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Resumo

Um dos alvos a ser estudado e esclarecido € o mecanismo da vacina de
DNAhsp65 de Mycobacterium leprae (hsp65), que esta sendo desenvolvido pelo
Centro de Pesquisa em Tuberculose da Faculdade de Medicina de Ribeirdo Preto
— USP (CPT-FMRP) e o Nucleo de Pesquisa em Tuberculose. O Interesse nesse
estudo decorre de publicacées anteriores onde foi mostrado que essa vacina é
capaz de gerar uma atividade profildtica e terapéutica contra a infeccao por M.
tuberculosis, (LOWRIE, 1999). Além disso, essa vacina foi a primeira a ser usada
em estudo clinico, podendo ser considerado um avang¢o pioneiro em terapia
génica em nosso Pais. Uma das caracteristicas importantes do antigeno hsp65 é
ser uma chaperona, o que pode implicar seu papel em mecanismos celulares,
contribuindo, assim, para a eficacia da vacina. Analises in silico demonstram que a
hsp65 apresenta quatro sitios possiveis de fosforilacdo o que pode gerar
peptideos contendo esses residuos in vivo. Embora a importancia de se obter um
cristal da molécula seja imprescindivel, a bioinformatica dispbe de varias
ferramentas que facilitam o designer de moléculas in silico, a partir de seqiéncias
de aminoacidos. Assim, o objetivo desse projeto é determinar, através de
programas apropriados, a estrutura tridimensional da hsp65 de M. leprae baseada
na seqiéncia de aminoacidos da mesma. Outro objetivo foi a determinagdo da
estrutura secundaria do RNAm, importante para o avangco em terapia génica
usando moléculas de RNA. Tais dados sdo de extrema utilidade na determinacao
das sequUéncias mais imunogénicas tanto da proteina como do RNA. Os
resultados obtidos favorecem o desenvolvimento de novas formas vacinais e, até
mesmo, 0 uso de peptideos ou RNA para o controle da resposta imune. Somado a
isso, esse estudo dara uma visao global das moléculas em questéao, facilitando o
entendimento de suas funcoes bioldgicas.
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Capitulo 1: Introducéo

1.1. Tuberculose

A tuberculose é uma patologia que acompanha o homem desde a milhares
de anos, existindo relatos da doenca na Grécia e Roma antigas. No entanto, foi
somente na segunda metade do século XIX que se atribuiu a bactéria
Mpycobacterium tuberculosis a causa da infeccdo. A tuberculose afeta
principalmente os pulmdes, sendo transmitida pelo ar através da tosse de pessoas
infectadas pela bactéria. Apesar de acompanhar a humanidade ha muito tempo, a
tuberculose ainda é motivo de grande preocupacéao, pois, segundo a Organizagao
Mundial de Saude (OMC),1,5 milhées de pessoas morreram vitimas dessa doenca
em 2006. Soma-se também o fato que outras 200 mil morreram pela associacao
da tuberculose com a AIDS (Sindrome da Imunodeficiéncia Adquirida). Assim, o
subdesenvolvimento em muitos paises aliados a emergéncia do HIV, fazem da
tuberculose um dos principais problemas de saude publica.

Uma alternativa para o controle da doenca surgiu por volta de 1921, pelo
desenvolvimento de uma vacina atenuada. Essa vacina, utilizada até hoje, na
maioria dos paises €& conhecida como BCG (Bacille Calmette-Guérin), e,
considerada a primeira vacina do século XX. Ela foi obtida através da atenuacao
do Mycobacterium bovis, sendo aplicada em criangas com menos de cinco anos
de idade. Um dos principais problemas com a vacina BCG é a nao protecéao de
adultos (LUGOSI, 1992). Isso € um dos principais fatores que levam a busca de
novas estratégias vacinais, incluindo as vacinas de DNA.



1.2. Principios Basicos de Biologia Celular

A informagao genética direciona de algum modo a sintese proteinas. As
proteinas sao os principais constituintes das células e determinam ndo somente a
estrutura da célula, mas também suas fungdes. Portanto, as informacdes
genéticas presentes no Acido Desoxirribonucléico (DNA) determinam as
seqUéncias de aminoacidos das proteinas. Os processos responsaveis pela
concretizagcdo desse fluxo de informagdes sdo a transcricdo (mecanismo para a
cépia de DNA para RNA) e traducao (processo de producdo da proteina através
do RNA).

Tanto o DNA como o Acido Ribonucléico (RNA), sdo polimeros lineares
compostos de quatro tipos distintos de nucleotideos unidos por ligacoes
fosfofosiéster. Nucleotideos sdo formados por um grupo fosfato, uma pentose
(molécula de agucar com cinco carbonos) e uma base nitrogenada, podendo ser
Adenina (A), Citosina (C), Guanina (G), Timina (T) ou Uracila (U).

As diferengcas fundamentais entre eles sdo: o agucar do DNA ¢é a
desoxirribose, enquanto o do RNA é a ribose; o DNA tem como bases
nitrogenadas A, G, C e T, enquanto o RNA tem a U no lugar da T; e
estruturalmente, o DNA ocorre nas células como uma hélice de fita dupla,
enquanto o RNA é fita simples. E devido a fita simples do RNA que ele pode se
dobrar em diversas formas, assim como uma cadeia de polipeptidicos pode
dobrar-se para produzir a conformacao final da proteina.

O RNA mensageiro (RNAm) é obtido através de um processo conhecido
como transcricdo. Neste processo, a informagdo contida no Acido
Desoxirribonucléico (DNA), sera transmitida para o RNAm, responsavel por levar a
informagdo genética contida no ndcleo da célula (onde o DNA reside) para o
citosol.

A transcricao é realizada apenas em um dos filamentos do DNA, sempre no
sentido 5 para o 3. A RNA polimerase é a enzima responsavel pela transcrigéo.
Ela se liga a sequiéncias especificas de DNA chamadas de promotores para iniciar
a sintese de RNA. Estas seqUéncias antecedem a regido que codifica as

proteinas, e contém sequiéncias de DNA curtas e conservadas. A RNA polimerase



move-se ao longo do DNA e sintetiza seqliencialmente a cadeia de RNA. O DNA é
desenrolado adiante da polimerase em movimento, e a hélice é reformada atras
dela. A RNA polimerase reconhece o finalizador que faz com que outros
ribonucleotidios ndo sejam incorporados.

Diversos tipos de RNA sao produzidos nas células. O RNA mensageiro
(RNAm) é responséavel por dirigir a sintese protéica. Para produzir o RNAm nas
células eucari6ticas, o comprimento inteiro do gene, incluindo os intros e éxons, é
transcrito em uma longa molécula de RNA (transcrito primario). Antes que o
RNAm saia do nudcleo todas as seqiéncias de intros sdo removidas e o éxons
ligados uns aos outros. O resultado é uma molécula muito menor, a qual contém
uma sequéncia codificante nao interrompida. Tal processo é chamado de splicing.

A traducgao consiste na conversao da informagao de RNA para proteina, ou
seja, converte a informacdo para outra linguagem, de nucleotideo para
aminoacido. Para isso ha um sistema de criptografia na natureza que associa 64
possiveis combinagdes de trés nucleotideos (cddons) em apenas 20 aminoacidos,
mostradas na Figura 1.

