas a partir da sequéncia génica. As proteinas com caracteristicas
de interesse poderao ser utilizados em aplicagdes biotecnolégicas para a cadeia
produtiva dos citros.
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral

o Realizar a caracterizagédo funcional e estrutural comparativa in silico de uma
proteina PR-5 do tipo taumatina de Poncirus trifoliata.

3.2 Objetivos especificos

e Construir um modelo tridimensional in silico por comparacao da sequencia de
aminoacidos predita a partir do gene PtTLP com outras funcionais disponiveis
em bancos de dados;

o Utilizar docking molecular para prever a afinidade de ligagéo entre a proteina
PR-5 PtTLP de Poncirus trifoliata e os ligantes estudados;

e Analisar possiveis fun¢des para a PR-5 PtTLP.
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4 REFERENCIAL TEORICO

O presente estudo busca por novas estratégias biotecnolégicas para controle
de patégenos de plantas e se justifica na importancia da citricultura. Isso porque a
cultura dos citros é atacada por diversas doencas e pragas, que reduzem a
produtividade das plantas, os danos causados por esses patdogenos provocam
muitas perdas todos os anos. A Phytophthora spp. € um dos principais patégenos
encontrados causando doengas em citros em todas as areas produtoras do mundo
(TEIXEIRA, 2005). Os danos causados por esse patdogeno afetam a producgéo
mundial, pois afeta o desenvolvimento dos citros e sua producdo, 0 que gera uma
perda mundial de milhdes de dblares. Proteinas antifungicas e antioomicetais, como
proteinas PR-5, representam candidatas muito interessantes para controle de fungos
e oomicetos. Apesar dos bancos de dados gendmicos disponibilizarem uma gama
de informacbes génicas, a funcdo de proteinas preditas ainda permanece uma
lacuna, que pode ser minimizada pela aplicacdo de programas computacionais,
capazes de indicar a funcionalidade das sequéncias de aminoacidos deduzidas com
eficiéncia e rapidez.

4.1 Importancia da citricultura

No setor da agroindustria brasileira, uma das culturas que tem um maior
destaque € a citricultura, detentora de cerca de 60% da producdo mundial de suco
de laranja, além de ser o campedo em exportacao do produto. O cultivo de laranja
no Brasil, atualmente, € de cerca de 30% da safra mundial da fruta. Para manter a
lideranca do setor, o Ministério da Agricultura investe no apoio a ado¢ao de sistemas
mais eficientes, como a producédo integrada, com medidas para reduzir os custos,
aperfeigcoar e ampliar a comercializagdo do produto. O ministério tem, ainda, agéao
efetiva na fiscalizacdo e prevengado ao aparecimento de pragas e doencas. Mais da
metade da producdo mundial e cerca de 80% da brasileira é destinada a producao
de suco industrializado. O principal comprador da bebida brasileira € a Uniao
Europeia que aumenta significativamente o percentual de importacdo anualmente.

Fonte: Ministério da Agricultura.
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Com o avanco da citricultura no pais, o Centro Avancado de Pesquisa
Tecnolégica do Agronegécio de Citros Sylvio Moreira (Centro APTA Citros Sylvio
Moreira, ou simplesmente Centro de Citricultura Sylvio Moreira), consolidou-se na
comunidade citricola como um Centro difusor de material genético e de tecnologia,
crescendo junto com a citricultura brasileira. O Centro é, atualmente, uma referéncia
nos assuntos de pesquisa e desenvolvimento, procurando interface com todos os
agentes da cadeia de producdo e do conhecimento. Fonte: Centro de Citricultura
Sylvio Moreira.

O projeto Citros EST (CitEST) com mais de 300.000 clones sequenciados é
um projeto de sequenciamento de transcriptoma, que tem como objetivo associar
conhecimentos em mapeamento genético com novos dados sobre gendmica
funcional e comparativa das espécies de citros e géneros afins (REIS et al., 2007). O
projeto centra-se na resposta das plantas sob diferentes estresses bibticos e
abiéticos. Esse projeto também incluiu a integracdo dos estudos genbémicos
funcionais de agentes patogénicos, cujos genomas de citros foram totalmente
sequenciados (virus e bactérias) no cenario de interagdes hospedeiro-agente
patogénico.

Uma das espécies de grande interesse e estudada no genoma funcional e
comparativo dos citros foi Poncirus trifoliata (L.). Também denominada trifoliata, essa
espécie é um dos porta-enxertos mais utilizados na citricultura mundial, ocupando
posicao de destaque no Japao, Austrdlia, Nova Zelandia, Uruguai e Estados Unidos
da América (PASSOS et al., 2006). Essa preferéncia da-se em funcao de certas
caracteristicas induzidas por esta espécie as combinagdes copa/porta-enxerto, tais
como porte ando, tolerancia a gomose de Phytophthora, tolerancia ao virus da
tristeza e a nematoides, e producéo de frutos de excelente qualidade, embora com
baixa média de produtividade e baixa tolerancia a seca (CASTLE et al., 1989).

4.2 Proteinas PR-5

As plantas possuem mecanismos estruturais e bioquimicos pré e/ou pos-
formados de defesa a ataque de patégenos. Os mecanismos estruturais sao
barreiras fisicas a penetracdo do patdgeno. Ja as barreiras bioquimicas englobam
substancias que vao da capacidade de inibir o crescimento do patégeno até gerar
condigbes adversas a sua sobrevivéncia no hospedeiro. O modo como esses
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mecanismos vao atuar, variam de acordo com a resposta que a planta tem com o
orgao/tecido afetado, com a nutricao e com as condicbes ambientais na qual a
planta esta submetida (STANGARLIN et al., 2011).

Como barreira bioquimica existe uma familia de proteinas relacionas a defesa
contra patdgenos, as proteinas PR, atualmente classificadas em 17 familias (PR-1 a
PR-17). Inicialmente, cinco familias de proteinas PR (PR-1 a PR-5) foram
descobertas em 1990, acumuladas intra a extracelularmente em tecidos de vegetais
intactos ou em cultura de células, apds o tratamento com elicitores ou ataque de
patégenos (BOWLES, 1990). Dentre aquelas que possuem atividade antifungica, a
familia de proteinas PR-5 merecem destaque pela sua diversidade funcional.