22 hase

u i A G

UL (PhedF) Fenilalanina
UUC (PhedF) Fenilalanina

UCU (Ser'S) Serina  |UAL (Tyr™) Tirasina

UAC (Tyr) Tirosina

UGU (Cys/C) Cisteina
UGE (Cys/C) Cisteina

13
base

LA (Leu/L) Leucina
LUUG (Lew/l) Leucina

)
LCC (Ser/3) Serina
UCA (Ser/3) Serina
LCG (SerS) Serina

UAA "Ocre” (Stap)
UAG "Ermbar" (Stog)

UGA "Opala” (Stog)
UGG (Trp/Y) Triptofana

CUU (Leuw/L) Leucina
CUC (Leu/L) Leucina
CUA (Leu/L) Leucina
CUG (Lew/l) Leucina

CCU (Pro/P) Prolina
CCC (Pro/P) Prolina
CCA (Pro/P) Prolina
CCG (Pro/P) Prolina

CALU (His/H) Histidina
CAC (His/H) Histidina
CAL (GIn/0) Glutamina
CAG (GIn/O) Glutamina

CGU (Arg/R) Arginina
CGEC (Arg/R) Arginina
CGA (Arg/R) Arginina
CGG (Arg/R) Arginina

AU lef) Isoleucina
AUC {llef) Isoleucing
AUA (Ilef) Isoleucing

AUG (Met/M) Metionina, Start

ACLU (TheT)Treonina
ACC (TheT) Treanina
ACA TheT Treanina
ACG (The/TiTreonina

AnLl (Asn/M) Asparaging
AAC [Asn/N) Asparaging
ALA (Lys/) Lisina
A5G (Lys/K) Lisina

AGU [Ser’S) Serina
AGC (Ser’s) Serina
AGA (ArgdR) Arginina
AGG (Arg/R) Arginina

GUU valt Walina
GUC Mvalt Walina
GUA Val™) Valina
GUG WalM) Walina

GCU [AlaliA) Alanina
GCC (AlaliA) Alanina
GCA (AlalA) Alanina
GCG (Alalh) Alanina

GAL (Asp/D) Acido aspartico
GAC (Asp/D) Acido aspartico
GAL (GIUE) Acido glutdmico
GAG (GIWE) Acido glutdmico

GGU (Gly/G) Glicina
GGC (Gly/G) Glicina
GGA (Gly/G) Glicina
GGG (Gly/G) Glicina

Figura 1: Tabela para conversao de nucleotideo para aminoacido.




A tradugdo é um mecanismo mais complexo que a transcricdo. Assim
apenas um breve resumo sera apresentado. Ha trés etapas.

A primeira etapa € a iniciagdo. A subunidade menor do ribossomo liga-se a
extremidade 5°"do RNAm, que desliza ao longo do RNAm até encontrar o cédon de
iniciacdo. O RNA transportador (tRNA) que estara transportando o aminoéacido
correspondente, liga-se ao cédon por complementaridade.

A segunda fase é o alongamento. Ocorrem ciclos repetidos de transporte de
aminoacidos, havendo a formacao de ligacdes peptidicas entre os aminoacidos
que vao sendo traduzidos. O ribossomo vai avangando ao longo do RNAm de trés
em trés bases, sempre da extremidade 5°para a 3. Os tRNA que j& se ligaram
inicialmente, vao se desprendendo do RNAm sucessivamente.

A Ultima etapa é a finalizacdo. O ribossomo encontra o cédon de finalizacao
terminando o alongamento. O ultimo tRNA coloca o aminoacido correspondente,
as unidades dos ribossomos se separam e a cadeia polipeptidica é liberada
(ALBERTS, 2005)(TURNER, 2005).



1.3. Vacinas de DNA e RNA

Como a vacina de BCG sé é eficaz na fase infantil, a busca por novas
alternativas tém sido uma constante. Assim com o desenvolvimento da estratégia
de vacinas de DNA, que sédo capazes de estimular ambas as subpopula¢des de
linfécitos TCD4 e TCD8 para um padrao TH1, houve uma nova expectativa para o
desenvolvimento e controle de doencas infecciosas que necessitam desse perfil
de ativagao do sistema imune, como a tuberculose.

O grande mérito dessas vacinas é induzir células CD8 antigeno especificas
e ja carregar um adjuvante mediado pelos CpGs procaridticos, presente na
construcdo da vacina (GURUNATHAN, 2000). Os meios de inoculacdo do
plasmideo podem ser varios, sendo o mais comum pelo método intramuscular,
mas existem também as formas de inoculagdo pela via oral, pela via nasal (em
forma de aerossol) e a forma intradérmica, esta Ultima por meios de
bombardeamento de microparticulas de ouro cobertas pelo DNA (LIMA, 2003).

Atualmente é demonstrado que a proteina mais eficaz para o
desencadeamento da resposta imune contra a tuberculose, por meio de vacina de
DNA, é a proteina de choque térmico de 65 KDa (Hsp65), sendo obtida da
Mycobacterium leprae (SILVA, 1996). Desse modo, varias abordagens tém sido
utiizadas usando essa construcdo plasmidial como modelo. Assim, foi
demonstrado que apds a imunizagao intramuscular o DNA plasmidial pode ser
capturado e expresso por células B o que sugere que essas células também
possam participar como apresentadoras de antigenos nesses modelos (COELHO-
CASTELO, 20083).

Outro aspecto determinado foi com relacdo a biodistribuicdo da vacina e
sua incorporacdo ao genoma da célula eucaridtica. Os resultados obtidos
demonstraram que a vacina nao se incorpora ao genoma do hospedeiro, mas ha
uma ampla distribuicio dependendo da dose vacinal utilizada (COELHO-
CASTELO, 2006). Esses resultados sao importantes com relagao a biossegurancga
dessas construgcdées em uso humano. Porém, um aspecto ainda pouco explorado



diz respeito a participacao do antigeno hsp65 em modulagao celular, desde que o
mesmo é uma chaperonina e apresenta atividade enzimatica de endopeptidase.

O uso do RNAm traz algumas vantagens quando utilizado para a
construgao de vacinas. O antigeno é produzido assim que o RNAm penetra no
citosol da célula hospedeira, diferentemente do que ocorre na vacinagdo com DNA
plasmidial, onde o DNA precisa vencer a barreira da membrana nuclear para ser
primeiramente transcrito e depois traduzido no citosol. Dessa forma, com o uso do
RNAm, o antigeno a ser produzido ndo enfrentaria tantos obstaculos, podendo
ativar o sistema imune mais rapidamente. O uso de RNAmhsp65 veiculado pela
rota intranasal, mostrou protecédo contra a tuberculose experimental, reforcando a
importancia dessas moléculas em estratégia profilaticas e terapéuticas (LORENZI,
2008).

O entendimento da interagdo entre moléculas de DNA e RNA com
receptores presentes em células do sistema imune, pode facilitar o
desenvolvimento de formulacdes vacinais mais eficazes e com reducao na dose
utilizada. Assim, a determinacao ou predicao da estruturas dessas moléculas é de

extrema importancia para decifrar os mecanismos envolvidos na protecao.