Em plantas, proteinas PR-5 podem apresentar isoformas &cidas, que
geralmente se encontram em meio extracelular, ou bésicas, que sdo encontradas
em meio intracelular e sdo constitutivamente expressas em altos niveis nas raizes.
Uma diferenca que também pode ser observada entre as isoformas acidas e basicas
€ que estas ultimas sdo induzidas em altos niveis nas folhas por etileno, enquanto
que as primeiras ndo o sado (NASSER; DE TAPIA; BURKARD, 1990). Essas
proteinas sdo amplamente distribuidas em diversos reinos como animal, vegetal e
sistemas fangicos, que vai de fungos verdadeiros a organismos do tipo fungo; como
os Oomicetos. A massa molecular de proteinas PR-5 varia entre 21 a 26 kDa, em
geral tém 16 residuos de cisteina conservados, que estao envolvidos na formacgéo
de oito ligacbes de pontes dissulfeto, que conferem estabilidade a proteina sob
condicOes térmicas e variadas de pH (VELAZHAHAN; DATTA; MUTHUKRISHNAN,
1999).

As osmotinas (Osmotin-like Proteins ou OLPs) sado isoformas basicas, de
aproximadamente 26 kDa, cuja denominacao foi dada devido a sua expressao ser
induzida em condicdes de baixo teor hidrico, que chega a cerca de 15 vezes mais
acumulada que em niveis hidricos normais. Essa proteina inibe o crescimento de
hifas de Bipolaris, Fusarium e Phytophthora causando a lise do esporo, além de
inibir a germinacao, reduzindo assim sua viabilidade (WEBER, 2007).

As proteinas PR-5 do tipo taumatinas (Thaumatin-LikeProteins ou TLPs) séo
isoformas basicas, que tém esse nome por sua sequéncia ter alta homologia com a
sequéncia de uma proteina de sabor adocicado, denominada taumatina, isolada
de Thaumatococcus danielli (CORNELISSEN; HOOFT VAN HUIJSDUIJNEN; BOL,
1986). Taumatina nao possui atividade antifungica, mas as TLPs tém. As TLPs sao
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proteinas com atividade antifungica in vitro descrita contra uma variedade de
organismos  patogénicos, fungos filamentosos, como  Botrytiscinerea,
Fusariumoxysporum, Mycosphaerellaarachidicola, Trichodermaviride, entre diversos
outros patdgenos (GARCIA-CASADO et al., 2000).

Essas proteinas tém capacidade de romper a membrana dos fungos pela
formagédo de esporos, além de afetar o crescimento dos fungos com atividades
inibidoras B-glucanase e xilanase (SINGH et al., 2013). Além do papel previamente
identificado de TLPs na resisténcia do patégeno, essas proteinas podem atuar com
papel de destaque na tolerancia ao frio, salinidade e resisténcia a seca, entretanto, a
resisténcia que as TLPs conferem contra o estresse abiético (LIU; STURROCK;
EKRAMODDOULLAH, 2010). As TLPs tém diversas atividades descritas na literatura
como antifungicas, anti-congelamento, que envolvidas em processos de
amadurecimento, podem atuar de diversas formas em diferentes organismos
(SINGH et al., 2013).

Algumas TLPs apresentam uma atividade endo-beta-1,3- glucanase. Estudos
mostram que essa atividade esta relacionada a uma fenda eletronegativa na
superficie dessas proteinas, mostram ainda que o posicionamento linear das (1,3) -
beta-D-glucanas na fenda das proteinas permite uma interacdo com os residuos de
acido glutamico que sao responsaveis pela clivagem hidrolitica do glucano (MENU-
BOUAOUICHE et al., 2003). Entretanto, o posicionamento dessa fenda
eletromagnética na superficie da proteina € quem ir4 determinar sua atividade
enzimatica. Através de estudos das caracteristicas quimicas, biolégicas e estruturais
podemos determinar que atividades as proteinas encontradas nessa familia podem
desenvolver.

A identificagcdo ou mutagdo de um gene conhecido ou novo, pode nos levar a
descobrir diversas coisas a respeito desse gene, como ele age, por que esta
expresso, em que situacoes estd ou ndo expresso, 0 que vai aconteceu caso deixe
de ser expresso. Sao diversas questoes a serem tratadas por meio do estudo desse
gene e de sua sequéncia e os resultados que esses estudos podem levar ao
desenvolvimento, por exemplo; de novos farmacos, uma planta transgénica
resistente a determinadas doencas ou estresse, ha diferentes aplicacbes
biotecnoldgicas.
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4.3 Modelagem molecular

Sequéncias codificantes geram estruturas tridimensionais, e com isso efeitos
bioldgicos podem ser estudados e avaliados de forma mais precisa: o estudo
estrutural de proteinas gera milhées de dados e muitas possibilidades de estudo. Os
resultados gerados atuam como base para desenvolvimento de trabalhos
experimentais. A predi¢cdo de estruturas tridimensionais de proteinas se caracteriza
por possuir aplicagdes praticas de grande impacto terapéutico e biotecnoldgico. Esta
diretamente relacionada a mdultiplas areas da bioinformatica e modelagem molecular,
tais como a interacao proteina-ligante, o desenho de novas proteinas com funcdes
especificas (nanotecnologia e engenharia de proteinas) e a propria elucidacao de
estruturas a partir de dados experimentais (CAPRILES et al., 2014).

A informagéo acerca da estrutura de uma proteina estd armazenada em sua
sequéncia codificada dos genes de um organismo, a estrutura nativa, que € uma
macromolécula estavel em condic¢des fisiologicas formadas por ligacoes peptidicas
entre aminoacidos, que apesar de ser estavel ndo € estatica; muitas vezes a fungao
dependera da flexibilidade da molécula (CAPRILES et al., 2014). As proteinas na
sua forma nativa devem apresentar caracteristicas como baixa energia livre e uma
relevancia biolégica, para que a cadeia assuma suas fungdes no meio onde se
encontra.

Atualmente, existem duas técnicas principais para determinacdo experimental
da estrutura tridimensional de uma proteina, que pode ser via técnica de
cristalografia por difragdo de raios-X e a técnica de Ressonancia Magnética Nuclear
(RMN). Entretanto, essas técnicas apresentam algumas limitagdes que variam de
acordo com cada tipo de proteina, como a demora no isolamento e purificacao,
assim como o tempo gasta para isso que pode levar anos. Além de ser um processo
muito caro, alguns desses problemas podem tornar o método experimental nao
confiavel. De acordo com esse resultado, os métodos computacionais vém se
tornando cada vez mais utilizados para predicdo de proteinas, o que trara um maior
embasamento para que a parte experimental seja realizada de forma mais
adequada, visando um resultado previamente determinado.

Para obtencdo de um modelo tridimensional existem diferentes tipos de
métodos computacionais empregados, sua utilizagdo ira variar de acordo com a

complexidade da estrutura ou poucos estudos relacionados ao organismo, ou até



22

mesmo determinada classe da proteina. Os métodos de modelagem molecular
atualmente disponiveis sdo ab initio, “threading” e modelagem por homologia ou
comparativa (DORN, 2008).

A modelagem ab initio tenta predizer a forma nativa de uma proteina, apenas
a partir da sua sequéncia de aminoacidos. Conduz uma busca conformacional sob a
orientacdo de energias, gerando multiplas conformacdes possiveis de onde os
modelos finais sdo selecionados (NICOLAU JUNIOR, 2013). Essa metodologia
requer trés elementos: uma representacdo da geometria da proteina, uma funcao
potencial e uma técnica de busca do espaco da superficie da energia livre
(OSGUTHORPE, 2000). Sao calculadas as energias envolvidas no processo de
enovelamento, baseada em hipdteses termodindmicas na qual indica a estrutura
com menor energia livre global (MURZIN et al.,, 1995). Esse método pode ser
empregado para predicdo de estruturas, nas quais nao se sabe detalhes de sua
estrutura (OSGUTHORPE, 2000).

A modelagem Threading é uma metodologia que consiste na entrada de uma
sequéncia de aminoacidos, sem estruturas caracterizadas, e a partir da mesma um
modelo é computado baseado em um banco de topologias existentes, por exemplo,
SCOP (MURZIN et al., 1995). Esta metodologia € frequentemente usada com intuito
de descobrir homologias remotas que ndao podem ser descobertas por alinhamento
de sequéncias padrao (GIBAS; JAMBECK, 2001). Esse tipo de modelagem
molecular in silico simula solugdes de problemas cientificos relacionados a estrutura
proteica, elaborando informacdes relevantes a posicionamento e relacionamento dos
aminoacidos para sua descricdo, € um problema sofisticado que resulta em um
elevado numero de variaveis fisico-quimicas a serem manipuladas, sem contar as
inUmeras variaveis conhecidas e desconhecidas envolvidas no enovelamento
(MENETTI, 2006).

A modelagem por homologia é feita através da sobreposicdo de uma proteina
com a estrutura tridimensional previamente determinada experimentalmente e
depositada no banco de dados PDB (Protein Data Bank), que tenha uma alta
similaridade, para que a modelagem in silico seja o mais préximo do real possivel.
Trata-se de uma area multidisciplinar que visa estabelecer modelos confiaveis para

estruturas biol6gicas e farmacos (MENETTI, 2006).
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A modelagem por homologia ou comparativa vem sendo mais utilizada por ser
um método eficaz, que gera bons resultados e menos demorados que os métodos
descritos acima. Além da qualidade dos modelos preditos, que possuem uma
razoavel relagcado evolucionaria, apresentarem uma acuracia maior do que aquelas
produzidas com técnicas diferentes, a confiabilidade e qualidade da estrutura predita
pode ser estimada por diversos parametros, tais como graficos de ANOLEA e
QMEAN para verificar a qualidade local do modelo, os resultados do Dfire e
QMEANG6 mostram a qualidade global do modelo e grafico de Ramachandram revela
a qualidade esterioquimica, o que torna o modelo confiavel (TRAMONTANO; LESK,
2006). Para uma melhor compreensao destas técnicas, alguns conceitos devem ser
levados em consideragao; como proteina homéloga, similaridade e identidade entre
proteinas.

A homologia refere-se a ancestralidade das proteinas, se elas apresentam
ancestral comum, derivam de uma sequencia em comum, a identidade refere-se a
presenca de um mesmo aminoacido na mesma posicdo em sequéncias diferentes,
ja a similaridade € a presenca local de andlogos em duas sequéncias (GIBAS;
JAMBERCK, 2001). A modelagem por essa técnica € realizada utilizando uma ou
mais proteinas-molde através de estruturas experimentalmente resolvidas de uma
banco de dados, como o PDB (Protein Data Bank) que tenha uma identidade acima
de 25% com a proteina a ser modelada (DORN, 2008). A escolha da proteina-molde
(template) ir4 depender da identidade, similaridade e da resolu¢cdo com o template,
ou seja se 0 mesmo e é considerado adequado para a modelagem.

A técnica consiste basicamente em selecao da estrutura molde em banco de
dados por sequéncias similares, o alinhamento das sequéncias alvo e molde, a
modelagem propriamente dita, refinamento do modelo e validacdo através da
utilizagdo de ferramentas de bioinforméatica. O modelo final deve ter parametros
fisico-quimicos, como qualidade local, global e esterioquimica do modelo aceitaveis
(NICOLAU JUNIOR, 2013). Além de uma identidade acima de 25% entre a proteina
alvo e a proteina-molde para que a modelagem possa ser considerada aceitavel e
de boa qualidade, e seja menos passivel a erros na modelagem. A probabilidade de
ocorrer erros em modelos de proteinas construidos através desse método é
inversamente proporcional ao grau de identidade entre as sequéncias da proteina

alvo e o molde utilizado. Os erros ndo ocorrem igualmente em toda a estrutura o que
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permite a criacdo de um modelo satisfatério, desde que os critérios e procedimentos
sejam realizados de forma correta (PACHECO, 2009).

A modelagem por homologia pode ser empregada, sempre que houver uma
relacdo evoluciondria entre a proteina a ser modelada e a proteina molde ou
template (BUJNICKI, 2006). A relagdo evolucionaria é uma caracteristica crucial
dessa técnica, uma proteina sé pode ser modelada a partir de templates homélogos
com estrutura tridimensional determinada experimentalmente. Essas proteinas
podem ser modeladas por essa técnica porque em proteinas homologas a estrutura
destas proteinas € similar onde os aminoacidos tem caracteristicas fisico-quimicas
idénticas ocupam posicoes equivalentes, além dos angulos de torsdao da cadeia
principal também preservam um certo padrédo em seus valores(DORN, 2008).