1.4. Estrutura das Proteinas

Proteinas sdo longas cadeias de aminoacidos, cada qual unido a seu
vizinho através de ligacbes peptidicas. Cada proteina tem uma sequiéncia de
aminoacidos que |Ihe é caracteristica.

Aminoéacidos sdo moléculas formadas por &tomos de carbono, hidrogénio,
oxigénio e nitrogénio, sendo divididos em quatro partes: grupo amina (HsN"),
grupo carboxilico (COQO"), carbono alpha e um radical caracteristico de cada
aminoécido (R).

COO~

|
H; N T H
R

Figura 2: Estrutura geral de um aminoacido.

Ligacéo peptidica € uma ligagdo quimica que ocorre entre dois aminoacidos
quando o grupo carboxila de uma molécula reage com o grupo amina de outra
molécula, liberando uma molécula de agua. Reacdes desse tipo sao classificadas
de sintese por condensagéo.

As proteinas possuem quatro tipos de estruturas. A estrutura primaria € a
seqUéncia repetida de atomos de carbono alpha e ligacdes peptidicas fornecendo
o arcabougco do polipeptidio, enquanto as diferentes cadeias laterais dos
aminoacidos conferem funcionalidade a proteina.

A natureza altamente polar dos grupos carboxila e amina das ligagdes
peptidicas dao a ligacdo entre o carbono e o nitrogénio um carater parcial de
ligacdo dupla. Isto torna a ligacéo peptidica uma unidade rigida e planar, mas ha
uma rotacao livre entre as ligacbes peptidicas adjacentes. Esta polaridade
também favorece a formacdo de pontes de hidrogénio entre as unidades

peptidicas apropriadamente espacadas e orientadas. Assim, as cadeias



polipeptidicas sdo capazes de se dobrar em um ndamero regular de estruturas que
sdo mantidas juntas por estas pontes de hidrogénio, sdo as chamadas estruturas
secundarias. Os principais tipos sao alpha-hélice e folha-beta.

As diferentes partes da estrutura secundaria e regides de conexao se
dobram em uma bem definida estrutura terciaria. A tendéncia geral da estrutura da
molécula € se dobrar com aminoacidos hidrofilicos na superficie e os hidrofébicos
no interior. A estrutura € estabilizada por interacdes ndo covalentes e as vezes por
pontes dissulfidricas. A natureza da estrutura terciaria é inerente a estrutura
primaria e, nas condicbes corretas, a seqUéncia primaria se dobrara
espontaneamente na estrutura terciaria de menor energia. Para este dobramento
pode-se ter ajuda de proteinas especiais, chamadas chaperonas.

Muitas proteinas sdo compostas de duas ou mais cadeias polipeptidicas,
chamadas de unidades. O conjunto dessas unidades forma a estrutura quaternaria
da proteina. Tais unidades podem ser idénticas ou diferentes. E a estrutura
quaterndria que permite que moléculas protéicas muito grandes sejam feitas
(TURNER, 2005).

A forma tridimensional das proteinas é inteiramente determinada por sua
sequéncia de aminoacidos. Cada seqUéncia de aminoacidos resulta em uma Unica
conformacdo, sendo esta marginalmente estavel. Essa conformacao ira
determinar as exatas propriedades quimicas da proteina, o que lhe permite
exercer na célula a sua exata funcéo. As proteinas sao construidas de forma que
a mudanca de poucos aminoacidos pode, as vezes, comprometer a estrutura da
proteina, e dessa forma causar uma perda de fungao.

Uma proteina com vérias conformacoes diferentes e propriedades variaveis
nao seria biologicamente Util, sendo eliminadas por sele¢cdo natural no curso do
processo evolutivo (ALBERTS, 2005).



1.5. Proteina de Choque Térmico de 65KDa (hsp65)

As proteinas de choque térmico (hsps) sao altamente conservadas entre as
espécies e desempenham um importante papel no dobramento e translocacao de
proteinas e também na montagem de complexos protéicos. As hsps estdo
presentes nos diversos compartimentos celulares e exercem fungdes vitais na
homeostase celular, atuando como chaperonas, transportando peptideos,
participando do dobramento e desdobramento de proteinas e prevenindo a
agregacao protéica (LINDQUIST, 1986). A maioria das hsps € expressa
constitutivamente, mas sua sintese é aumentada nas células de procariotos e
eucariotos, quando estas sdao submetidas a algum tipo de estresse térmico ou
quimico (LINDQUIST, 1998).

A sintese de hsp é aumentada para proteger células eucaridticas e
procariéticas de possiveis danos durante periodos de estresse causados por
infecgbes, inflamacgdes ou eventos similares. As hsps constitutivas representam
até 5% do conteudo protéico de uma célula normal. Elas encontram-se entre as
proteinas mais conservadas filogeneticamente e sdo agrupadas em familias
conforme seus pesos moleculares e a homologia de suas sequéncias sendo
caracterizadas como: familia hsp110, hsp90, hsp70, hsp60 e a familia de baixo
peso molecular como a hsp18 e hsp14 (LINDQUIST, 1998).

Elas estdo entre os antigenos imunodominantes encontrados nas
micobactérias, principalmente as proteinas de 70, 65, 18 e 14 KDa. Em
camundongos infectados com tuberculose, de 10 a 20% de todas as células T
respondem especificamente para o antigeno hsp65 (KAUFMANN, 1987). A
proteina hsp65 de M.leprae tem recebido maior atencdo devido ao amplo
envolvimento com células e mediadores do sistema imune nas infeccdes
micobacterianas (SILVA, 1994).

As fungdes imunoldgicas das hsps comegaram a ser relatadas nos anos 80
quando observou-se que preparacées homogéneas de certas hsps isoladas de
células tumorais induziam resposta contra cancer, enquanto preparacdes
correspondentes de tecidos normais ndo o faziam (SRIVASTAVA, 1998). A

imunogenicidade das hsps derivadas de tumor resultava da associagdo das
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mesmas com peptideos gerados pela degradacdo de proteinas expressas por
células das quais as hsps eram purificadas. Dessa forma, as hsps derivadas de
células tumorais estavam nao-covalentemente associadas a peptideos derivados
de antigenos tumorais, do mesmo modo que as hsps provenientes de tecidos nao
tumorais apresentavam-se complexadas com peptideos normais e por isso nao
eram capazes de induzir resposta antitumoral especifica (SRIVASTAVA,
2002)(SANTOS, 2008).
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1.6. Bioinformatica

A bioinformatica € a combinacédo de conhecimentos estatisticos, biolégicos
e informaticos, que tem por objetivo representar, armazenar e distribuir dados,
além de desenvolver e utilizar ferramentas para revelar os conhecimentos que
podem ser obtidos através desses dados.

O comecgo da bioinformatica se deu nos anos 60, quando as primeiras
seqUiéncias de proteinas foram coletadas por Margaret Dayhoff e colaboradores,
construindo as matrizes de substituicao PAM, utilizadas para o alinhamento de
sequéncias protéicas. Nos anos 70 surgem o0s programas para alinhamento de
sequéncias. O numero de sequéncias biologicas cresce exponencialmente
passando a serem depositadas em bancos de dados, principalmente as
seqUéncias de DNA. Na década de 80 da-se inicio as buscas por similaridades
entre as seqliéncias, sendo o primeiro programa desenvolvido, 0 FASTA (MOUNT,
2001). Atualmente com a crescente quantidade de informacbes geradas pelo
projeto genoma, assim como muitos outros, a bioinformatica torna-se uma
importante area para explorar todos os conhecimentos provenientes de tais
informacdes.