A Figura 1 mostra um fluxograma para a predicao de estrutura tridimensional
de uma proteina, de acordo com os trés utilizados atualmente, mostrando como
pode ser decidido que método utilizar para modelagem de cada proteina,
dependendo das informacbées das respostas de andlises da sequéncia de

aminoacido da proteina.
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Figura 1. Fluxograma para a predigdo da estrutura tridimensional de uma proteina
Fonte: (CAPRILES et al., 2014).
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4.4 Dinamica molecular

Baseada nos principios da Mecanica Classica e mostrando o comportamento
microscopico dindmico de atomos individuais que constituem um sistema, como uma
proteina. Uma simulagdo por dinamica molecular (DM) produz um conjunto de

conformacgbes da proteina em fungdo do tempo. A partir da conformacdo em
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equilibrio, o valor médio de parametros termodinamicos como pressao, temperatura,
volume, calor especifico; pode ser calculado, assim como parametros estruturais,
incluindo o raio de giro e a estrutura média da proteina (DALL’AGNO, 2012).

De acordo com Becker (2001), entre pico (os) e femtosegundos (fs) apenas
movimentos de atomos nas cadeias laterais, vibracoes de ligacoes e flexibilidade de
ligantes sdo percebidos, jA& em nano (ns) a microssegundos (us) é possivel a
visualizacdo e andlise de mudancas em conformacdes de sitios ativos, movimentos
de dobramento, rotagédo de ligacédo de peptideos, rotacdo de ligagcbes e formacao de
loopsl. Na dinamica molecular a trajetéria de um sistema molecular é causada pela
solucdo simultanea da equacao de movimento de Newton para todos os atomos do
sistema molecular. Por meio da segunda lei de Newton € possivel calcular a for¢ca de
acao de cada atomo. Cada atomo de uma proteina possui uma energia potencial e
sente consequentemente uma forca externa igual a derivacéo espacial desta energia
(DORN, 2008).

4.5 Docking molecular

Docking molecular é uma ferramenta para predicdo de possiveis interagbes
entre as moléculas. Segundo Guedes, Magalhdes e Dardenne (2014), para a
compreensao de mecanismos e processos celulares é necesséario determinar e
compreender interagées entre macromoléculas ou entre uma macromolécula e uma
pequena molécula ligante, que pode atuar como agonista/antagonista ou
substrato/inibidor em determinado processo fisiol6gico. Esse tipo de interacdo pode
ocorrer entre proteinas, carboidratos ou outras moléculas.

O processo de docking molecular simula o curso natural de interacdo um
ligante no sitio ativo de um receptor (macromolécula) por via de menor energia por
meio da complementariedade quimica entre as estruturas. Através dessa interacéao e
por ferramentas de bioinformatica, € possivel estimar a energia média da interacao
receptor-ligante (SOUSA, 2011) (Figura 2). As informacbes obtidas a partir do
docking molecular, como quais as interagdes potenciais que ocorrem no sitio ativo,
como interagdes hidrofébicas, eletrostaticas, ligacdes de hidrogénio no complexo
enzima-inibidor e como a interagdo ocorreu (ERICKSON et al., 2004). Esse método
procura a conformacdo geométrica do complexo que necessite de uma menor

energia para que ocorra a ligagéo, para que isso ocorra, o processo realizado gera
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varios complexos possiveis, entretanto, s6 se pode especular a melhor solugdo com
base nas informagdes geradas a partir do docking e das informacdes a cerca das
estruturas utilizadas (SOUSA, 2011).

Figura 2. O docking molecular permite avaliar a energia de ligagdo AG entre duas
moléculas (receptor e ligante). Fonte: http://dlab.cl/wp-
content/uploads/2010/07/Docking-DeltaG.jpa?0cf197.

Segundo Rognan (2011), o método de docking € realizado em duas etapas:
um algoritmo de busca conformacional que envolva todos os graus de liberdade do
ligante e uma funcdo de pontuacdo que ranqueie as provaveis posicoes espaciais
para um composto. Atualmente, € a técnica dominante para identificagdo de novos
compostos, candidatos a farmacos como a prospeccdo de bibliotecas de
substancias contra algum tipo de alvo biolégico (NICOLAU JUNIOR, 2013). Diversos
estudos acerca de substancias depositadas em bibliotecas sao feitos relacionando a
melhor interacdo, para testes experimentais para possiveis potenciais farmacos ou
desenvolvimento de organismos geneticamente modificados. Abordagens in silico
que possam reduzir os custos e acelerar o processo de descoberta e planejamento
de novos produtos para o mercado farmacéutico, alimenticio e cosmético sdo
extremamente bem vindas e necessarias.


http://dlab.cl/wp-content/uploads/2010/07/Docking-DeltaG.jpg?0cf197
http://dlab.cl/wp-content/uploads/2010/07/Docking-DeltaG.jpg?0cf197
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5 METODOLOGIA

O gene PITLP foi encontrado significativamente expresso em Poncirus
trifoliata, durante interacdo com o oomiceto Phytophthora parasitica e caracterizado
por Araujo et al. (2013), usando a informagbes do banco de dados do genoma
funcional e comparativo dos citros (CitEST), gerado pelo Centro APTA dos Citros
Sylvio Moreira do Instituto Agronémico de Campinas, Cordeirépolis SP, gentiimente
cedido a Profa. Magndlia de Araujo Campos (CES/UFCG) pelo Dr. Marcos Antonio
Machado, dentro da colaboracdo no Projeto Instituto Nacional de Ciéncia e
Tecnologia de genémica e melhoramento dos citros (INCT Citros).

5.1 Modelagem da PtTLP de Poncirus trifoliata

Para construgdo do modelo tridimensional da PR-5 PtTLP foi adotada a
técnica da modelagem por homologia, que baseia-se na similaridade sequencial e
estrutural entre proteinas homdlogas e com isto utiliza uma ou mais estruturas de
proteinas ja elucidadas como referéncia para determinar a estrutura 3-D de uma
determinada sequencia-alvo priméria (GIBAS; JAMBERCK, 2001).

A sequéncia primaria da PR-5 foi submetida a um alinhamento BLASTp
(ALTSCHUL et al., 1990) contra a base de dados do PDB- Protein Data Bank na
busca de uma estrutura de referéncia (template) para o alinhamento estrutural. Apds
a analise do output foi escolhido como template uma taumatina de macga (Malus
domestica; PDB ID 3ZS3) por apresentar os maiores valores de identidade
(41,82%), similaridade (54%) dentre as proteinas do set e uma étima resolucéo (1.8
A).

O modelo foi construido com auxilio do servidor automatico Swiis-model

(http://swissmodel.expasy.org/interactive) (ARNOLD et al., 2006) utilizando a

ferramenta Automatedmode. A visualizacdo do modelo foi realizada através do
VMD-Visual Molecular Dynamics (HUMPHREY, DALKE, SCHULTEN, 1996).


http://swissmodel.expasy.org/interactive
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5.1.1 Refinamento do modelo

Para otimizacdo da geometria e das condicdes termodinamicas locais e global
do modelo obtido, a estrutura foi submetida a uma minimizagdo de energia. A
minimizacdo de energia € uma técnica na qual por meio de algoritmos e métodos
computacionais busca-se a conformacdo com menor perturbacédo entrépica dentre
as possiveis variacoes conformacionais da estrutura inicialmente submetida a
minimizagdo. Para a minimizacdo de energia do modelo proposto foi utilizado o
servidor CHIRON (http://troll.med.unc.edu/chiron/login.php) (GAIA et al., 2011). O

modelo final foi entdo validado com a utilizacao de ferramentas de avaliacdo da

qualidade estrutural.

5.1.2 Validacao do modelo

A estrutura tridimensional refinada teve a qualidade local dos aminoacidos
analisada pelos campos de forca ANOLEA (MELO; FEYTMANS, 1998) e QMEAN
(BENKERT; BIASINI; SCHWEDE, 2011). A qualidade global da proteina foi
determinada pelo Dfire (ZHOU; ZHOU, 2002) e QMEANG6 (BENKERT et al., 2008). A
qualidade estereoquimica foi acessada pelo diagrama de Ramachandran, o qual foi
obtido através do PROCHECK (LASKOWSKI et al., 1993). Apéds verificada a
qualidade do modelo, sua estrutura foi depositada no PMDB-ProteinModel Data

Bank e encontra-se disponivel ao publico sob o codigo de acesso PM0079881.

5.2 Docking molecular

5.2.1 Preparacao do receptor

O receptor (macromolécula) utilizado para as simulagdes de docking foi o
modelo tridimensional da PR-5 proposto no presente trabalho. O arquivo .pdb foi
inicialmente convertido para .pdbqt e parametros de carga Kollman (WEINER et al.,

1984) foram assinalados, assim como hidrogénios foram adicionados a estrutura.


http://troll.med.unc.edu/chiron/login.php
http://www.scielo.br/scielo.php?pid=S1516-89132014000500689&script=sci_arttext#B24
http://www.scielo.br/scielo.php?pid=S1516-89132014000500689&script=sci_arttext#B24

5.2.2 Mineracao e preparacao dos ligantes

Para o experimento de docking foram selecionados moléculas de
polissacarideos como a quitina e as glucanas e monossacarideos como glucoses e
N-acetil-glucosamina (Tabela 1). As coordenadas atébmicas dos ligantes foram
obtidas através de arquivos .pdb ou .mol2 disponiveis nas respectivas bases de
dados. Os ligantes foram assinalados com paréametros de carga Gasteiger

(GASTEIGER; MARSILI, 1980) e seus arquivos convertidos para .pdbqt.

Tabela 1. Compostos obtidos para simulagdo de docking molecular com a PR-5 de

Poncirustrifoliata. Fonte: Dados dessa pesquisa.

Nome Estrutura Formula Acesso Base de dados
1,6 Beta D- Ci15H3:016 5409 http://molecules.gnu-
Glucana darwin.org/

1,3 Beta D- CigH3:016 3775 http://molecules.gnu-
Glucana darwin.org/

1,4 Beta D- C1gH3201s HMDB06944 http://www.hmdb.ca/
Glucana N PN

Quitina Co4Hz9015N; | 49538622 http://zinc.docking.org/
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5.2.3 Simulacoes de docking

Os experimentos de docking foram feitos no programa Autodocki1.5.6, com
uma grade cubica de energia de volume 126 x 126 x 126 A, centrada no receptor.
Foi escolhido o algoritmo genético Lamarckiano (LGA) e os parametros de



http://www.scielo.br/scielo.php?pid=S1516-89132014000500689&script=sci_arttext#B10
http://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/search/#collection=compounds&query_type=mf&query=C18H32O16
http://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/search/#collection=compounds&query_type=mf&query=C18H32O16
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simulacédo foram de 10.000 réplicas, com analises de energia a cada 1.500.000 e
27000 geracgdes. O tamanho populacional foi mantido em 150 e as taxas de mutacao
e de crossing-over foram de 0.02 e 0.8 respectivamente. Foram geradas 10
conformagbes ranqueadas por energias. As conformagdes obtidas foram
organizadas, coletadas e analisadas através da opgado Autodock tools. A
conformacdo de menor energia de cada complexo foi escolhida para andlise no
VMD.
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6 RESULTADOS E DISCUSSAO

A caracterizagdo funcional e estrutural comparativa in silico de uma proteina
PR-5 do tipo taumatina de Poncirus trifoliata, denominada PtTLP, foi obtida a partir
da sua sequencia génica, o gene PtTLP, encontrado no Banco de Dados no genoma
funcional e comparativo dos Citros - CiEST
(http://www.centrodecitricultura.br/index.php). O gene foi expresso envolvido na

interacao P. trifoliata- Phytophthoraparasitica.

6.1 Construcao e validacao do modelo 3D da PtTLP:

O modelo utilizado foi construido a partir do servidor Swissmodel. A estrutura
3D proposta da PtTLP evidenciou que esta proteina é constituida por trés dominios
(I, 11 e Ill), caracteristica identificada entre suas proteinas homologas taumatinas
(KOIWA et al., 1999). O dominio | é do tipo B-sanduiche, formado por duas folhas
betas uma com quatro fitas beta e outra com cinco fitas beta, apresentando ainda
quatro pontes dissulfeto e uma quinta ponte compartilhada como dominio Il. O
dominio Il constitui-se por trés alfa-hélices pequenas e algumas regides de alca
contendo ainda duas pontes dissulfeto. O dominio Il apresenta duas fitas beta
pequenas e duas alfa-hélices pequenas além de uma ponte dissulfeto (Figura 3B). O
modelo proposto da PiTLP teve uma energia DFire de -295,15 (ZHOU; ZHOU, 2002)
que, de acordo com Murzin et al, (1995), é considerado 6timo, pois tem uma energia
total negativa. Este € um indicativo de que esta proteina necessita de pouca energia

para se manter na forma ativa (Figura 3A).


http://www.centrodecitricultura.br/index.php
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Figura 3 A- Sobreposicao estrutural do modelo da PR-5 de Poncirus trifoliata obtido
através da técnica de modelagem comparativa (azul) e seu respectivo template
(vermelho, PDB ID: 3ZS3). B- Representacdo em faixas (Ribbon) obtida com o
programa VMD mostrando os trés dominios: azul (1), vermelho (ll) e verde (lll), em
laranja estao destacadas as oito pontes dissulfeto. Fonte: Dados dessa pesquisa.