Na area protéica, o estudo das estruturas tridimensionais ja vem sendo
realizado ha mais de trés décadas. O conhecimento da estrutura permite predizer
a localizacao de sitios cataliticos e de interacdo, assim como auxiliam na
identificacdo de alvos para os estudos de metagénese sitio-dirigida. A modelagem
protéica pode ser realizada de forma computacional, obtendo assim mais
rapidamente resultados dificilmente obtidos pela cristalografia.

A area relacionada aos estudos do RNA ainda é bem recente, mas ja se
dispde de mecanismos rapidos e eficientes para a determinacdo da estrutura
secundaria do RNAm.
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1.7. Bioinformatica

O objetivo geral deste projeto é utilizar ferramentas de bioinformatica para
modelagem molecular por homologia da chaperonina hsp65 de M. leprae.
Como objetivo especifico tem-se:
e a determinagdo da estrutura secundaria do RNA mensageiro
correspondente.
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Capitulo 2: Métodos

2.1. Modelagem do RNAm da HSP65 de M.leprae

As maiorias dos RNAs sao fita simples, mas podem apresentar estrutura
secundaria através do emparelhamento entre pares de bases. Tal
emparelhamento ocorre principalmente entre as bases G e C, A e U, e
ocasionalmente, entre G e U (MACHADO-LIMA, 2008). O objetivo principal dessa
formacao é proteger algumas bases de moléculas de agua. Algumas bases nao
formam pares originando lacos (loops) ou bulbos (bulges).

Dada uma sequéncia de RNA, o numero de possiveis estruturas
secundarias cresce exponencialmente conforme o tamanho da seqiéncia. Assim,
para realizar a predicdo da estrutura secundaria ha diversos programas que
utilizam diferentes métodos. No estudo em questdo foi utilizado o MFOLD
(ZUKER, 2003), que tem como método o modelo de minima energia livre.

O algoritmo de minima energia livre tem por objetivo obter a estrutura mais
estavel da molécula de RNA, analisando-se o resultado da energia da molécula
depois de interacdes par a par, entre 0s vizinhos mais proximos. Quanto mais
negativa for a energia de uma estrutura, mais provavel € a dessa formacao da
estrutura secundaria.

Alguns parametros para a formagdo de uma estrutura secundaria estavel
sdo: a maior quantidade do par CG, que gera uma maior estabilidade; o nimero
de bases ndo pareadas, que resultara numa menor estabilidade; o nimero de
bases na regidao de grampos (harpins), ja que loops com mais de 10 bases e
menos de 5 requerem mais energia; € 0 niumero de bases numa regiao fita, ja que

longas fitas resultam em mais ligacdes.
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2.2. Modelagem da proteina hsp65 de M.leprae

A estrutura terciaria de uma proteina determina a fungdo que esta ira
exercer. Sendo assim, a modelagem computacional pode ser empregada na
predicao de estruturas tridimensionais de proteinas.

Quando uma proteina apresenta um alto grau de similaridade com outra
proteina que ja possui uma estrutura tridimensional conhecida pode-se usar a
modelagem por homologia (GIBAS e JAMBECK, 2001). Tal abordagem se baseia
no conceito de evolucdo molecular, ou seja, a semelhanca nas estruturas
primarias das proteinas resulta em similaridade estrutural entre elas (MOUNT,
2001).

Para realizar uma modelagem por homologia o primeiro passo é a
identificacdo e a selecao de proteinas homélogas através de buscas em banco de
dados. Em seguida, deve-se alinhar a proteina de estudo com a proteina modelo,
sendo essa fase parte fundamental do processo de modelagem (GIBAS e
JAMBECK, 2001). A partir do alinhamento constréi-se o modelo da proteina em
questdo. Tal modelo devera ser validado, através de softwares de validacao
estereoquimica. Na Figura 3 pode-se observar um esquema para melhor

compreensao das etapas acima mencionadas.

Procurar por Selecionar Alinhar as
estruturas w——=p | uma proteina| == proteinas
homologas modelo

Validar o Construir

el - um modelo

Figura 3: Esquema que demonstra os passos a serem seguidos por uma modelagem por
homologia.
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O software escolhido para realizar a modelagem da proteina de estudo foi o
Modeller (ESWAR, 2000), tal escolha se deve ao fato de muitos estudos
comprovarem sua eficacia. O Modeller faz uso do Pyton como linguagem de
programacdo, ndo incluindo interface grafica. E escrito em Fortran 77, sendo
distribuido gratuitamente para instituicbes académicas ou sem fins lucrativos.

Para iniciar andlises da proteina, o DNA atualmente utilizado pelo
laboratério na vacina de DNAhsp65 contra tuberculose foi seqienciado. Com os
dados do seqgienciamento, um alinhamento local através do software BLAST
(Basic Local Aligment Sequence Tool) (ALTSCHUL, 1990) foi realizado
encontrando como resultado a sequéncia de cédigo M14341, correspondente a
proteina de choque térmico de 65 kDa (hsp65) do M.leprae, como era o esperado.
O sequienciamento foi realizado visando garantir as analises futuras, excluindo
qualquer possibilidade de mutacao garantindo a determinagao da real seqiiéncia
da proteina a ser modelada.

Foi realizado um BLAST contra o banco de dados do Swiss-prot, para obter
a seqguéncia a ser modelada. A seqUéncia devera corresponder a parte
codificadora do gene, ou seja, a parte que € o resultado da tradugdo do RNAm.
Obteve-se como resultado a sequéncia de codigo P09239 correspondente a
chaperonina de 65 Kda do M.leprae.

Ja era de conhecimento do laboratério a alta similaridade compartilhada
entre a hsp65 de M.leprae e a hsp65 de M.tuberculosis. Visando conhecer um
pouco mais a similaridade entre essas duas proteinas realizou-se o estudo de
seus dominios. Os dominios formam unidades estruturais e funcionais semi-
independentes dentro de uma Unica cadeia polipeptidica. Os dominios podem ter
uma funcao especifica, e quando tal funcdo & necessaria em muitas proteinas
diferentes, € encontrada a mesma estrutura de dominio.

A procura dos dominios das proteinas foi realizada através dos programas
CDSearch (MARCHLER-BAUER, 2004) e Pfam (FINN, 2006). Ambos os
programas encontraram o0 mesmo dominio para as duas proteinas, o
Cpn60_TCP1. Enquanto o Pfam encontrou do residuo 22 até o 522, o CDSearch
encontrou do 22 até o 519. Este dominio esta relacionado a familia das
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chaperoninas, a qual inclui as hsp60 e hsp65. Os resultados apresentados
confirmaram as fungdes das proteinas estudadas, tanto de proteina ligadora de
ATP, quanto de proteina ligadora de proteina, caracteristicas classicas de

chaperoninas.
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Capitulo 3: Resultados e Discusséo

3.1. Modelagem do RNAm da HSP65 de M.leprae.

A estrutura secundaria do RNAm do gene HSP65 de M.leprae foi
determinada através do software MFOLD, como mencionado anteriormente.
Modelou-se a seqUéncia completa do gene HSP65 M.leprae, assim como a
seqUéncia aberta de leitura (ORF), correspondente aos primeiros 1500 pb. As
duas sequéncias foram analisadas, pois ambas sdo utilizadas em protocolos
vacinais atualmente utilizados no laboratério.

Os resultados obtidos no modelamento estrutural demonstraram que ha uma
diferenga consideravel entre os dois RNAs modelados, tanto na estrutura quanto
no valor da energia livre (Figura 4), sendo que o pre-RNA-HSP65 libera uma
quantidade maior de energia quando comparado com o mRNA-HSP65 (dG: - 1511
Kcal/mol e dG: - 682 Kcal/mol, respectivamente). O comprimento da seqiéncia
dos RNAm influencia diretamente na estabilidade, verifica-se assim que o mRNA-
HSP65 possui uma estabilidade maior do que o pre-RNA-HSP65, ja que este
possui 3000 pb.

Essa avaliagdo é importante, pois nessa regido podem existir estruturas
moleculares como hairpins e loops que podem ter influéncia crucial no controle de
expressdo génica pos-transcricional (KOZAK, 1986), (HELKE, 1993),
(BABENDURE, 2006). Essa influéncia depende do tamanho, da estabilidade e
também da posicdo dessas estruturas em relacdo ao sitio de iniciacdo da
traducdo. Como pode ser visualizado na Figura 5, a estrutura tem um dG
-17,20 e apenas um hairpin que esta distante 18 bases do sitio de iniciacdo da
traducdo. Esse dado pode ser considerado interessante, pois Babendure e
colaboradores (2006) comentam e comprovam que valores de dG maiores que -30
tém relacdo com uma diminuicéo da expressao protéica no modelo de GFP.

A descoberta de que RNA interagem com células eucaridticas, ativando

células do sistema imune, e modulando a resposta vieram primeiramente de
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estudos virais. Atualmente, sabe-se que o préprio RNAm eucarioto interage com
receptores do tipo Toll 7 e 8, levando a ativagdo celular, com producdo de
mediadores inflamatérios ou citocinas que podem tanto controlar uma infeccéo
como causar maiores danos.

O uso de RNA total ja é bem documentado no controle de tumores, assim,
sabe-se que a ligacdo do RNA em células alvo leva producao de citocinas do
padrdao Th1, como IFN-gama e IL-12, envolvidas na resisténcia contra tumores.
Tais citocinas também estdo envolvidas na resisténcia contra reacgdes

inflamatérias crénicas, como a tuberculose.

19



Ospcfsi gaph Oufputof _greph
by D. St and V. Zuker yD Sevatarc . Zuer

dG =-1511.19 [initially -1604.30] hsp_RNA_first dG =-682.13 [initially -731.40] RNA_seq541aa_30/01

Figura 4: Analise da estrutura molecular dos RNAs mensageiros codificando a proteina Hsp65 de
Mycobacterium leprae (A: pre-RNA-HSP65 e B: mMRNA-HSP65) . A analise da estrutura molecular
dos RNAs mensageiros foi realizada utilizando-se o programa Mfold. dG: energia liberada em
Kcal/mol.
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Figura 5: Analise da estrutura molecular da regido 5" UTR dos RNAs mensageiros codificando a
proteina Hsp65 de Mycobacterium leprae. A analise da estrutura molecular dos RNAs mensageiros

foi realizada utilizando-se o programa Mfold.
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3.2. Modelagem da proteina hsp65 de M.leprae

3.2.1. Escolha das proteinas moldes

Através do script buil.profile.py foi obtido as proteinas que poderiam
servir de molde para a modelagem da proteina de estudo. As proteinas
encontradas sdo mostradas na Figura 6 no primeiro campo em destaque (cédigo
do PDB). Como se pode notar algumas delas possuem uma baixa porcentagem
de similaridade, o que resultaria em um molde ruim para a modelagem.
Geralmente, trabalha-se com uma taxa de similaridade superior a 60%,

englobando ainda seis possiveis proteinas moldes.

Dynamically allocated memory|at amaxprofile [B,KiB,MIiE]: TEBL574 TS501.537 7.326

> laGda 1 202 15850 503 541 27. 86 0.0 2 456 9 Bl ) 503
> la6de 1 203 15850 502 41 25,51 0.0 3 445 21 5 13 502
= 1kpBa 1 587 75550 525 41 59.16 0.0 4 522 2 52 2 525
> ldk7A 1 2268 22700 l4a 541 6l.38 .0 5 145 1859 33 1 145
> 1kid 1 3561 30100 153 541 62,89 0.0 5] 153 182 37 1 153
> 1ioka 1 4727 85700 482 5471 58.63 0.0 7 478 2 52 2 482
> 1lala 1 5798 30750 192 541 | 63.54 0.0 8 192 186 37 1 | 152
> 1lo3ga 1 7268 16700 518 541 | 29.94 0.0 S 455 22 52 27 517
> 1sjpA 1. 7930 102200 447 541 | 95.53 0.0 10 447 &l 51 1 | 447
= lsrva 1 8019 24300 145 241 68, 06 0.0 11 144 190 33 1 144
- lwe3n 1 9005 83550 527 541 64,71 0.0 1z 523 2 52 1 527

Figura 6: Trecho do script buil_profile.py, que mostra em destaque o cédigo PDB das
possiveis proteinas a serem usadas como molde, o score de similaridade com proteina de estudo
e o tamanho da proteina, respectivamente.

Confirmando o conhecimento do laboratério sobre a alta similaridade entre
a hsp65 de M.tuberculosis € M.leprae — 1SJP (cédigo no PDB), optou-se por
realizar a modelagem com essa proteina.

Realizado o alinhamento entre as duas proteinas verificou-se que tanto a
parte N-terminal, como a C-terminal da hsp65 de M.leprae nao conseguiu obter
um bom alinhamento. Tal fato se deve a falta de dados da proteina molde, assim o
Modeller n&o encontraria o0s paramentros necessarios para um bom
enovelamento.

A Figura 7 corresponde a um alinhamento entre as proteinas realizado pelo
ClustalW (D.HIGGINS, 1994), podendo-se comprovar a alta similaridade entre as
duas proteinas. Aparece em destaque nas sequéncias das proteinas o dominio
Cpn60_TCP1. O ClustalW utiliza a Matrix Gonnet 250 pela sua sensibilidade. As

penalidades para os gaps sao principalmente os seguintes: para a abertura do
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gap, 10.0; por estender um gap, 0.2 e pela separacédo entre gaps, 4.0. O score
obtido no alinhamento apresentado foi de 93, comprovando a alta similaridade
entre as proteinas envolvidas. Como pode ser observado, as partes inicias e finais

nao obtiveram um bom alinhamento.
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CLUSTAL T (1.83) multiple sequence aligmment