A partir dos dados obtidos do grafico de ANOLEA (Figura 4) proveniente do
modelo 3D dessa proteina revelou que as regides onde apresentam energias
positivas (desfavoraveis) sdo consideradas aceitaveis, por se encontrar em regides
de alga, que muitas vezes nao estao diretamente relacionadas a fung¢ao da proteina.
O grafico de ANOLEA mostra a qualidade do modelo de acordo com a energia
gerada por cada aminodacido na proteina, energias positivas demostram aminoacidos
que estdo em condigbes desfavoraveis de energia no sistema, que pode ser
atribuido a erro ou regides especificas de cada familia de proteina (MELO;
FEYTMANS, 1998).
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Figura 4. Gréaficos de energia local ANOLEA e QMEAN em funcdo do teor da
estrutura secundaria (DSSP). Fonte: Dados dessa pesquisa
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A partir dos dados do grafico de QMEAN, obtido através das analises do
modelo proposto (Figura 5) revelou que a qualidade do modelo é satisfatéria, por
apresentar resultados de QMEAN score de 0,75 e um Z-score -0,26, que sao
considerados 6timos do ponto de vista termodindmico e de qualidade estrutural,
além de apresentar valores muito proximos ou até maiores a proteinas elucidadas
experimentalmente, mostrando que é um modelo confiavel. Para Benkert, Schwede
e Tosatto (2009), a demonstracado dos dados do grafico de QMEAN é considerado
um critério importante que mostra um tipo de pontuacdo local para a estrutura
modelada, em um score de 0 a 1, o modelo que obtiver QMIEAN mais proximo de 1
sera mais confiavel, onde a estrutura tera um Z-score que compara as estruturas

depositadas de mesmo tamanho no PDB.
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Figura 5. Comparagcdo do Qmean6 escore obtido no modelo com o escore de

estruturas do PDB. Fonte: Dados dessa pesquisa.
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A Tabela 2 mostra os resultados do Qmean6 contendo os valores de energia
para cada um dos seis parametros estruturais analisados, apresentando ainda um
score médio. O Raw score corresponde ao score bruto calculado e oZ-score € a

comparagao com uma populagido amostral.

Tabela 2. Resultado Qmean para o modelo te6rico. Fonte: Dados dessa pesquisa.

Score Raw score Z-score
Energia de interacdo C_beta -91.0 -0.61
Energia de todos os pares de atomos -4467.97 -1.31
Energia de solvatagéao -5.60 -2.31
Energia das torsdes angulares -66.20 -0.19
Conformacgéo de Estrutura secundaria 79.5% 0.53
Acessibilidade ao solvente 78.1% 0.31
QMEANS score 0.747 0.26
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Os dados gerados a partir do modelo revelaram através do grafico de
Ramachandran, que 82% dos residuos ndao apresentaram impedimento na sua

conformacao estereoquimica (Figura 6).

Figura 6. Grafico de Ramachandran com 82% dos residuos em regides de
conformacdo mais favoravel (vermelho), 15,3 % em regides permitidas, 2,2% em
regides desfavoraveis (bege) e 0,5% em regides proibidas (branco). Fonte: Dados

dessa pesquisa.
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Os aminoacidos que correspondem a folhas betas e alfa-hélices estédo
localizados em regides favoraveis, enquanto que alguns aminodacidos que fazem
parte de alcas ou loops estédo situados em regides menos favoraveis e permitidas,
com excecao de um residuo da histidina (His-175) que se encontra em uma regiao
proibida. Com base nos critérios de Laskowski et al. (1993), uma pequena
porcentagem de residuos fora é considerado aceitavel. Alguns residuos de glicina
também se encontram em regides nao permitidas, entretanto por ser um aminoacido
de cadeia lateral simples ndo provoca impedimento estereoquimico que possa
atrapalhar a conformacdo da proteina. O grafico de Ramachandran representa a
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conformacéo do esqueleto da cadeia polipeptidica e é descrito pela enumeracao dos
pares de valores @ e W para cada residuo (LASKOWSKI et al., 1993).

A partir do grafico com o resultado desse servidor ProSA, foi possivel
demonstrar que essa TLP tem padrées 6timos de aceitagdo comparada a modelos
experimentais (Figura 7). O servidor ProSA
(https://prosa.services.came.sbg.ac.at/prosa.php) (WIEDERSTEIN; SIPPL, 2007)

calcula escores de qualidade locais (para cada aminoacido) e geral (da proteina

inteira), os quais sao plotados em graficos: os valores locais fazem o gréafico de
padroées de energia, € o de valor geral € mostrado comparando com outras
estruturas depositadas no PDB (Z-score). Essa comparacao € feita com proteinas
cujas estruturas foram experimentalmente elucidadas por cristalografia de raio x e

ressonancia magnética.

Figura 7 Grafico do resultado do servido ProSA para validacao e confiabilidade do

modelo. Fonte: Dados dessa pesquisa.
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De acordo com os resultados obtidos, conclui-se que o modelo é valido e
confiavel, mostrando que esta dentro dos padrbes e pode ser considerado um
modelo que tem uma representacao muito préxima da estrutura real da proteina.


https://prosa.services.came.sbg.ac.at/prosa.php
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6.2 Predicao do sitio ativo da PtTLP

Na Figura 8A observa-se a cavidade (possivel sitio de ligacdo) obtida pelo
melhor cluster do ranking. Uma fenda interdominio, provavel candidata para ligagao
com glucanas proposta por Nair et al. (2010), também foi encontrada na proteina
PtTLP. Esta fenda € uma das principais caracteristicas da maioria das proteinas PR-
5 (NAIR et al., 2010). A figura 8-B representa o mapa de superficie do potencial
eletrostatico da PiTLP, destaca que a proeminente fenda interdominio possui um
carater predominantemente eletronegativo, fato esse observado em outros estudos
envolvendo estruturas tridimensionais de proteinas TLPs com potencial antifiungico
(KOIWA et al., 1999; GHOSH; CHAKARABARTI, 2008; THOMPSON et al., 2006).
Tem sido proposto que essa fenda exerce uma importante contribuicado no potencial
antifingico e na atividade de beta-glucanase para proteinas da familia das TLPs
(RECEVEUR-BERE’CHOT, 2006).
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Figura 8. A- Cavidade do cluster 1 do Ghecom, um potencial sitio de ligacao. B-
Representacdo do mapa de superficie do potencial eletrostatico da PtTLP. Em Azul,
as regibes eletropositivas, e em vermelho as regides eletronegativas. Observa-se
um cleft eletronegativo das TLPs, caracteristica supostamente associada a atividade

antifungica desta familia proteica. Fonte: Dados dessa pesquisa.