hspes MAKTIAYDEEARRGLERGLNSLAD AVEVT LG PRGN L EREWNGATTITHDGUSTAKEIE 60
1sip e WGAPTITNDGVSIAKELE 12
e o ok e e o e e o o
hspes LEDFYERIGAELVKEVAKKTDDVACD CTTTATVLAQALVKECLENVAACANTL GLEKRGIE 120
1sip LEDPYERIGAELVEEVARKTDDVACD GTT TATYLAQALVRECLENVAACANPLGLKRGIE 72
***************************************:********************
hspes EAVDEVTET LLEDAREVE TREQIAATAMT SACDOSICDL IAEAMDRVENEGVITVEESNT 120
1sip EAVERVTETLLEGAREVETREQTAATAAT SACD QS ICL L IAEAMDRVGNEGVITVEESNT 138
***:********_ b o o b e b o e o o o kb
hspes FCLOLELTEGHRFDEGYISCYFUIDARRIEATLEEFYILIVESEVETVEDLIPLLERVIQ 240
lsip FCLOLELTEGHMRFDEGYISGYFVID PERQEAVLEDPYILLVSSEVSTVEDLLPLLEEVIG 198
*************************_ ********: T ErrrrErrrErr L rrr T or
hspes AGKSLLITARDVEGEALSTLVVNEI RETFESVAVEAD CFCDRIKAMLODMATLTCAQVIE 200
lsip AGKILLIIAEDVEGEALSTLVVNKIRGTFESVAVRAP GFCDEEKAMLODMATLTGOQVIS 258
***_***************************************************_ *EE et
hspes EEWGLTLENTDLSLLGHARKVVMTEDETT IVEGAGDTDATACRVAQIRT ETENSDEDYDE 360
1sip EEWCLTLENADLSLLGEANKVVY TEDETT IVECAGD TDATACIVAQI R ETENSDEDYDR 318
*********:************: EEEEETEEEETEETLTLTETELETETEETETEEE XXX EETEL
hsp&s ERLOELLARLAGEVAVIKACAAT BVELEE IRHE TED AVENARAAVEECTVACCEUTLLOA 420
1sip EKLOERLAKLAGEVAVIKACAAT EVELEE IKHE TEDAVENAKAAVEECTVACCCYTLLOA 378
T T T A TR R T T TR TR
hsp&s APAIDELELTCLEAT CANTVRVALEAD IR TAFNS CHEPCVVAERVINL SVCHCLNART G 450
lsip APTIDELKLEGDEAT GANIVEVALEAPIKQIAFNS CLEP GVVAEKVINL PAGHCLNAQTG 438

Fhotk-odhd FEEEEEribE it E LA Ebr Attt bbb drd bbb bbby FEEEEE EE

hsp&s EYEDLLEAGVAD PVEVT RS AL (NALSTAGLFLT EXTAARASD P TGEMGGMD TEAVVADKR 540

1sip VYEDLLAACVAD PVEVTESALINAASTACGLFLT TEAVVADER EEEFASVEG-CEDMEEMD 437
TEEEE b R R bk o R R R e L *_ s, *_ TEETEL

hsp&s Fr-—-m- £41

1sip FHHEHHH 504

Figura 7: Alinhamento da hsp65 de M.leprae e da hsp65 de M.tuberculosis, usando o programa
ClustaW.

Para que tais partes conseguissem encontrar uma boa base para a
modelagem, optou-se por realizar a modelagem utilizando um alinhamento
multiplo entre duas proteinas. Continuou-se a utilizar a proteina 1SJP devido a sua
alta similaridade com a proteina de estudo e para a melhor modelagem da parte
N-terminal utilizou-se a Estrutura Cristalografica do Complexo Chaperonina
Cpn60/Cpn10/(ADP)7 da Termus Thermophilus — 1TWES (cédigo no PDB).

Descobriu através de buscas no bando de dados do PDB que a cadeia A da
proteina 1TWES é similar a hsp65 de M.leprae e contém a parte N-terminal para ser
utilizada como parametro para o Modeller. Tal abordagem serviu também para
verificar se 0os nao enovelamentos das partes iniciais e finais da proteina era uma

caracteristica de micobactérias ou ndo. Ja que, os dados obtidos mostravam que a
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cauda amino e carboxi terminal poderia ser uma caracteristica de hsp imaturas de
procariotos.

O alinhamento obtido pelo ClustalW entre a proteina de estudo e a TWE3
pode ser observado na Figura 8. Utilizaram-se os mesmos parametros que no
alinhamento anterior, e 0 score obtido foi de 63, 0 que ainda demonstra uma boa
similaridade entre as proteinas. Novamente o dominio Cpn60_TCP1 aparece em
destaque.

CLUZTAL W (1.53) multiple sequence alicgmumwent

hspas MAETIAYDEE ARRGLERGLNSL AD ANEVTLGP EGENVY LEEENGAP TITHNDGYSIAEKEIE 60
lye3d MAEILVF DEAARPALERGVN MV ANAVEVTLGP FGENVW LEEEF GSF TITED GV TVAEKEVE 60
TER o r T E N N W W A AN AT AT AT N N WA T AT AW N
hspes LEDPYERIGAELVEEVAEE TODVAGD GTTTATVL AQALVEE GLENV AAGANFLGLERGIE 120
lye3d LEDHLENIGACLLEEVASE TNDWVAGD GTTTATVL AQATVEEGLENV AAGANFL ALFRGIE 120

wEE A T AT AT NN AT AT L N A AN ATITANLAT TR AN

hspas FAVDEVTETLLEDAKEVETEEQIAATAATSAGDOSIGDL IAEANDEVGHEGVITVEESNT 180
lye3d KM.?EILJLUEKIKALAIPUEDRKILIEEUATISANDPEUGKLIJLDJLHEKUGKEGIIWEESKS 180
w*EEL W : * w*Tw 0¥ LI EER T oW FET L EE AT AT AATNAN
hspas FGLOLEL TEGMRFDEGY IS GYFVIDAEROEAVLEEP ¥ ILLVSSKVSTVFEDLLPLLEEVIQ 240
1lwesd LETELEFVEGYQFDKGY ISP YFWINFETHEAVLEDAFIL IVEKKVSNVEELLF ILECR AQ 240
fEar EE L AWELAEET FAAE W FHREFH g FW K FEE W FAF AT NN
hspas BGESLLITAEDVEGE AL STLVVNEIRGTF K3V AVELPGE GDRRKAMLODMATL TGACK TS 300
1lwesd TGEFLLITAEDVEGE AL ATLVVNELRGTL SV ALVELPGE GDRREEMLED T ARV TGGTVIS 300
FEE _ FAXAXTXTNTNAF aFAFEART XXX | FTFTRATINTNETN NX %% 7% FTFF
hspas EEVGL TLENTDLSLLGEAREVVMTEDETT IVEGAGD TR ATAGEVAQIRTE IENSDEDYDE 360
luyed EELGFFLENATLSMLGRAERVRITKEDETT IVGGEGEFED IE AR TNG IKFELETTDSEYAR 560
ke EhEy FEa KK, 2K WERKEAEE ¥ Kk, 2 K ka2  ka Fak_ awhat *
hspas EELOERL AKL AGGVAVIEAGLA TEVEL KERKHRIED AVEIAKAAVEEG TVAGGGY TLLOL 420
1lwesd EELOERL AKL AGGTAVIFV GAATE TELKEKKHEF ED ALNATRAAVEEGTVF GGG TLLEL 420
R R R R R P R TR R A N R TR T PR T R X T T T e
hspas AP ALDEL--KLTGDEATGANTVEWVALE AP LEQIAFNSGHMEF GWWAEKVENL SVG—-HGLN 476
lye3d ISAVEEL IFKLEGDELTGAEIVERALEEF ARQIAENAGYEGIV IVOOILAE TENP RYGFIT 450
LErradh kK REEEEEE AL KEX K S KEE HFaF F  Fr_zz: T Y
hspas AATGETEDLLKAGT ADPWEV TRSALON AAST AGLFLTTE AVVADFKPEKTALPASDPTGGI 536
1lwesd AR TGEFVLMVELGIVDR ARV TRSALONAASTGAL ILTTE AVVAEKPEKFES —— TP ASAGL 535
EhEE Gy Gapahky  HE FHEEAERENENEL | Tk ETERERELRREL 2 1 =
hspas GGHMDF 541
1wesd GDMDF 543

wEEE

Figura 8: Alinhamento da hsp65 de M.leprae e da 1WES3, usando o programa ClustaW.
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3.2.2. Alinhamento da 1SJP com a 1WE3

O alinhamento foi realizado pelo Modeller através do comando salign (),
inserido no script salign.py, demonstrado na Figura 9. Sera realizado o
alinhamento entre essas duas proteinas para que futuramente possa ser realizado
o alinhamento com a hsp65 de M.leprae.

O script tem como saida o alinhamento em dois formatos, no PIR, que sera
utilizado mais tarde por outro script de entrada, € no PAP, para melhor
visualizacdo. Além disso, gera uma proteina consenso, resultante da juncédo das
duas proteinas utilizadas para fazer o alinhamento multiplo.

aln = alignment{env)

for (code, chain) in C'1sjp', 'a'), ('1lwe3', 'A'20:
md1 = modelfenv, Tile=code, model_segment={'FIRST: '+chain, 'LAST:'+chainl)
aln.append_modelmdl, atom_files=code, align_codes=code+chain)

for Cweights, write_fit, whole) in ({¢1., 0., 0., 0., 1., 0.3, False, Truel,
(1., 0.5, 1., 1., 1., 0.), False, True),
[ . 1 . 1 . 1 1 L TrLa, Falsayy:
aln.salign{rms_cutoff=3.5, normalize_pp_scores=False,
rr_file="$(LIB) asl.sim.mat’', overhang=30,
gap_penalties_1d=({-450, -500,
gap_pena1ties_3d=(ﬂ, 3), gap_gap_score=0, gap_residue_score=o0,
endrogram_file="fmo0495. trea’,
alignment_type="tree', # If 'progresive’, the tree is not
# computed and all structues will be
# aligned sequentially to the first
feature_weights=weights, # For a multiple seguence aTiEnment only
# the first feature neads to be non-zero
improve_alignment=True, fit=True, write_fit=write_f1it,
write_whole_pdb=whole, output="ALIGNMEMT QUALITY ')

Figura 9: Trecho do script salign.py, que mostra em destaque a parte que utiliza 0 comando
salign().

A Figura 10 apresenta um trecho do arquivo PAP gerado pelo script
salign.py. Pode-se notar que as seqiéncias escolhidas se complementam,
resultando numa seqiiéncia consenso que contém uma maior homologia com a

proteina de estudo.
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| —aln. pos 10 20 30 40 50 a0
1sjpa ———-——- LEDPY ER TEAE —— == = = e e e e e e
lwesa, ARTILVFD--EAARRALERGYMAVANAVEWT LGPRGRNVVLEKKFGSPTITREDGYTWARKEVELEDHLEN
_consrwd
_aln.p 70 80 =10 100 110 120 130
lsij LYKEVARKKT ——————————— TTATVLAQALVREGLRMNVAAGANPLGLERGIERKAVERKWTETLLKGAK
Tweia IGAQLLKEVASKTNDVAGDGTTTATVLAQAIVREGLKNVAAGANPLALKRGIEKAVEAAVEKIKALAI
_CDHSFUd HHEENHERHHN O HERRY NN R R RN WA R R R R RN 3 iy
_aln.pos 140 150 160 170 180 150 200
1sipa EVETKEQIAATAATI SAGDOSIGOLIAEAMDKVGNEGYI TVEESHNTFG-LOLEL TEGMRFDKGY ISGYF
lwesa, PVEDRKAIEEVATISANDPEVGKLIADAMEKVGKEGIITVEESKSLETELKFVEGYQ ———————————
_CDHSF‘Jd wWOOMHN W HWOOMER RN W W R R R R RN
_aln.pos 210 220 230 240 250 260 270
lsij VYTODPERQEAVLEDP——-=———————— e YIL
1wesih  ———————— FOKGYISPYFWTHPETMEAVLEDAFILIVEKKVSNVRELLPILEQVAQTGKPLLIIAE
_consrvd
_aln.pos 280 2590 300 310 320 330 340
1sipa LWSSKYSTVEDLLPLLEKWI G- ——m————m o - — AGKPLLIIAEDVEGEALSTLVVNEIRGTFE
lwess  ——mm——— DWEGEALATLWVYMKLRGTLEVAAVYEAPGFGD - - ————
_consrwd
_aln.pos 350 360 370 380 390 400
lsij SWAVEAPGFGDRREAMLODMATL TG ———-G0VISEEVGLTLEMNADLELLG-————— === —————————
1we3h = ——m e RRKEMLKDIAAVTGGTVISEELGFK —————————— LEMATLSMLGRAERWVRIT
_CDHSFVd HOOWEEEN W
_aln.p 410 420 430 440 450 4a0 470
1sipa ——KARKWVWTKDETTIVEGAGDT DAL AGRVAQIROEIENSDSDY DREKLOER————————————————
lwesa KDETT————————————— IVvEEKGKKEDIEARIN-———————————— GIKKELETTLDSEYAREKLCOER
_consrwd w L
_aln.pos 480 440 500 510 520 530 540
lsij LAk ASEWAYT KAGAATEVELKERKHRIEDAVRMNARKAAVEEST VAGGEYTLLOAAPTLDEL—-KLEGD
1weza LAKLAGGWAVI AVEAATETELKEKKHRFEDALMNATRAAVEEGIVPGGEEVTLLRAI SAVEEL IKKLEGD
CDHSFVd TR TR R TR R T WAEHEN O WWHN ONEW W THEEEESNE O ONEEEEEN W Wl NN
_aln.pos 550 560 570 580 580 a0o 610
lS]pA EATGANIVEVALEAPLEOIAFNSGLEPSWVYAERVRMNLP ——AGHGLNASTEVYEDLLAAGWYADPWVE VTR
lwesa EATGAKIVRRALEEPAROIAEMNAGY EGSVIVOOILAETKNPRYGFNAATGEFVDMYEAGIVDPARKVTR
_CDHSFVd HWOHHNEN M N W L T T H HOOMH N ks O HWOH MR
_aln.pos 620 630
ls]pA SALOMNAASTAGLFLTTE-————————
lwesh SALOMAASTGAL TLTTEAVVAERPER
_CDHSFVd HHHHNHHHHN HOHHHH

Figura 10: Alinhamento da 1SJP e da 1TWES3, através do script salign.py
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3.2.3. Alinhamento da hsp65 de M.leprae com o modelo resultante do
alinhamento multiplo

O primeiro passo para a construcdao do modelo é o alinhamento entre a
proteina de estudo e a proteina molde. Neste caso a proteina de estudo sera
alinhada com a proteina consenso obtida na fase anterior.