Fenda
eletronegativa

Na Figura 9, observa-se a relacao de cada cluster com os aminoacidos da
proteina. A predicdo do sitio ativo do modelo da PiTLP foi feita através do servidor
Ghecom (http://strcomp.protein.osaka-u.ac.jp/ghecom/) (KAWABATA, 2010), que
procura regides na proteina com potencial para receber um ligante, analisando sua

morfologia e composigao.
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Figura 9. Gréafico mostrando as regides da proteina que participam de cada cluster.
Em vermelho, os residuos que participam do melhor cluster do ranking. Fonte:

Dados dessa pesquisa.
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6.3 Caracterizacao in silico da atividade antifungica por ligacao a glucanas

Evidéncia in silico de atividade de Beta-glucanase para a PitTLP foi
demonstrada por docking molecular para 3 glucanas: 1,3 beta D-glucana
(C1gH32016), 1,4 beta D-glucana (CigH32016) €1,6 beta D-glucana (CigH3201s),
confirmada pelas energias livres de ligagdo -10.91, -6.28 e -11.81(Kcal/mol),
respectivamente entre os compostos e a PtTLP, obtidas nos melhores complexos
(Figuras 10, 11 e 12). O modelo de docking molecular produzido pelo programa
Autodock entre a proteina PtTLP e a molécula 1,3-B-glucana apresentou uma forte
interacdo entre as moleculas. Dez aminoacidos (Ala202, Cys171, Lys172, Leu170,
Lys162, Gly161, Ser160, Val109, Ser188, Tyr201) estdo envolvidos na ligacdo com a
molécula ancorada, dentro de um raio de 4 A de distancia (Figura 10).

A interagcdo identificada no modelo entre a 1,3 beta glucana e a fenda
interdominio da proteina é uma das principais caracteristicas encontradas em
proteinas com atividade antifingica e beta-glucanase (NAIR et al., 2010), o que
pode sugerir que a proteina do presente estudo desempenha as referidas fungdes
bioldgicas. A energia necessaria para que a ligacdo ocorra € baixa, o que pode
evidenciar que essa interacao é favoravel (SOUSA, 2011). Como a 1,3 beta glucana


http://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/search/#collection=compounds&query_type=mf&query=C18H32O16
http://pubchem.ncbi.nlm.nih.gov/search/#collection=compounds&query_type=mf&query=C18H32O16
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€ um dos principais contituintes da parede celular dos oomicetos (SILVA et al.,
2006), com essa interacao obtida, pode-se especular o possivel envolvimento dessa

proteina na atividade antioomicetos.

Figura 10. Melhor complexo TLP-1,3-B-D-Glucana do ranking baseado em energia
de ligacdo. Em azul a 1,3-B-D-Glucana, em vermelho residuos que compdem o
pocket do sitio catalitico de acordo com Ghecom. Em amarelo, esta destacado o
acido glutdmico, que apresenta um papel relevante na acao beta-glucanase das

TLPs. Fonte: Dados dessa pesquisa.

LYS162

GLY161

SER160

A Figura 11 representa o modelo de docking molecular entre a proteina PtTLP
e a 1,4-B-glucana . Em contraste com a ligacdo com a anterior, nesta, nove
aminodcidos (Cys162, Cys171, Arg173, Asn174, Arg173, Asn177, Cys172, His203,
Ala202) estao envolvidos na ligagdo com a molécula ancorada com uma distancia de
4A. Como a interagdo do docking anterior, a 1,4-B-glucana interage com a fenda
eletrostatica da proteina, entretanto essa interacao ocorre em uma regiao diferente
da anterior como pode ser observado nos aminoacidos descritos acima. A energia
necessaria de ligacdo para esse ancoramento foi considera baixa entretanto maior
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quando comparada com o complexo formado pela PtTLP e a 1,3-B-glucana , o que
pode evidenciar que essa interagcdao é favoravel (SOUSA, 2011), mas nao tanto
quanto o complexo anterior. Essa molécula de 1,4-B-glucana esta presente em
poucos fungos (SILVA et al., 2006) sendo, por essa razdo, pouco estudada. O
motivo dessa interagdo nao esta claro ainda na literatura, necessitando, portanto, de
mais estudos a cerca dessa interacao, pois o0 resultado obtido nesse trabalho
evidencia uma possivel atividade antifungica dessa proteina para fungos e/ou
microrganismos mais especificos e com parede celular composta por 1,4-B-glucana .

Figura 11. Melhor complexo TLP-1,4-B-D-Glucana do ranking baseado em energia
de ligacdo. Em azul a 1,4-B-D-Glucana, em vermelho residuos que compdem o
pocket do sitio catalitico de acordo com Ghecom. Em amarelo, esta destacado o
acido glutamico, que apresenta um papel relevante na acao beta-glucanase das
TLPs. Fonte: Dados dessa pesquisa.
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A representagdo do docking molecular entre a proteina P{TLP e a 1,6-B-
glucana demonstrou que treze aminoacidos (Leu208, Ser207, His210, Tyr104,
Ser103, Pro206, Val130, Gly105, Val106, Met199, Thr198, Ala197, Asp204) estédo
envolvidos nessa ligacdo a um raio de distancia de 4A (Figura 12). A energia de
ligacdo mensurada para essa interacao foi a mais negativa das trés. Demonstrando
assim, que existe uma maior interacdao entre a PtTLP e a 1,6-B-glucana que os
demais monémeros de glucana descritos acima, pode-se observar também que as
trés moleculas ligadas a PitTLP interagem em locais diferentes da fenda
interdominio. A atividade glucanase é definida na literatura como requerendo uma
distancia de até 5A entre os chamados dois aminoacidos cataliticos, Glu-Asp
(ZECHEL; WITHERS, 2001). Como na interacao acima descrita a distancia entre o
par catalitico foi de menos de 3 angstrons pode-se especular que a proteina PtTLP
possivelmente possui atividade de 1,6-B-glucana se.



44

Figura 12. Melhor complexo TLP-1,6-B-D-Glucana do ranking baseado em energia
de ligacdo. Em azul a 1,6-B-D-Glucana, em vermelho residuos que compdem o
pocket do sitio catalitico de acordo com Ghecom. Em amarelo, esta destacado o
acido glutdmico, que apresenta um papel relevante na acao beta-glucanase das
TLPs. Fonte: Dados dessa pesquisa.

GLY105
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Uma vez que, tanto a localizagdo quanto os aminoacidos envolvidos nas
ligacdes de 1,3-B-glucana e 1,6-p-glucana sao diferentes, é possivel que, devido a
proximidade entre eles, a PtTLP possa também clivar 1-3; 1,6-B-glucana ramificada,
a qual é encontrada em cross link observado em parede celular de oomicetos
(CLAVAUD, AIMANIANDA, LATGE, 2009) demonstrando assim sua potencial
atividade antifungica e antioomiceto. O oomiceto fitopatogénico Phytophthora
parasitica, por exemplo, apresenta quantidades consideraveis de 1-3; 1,6-B-glucana
ramificada (BLASCHEK et al., 1987), o que leva a especulacdes a cerca da possivel
atividade antioomiceto da PtTLP, atuando na interacdo com esta molécula especifica
encontrada na parede celular dessa espécie.
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6.4 Atividade de ligacao a carboidratos soluveis

Evidéncia in silico da atividade de quitinase nédo foi encontrada por meio da
interacdo molecular da PtTLP e quitina (C24H390O15N3) (Figura 13). A analise da
interacao revelou que a ligacdo a quitina é fraca, por meio de uma energia de
ligacao positiva, fora do sitio ativo da proteina.

Figura 13. Melhor complexo TLP-quitina do ranking baseado em energia de ligagao.
Em azul a quitina, em vermelho residuos que compdem o pocket do sitio catalitico
de acordo com Ghecom. Na figura, observa-se que a quitina ndo interage com o sitio
ativo da proteina. Fonte: Dados dessa pesquisa.




46

Entretanto, curiosamente, a ligacdo de PtTLP com um mondmero de quitina, a
N-Acetil-glucosamina — NAG (CgH1sNOg), um monossacarideo derivado da glicose
foi estavel ( Figura 14) que obteve uma energia de ligacao de -5,32 (Kcal/mol), este

complexo demonstrou a interacdo com 16 amino&cidos do sitio ativo da proteina.

Figura 14 A- Complexo PtTLP-N-acetil-glucosamina. Em vermelho os residuos que
fazem parte do sitio ativo apontado no cluster 1 pelo Ghecom. Em azul, o N-acetil-
glucosamina. Em amarelo, o GLU163. B- Aminoacidos presentes na interagdo a

uma distancia de 4A. Fonte: Dados dessa pesquisa.

Evidéncia in silico de atividade de ligacdo entre monossacarideos e a PtTLP
foi demonstrada por Docking Molecular para 2 monossacarideos: 1,3-B-D-Glucose
(CeH1206) e1,4-B-D-Glucose (CsH1206), confirmada pelas energias livres de ligagao -
5,17 e -5,27 (Kcal/mol), respectivamente entre os compostos e a PtTLP, obtidas nos
melhores complexos (Figuras 15 e 16). O modelo de docking molecular entre a
proteina PtTLP e a molécula de 1,3-B-D-Glucose apresentou ligacdo estavel, com
onze aminoacidos (Arg183, Ser185, Leul170, Glu169, Lys162, Val109, Ser160,
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Ala202, Ser188, Phe187, Gly161) envolvidos na ligacdo da molécula ancorada com
uma distancia de 4A (Figura 15).

Figura 15 A- Complexo TLP-1,3-B-D-Glucose. Em vermelho os residuos que fazem
parte do sitio ativo apontado no cluster 1 pelo Ghecom. Em azul, a 1,3-B-D-Glucose.
Em amarelo, o GLU163. B- Aminoacidos presentes na interagao a uma distancia de

4A. Fonte: Dados dessa pesquisa.

O modelo de docking molecular entre a proteina PtTLP e a molécula de 1,4-(3-
D-Glucose apresentou ligacdo estavel, com 10 amino&cidos (Ser188, Ala109,
Leu170, Cys162, Ser185, Cys172, Thr200, GIn169, Arg183, Ala202) envolvidos na
ligacdo da molécula ancorada com uma distancia de 4A (Figura 16).
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Figura 16. A- Complexo TLP-1,4-3-D-Glucose. Em vermelho os residuos que fazem
parte do sitio ativo apontado no cluster 1 pelo Ghecom. Em azul, a 1,4-B-D-Glucose.
Em amarelo, o GLU163. B- Aminoacidos presentes na interagdo a uma distancia de

4A. Fonte: Dados dessa pesquisa.
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7 CONCLUSOES

A estrutura proposta para a PiTLP apresenta um modelo estavel e
representativo, dentro dos padrdes avaliados, o que pode ser considerado uma
representagdo muito proxima da estrutura real da proteina. A sua estrutura obtida
por modelagem comparativa evidencia caracteristicas tipicamente relatadas na
literatura a proteinas TLPs, tais como a existéncia de trés dominios, oito pontes de
sulfeto e ainda a presenca de uma fenda interdominios carregada
eletronegativamente, denominada sitio ativo da proteina. O modelo construido
encontra-se disponivel para acesso na base de dados PMDB — Protein Model Data
Bank (https:/bioinformatics.cineca.it/PMDB/main.php), sob o cdédigo de acesso
PMO0079881.

PtTLP interage com as moléculas de 1,3-B-glucana , 1,4-B-glucana e 1,6-B-

glucana , N-acetil-glucosamina, 1,3-B-D-glucose e 1,4-B-D-glucose, com interacdes
comprovadas por energias negativas, pela orientacdo das estruturas na regido que
comporta o sitio ativo da proteina, ao contrario da interagdo com a molécula de
quitina, que apresenta energia de ligacdo positiva e ancora fora do sitio ativo da
proteina.

Portanto, estes dados dao evidéncias para possiveis atividades de B-
glucanase e de ligacdo a mondémeros de carboidratos soluveis para a PiTLP, as
quais precisam ser experimentalmente comprovadas, visto que, esta proteina é forte
candidata como antifUngico e antioomiceto, para aplicacdes biotecnolégicas na
agricultura, potencialmente na citricultura, na industria farmacéutica e alimenticia.
Deste modo, os resultados aqui obtidos abrem um leque de questdes a serem
investigadas acerca desta proteina e suas aplicagdes.


https://bioinformatics.cineca.it/PMDB/main.php
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