O alinhamento foi novamente através do comando salign (), inserido no
script align2d.py, demonstrado na Figura 11.

O script tem como saida o alinhamento em dois formatos, no PIR, que sera
utilizado mais tarde por outro script de entrada, € no PAP, para melhor
visualizagao.

aln = alignment{env)

for (code, chain) in C'1sjp', 'a'), ('1lwe3', 'A'20:
md1 = modelfenv, Tile=code, model_segment={'FIRST: '+chain, 'LAST:'+chainl)
aln.append_modelmdl, atom_files=code, align_codes=code+chain)

for Cweights, write_fit, whole) in ({¢1., 0., 0., 0., 1., 0.3, False, Truel,
(1., 0.5, 1., 1., 1., 0.), False, Truel,
fl"I,‘l,"I,'l | L
aln.salign{rms_cutoff=3.5, normalize_pp_scores=False,
rr_file="$(LIB) asl.sim.mat’', overhang=30,
gap_penalties_1d=({-450, -500,
gap_pena1ties_3d=(ﬂ, 3), gap_gap_score=0, gap_residue_score=o0,
endrogram_file="fmo0495. trea’,
alignment_type="tree', # If 'progresive’, the tree is not
# computed and all structues will be
# aligned sequentially to the first
feature_weights=weights, # For a multiple seguence aTiEnment only
# the first feature neads to be non-zero
improve_alignment=True, fit=True, write_fit=write_f1it,
write_whole_pdb=whole, output="ALIGNMEMT QUALITY ')

TrLa, EFalsay:

Figura 11: Trecho do script salign2d.py, que mostra em destaque a parte que utiliza o comando
align2d().

A Figura 12 apresenta um trecho do arquivo PAP gerado pelo script
salign2d.py. Pode-se notar que a parte N-terminal (em destaque na Figura)
encontrou identidade com a proteina 1WES, dessa forma o Modeller encontrara

parametros para um bom enovelamento.
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_aln.pos 10 20 30 40 50 B0
l=jpa 0000 ——————= LEDPYER I GAE ——— === == m o
IRNEESY AKILWVFD--EAARRAL ERGVRAVANAVEWVTLGPRERMVYLEKKFGSPTITKDGEVTVAKEVELE
NspaScompleta  MAKTI-A¥DEEARRGLERGLMSLADAVKWTLGPKGRMWWLEKKWEAPTITNDGEVSIAKEIELE
_consrvd

_aln.pos 70 80 S0 1og 110 120
1sjpa 0 === LVKEWAKKT———————————— TTATWVLAGAL VREGLRNVAAGANPLEL KRGIEKAVERK
1wesa DHLEMTGAQLL KEVASKTHNDWVAGDGTTTATVL AGATWREGL KNWAAGANPLAL KRGTEKAVEA
Hsp65completa DPYEKIGAELVKEVAKKTDDVAGDGTTTATVLAQALVKEGLRNVAAGANPLGLKRGIEKAVDK
_CDﬂSrUd HOHCHHOHRORNTN N RN HHHCRRN R RN RN R N R RN
_aln. pos 130 140 150 180 170 180
1=jpa WTETLLKGAKEVETKEQTAATAAT SAGDOSTIGOL TAEAMDKVENEGYITWEESHNTFG-LGLEL
lwesa AVERIKALATPVEDRKAIEEVATISANDPEVGEKL TADAMEKVGEKEGIITWEESKSLETELKFY
hspascompleta VTETLLKDAKEVETKEQIAATAAISAGDQSIGDLIAEAMDKVGNEGVITVEESNTFG LOLEL
_CDHSPUd -] HH HOHHH N HOHHHE O OHW O OHHN OHH O OHHHHOEH

_aln.pos 190 200 210 220 230 240 250
1=jpa TEGMRFDKGY ISGEYFVTDPERQEAWLEDP ———— = — = —— e e e e e e
1we3a EGY———————————— FOKGEYISPYFWTHPETMEAWLEDAFIL IVEKKYSHWRE
hspgscompleta TEGMRFDKGYISGYFWTDAERQEAVLEEPY ————————————— TLLWSSKW S ———————————
_consrvd

_aln. pos 260 270 280 2590 300 310
1=jpa 000 mmmmmmmm o YILLWSSKWSTWRDLLPLLERWIG-———————————————— AGKPL
lwesa LLPILEQWVASTEKPLLITAE—————————— DVESEALATLWWNELRGTLSWVAAVKA
hspgscompleta --—-———— TW———KDLLPLLE————————————————— FWI—————m——————— AGKSL
_consrvd H H
_aln.pos 320 330 340 350 360 370
1sjpa LITAEDVEGEALSTLWYNKIRGTFKSVAVKAPGFEDRRKAMLODMATL TS - - —GOWISEEVS
1wesA PGRGED - —— e RRKEMLKDT AAWTGETVISEELG
hspascompleta LIIAEDVEGEALSTLVVNKIRGTFKSVAVKAPGFGDRRKAMLQDMAILTG————AQVISEEVG
_consrvd R
_aln. pos 380 390 400 410 420 430 440
1=jpa LTLEMADLSLLG——————mmm— KARKWVWWTKDETT IVEGASDT DAL AGRWADQT
lwesa FR—————————— LENATLSMLGRAERVRITKDETT————————————— IVGEEKGKKEDIEART
hspgscompleta LT-—------— LENTDLSLLGKARKWVWYMTKDETTIV-————————— EGASDTDATAGRWVAQT
_consrwd H =
_aln.pos 450 480 470 480 490 500
1sjpa ROEIENSDSDYDREKLOQER———————————————— LAKL AGGVAVIKAGAATEVELKERKHRT
1wesa Hlo—— GIKKELETTDSEYAREKLOERLAKL AGGVAVIRVGEAATETELKEKKHRF
hsp&Scompleta RTEIEMSDSDYDREKLOER-———————————————— LAKL AGGVAVIKAGAATEVELKERKHRI
_CIIIr'ISr"Jd WO OO R RO HHHEHH HHEH HHH
_aln. pos 510 520 530 540 550 580

1=sipa EDAVRMNAKAAVEEGIVAGEEVTLLOAAPTLDEL ——KLEGDEATGANI VK WVALEAPLKQIAFNS
lwesa EDALMATRAAVEEGIVPGEEWTLLRATSAVEEL IKKLEGDEATGAKIVRRALEEPAROT AENA
hspescompleta  EDAVRMAKAAVEEGTWVAGGEWTLLOAAPAL DKL ——KLTGDEATGANTVEVAL EAPLKOQTAFNS
_CDnSrVd O R TR TR T R R R TR T T - Lo TR R TR VR TR TRV TR R T HECH W LR TR
_aln.pos 570 580 590 600 610 620 630
1=jpa GLEPGVVAEKWVRNLP -—AGHGLMASTEVYEDLLAAGVADPVK VTR SALONAAST AGLFLTTE-
lwesa GYEGSVIVOOILAETKNPRYGFHNAATGEFVDMYEAGIVDPAKVTRSALONAASTIGAL ILTTEA
hsp&scompleta GMEPGYVAEKVRNLS~~VGHGLNAATGEYEDLL KAGVADPVKVTRSALONAASTAGLFLTTEA
_CDnSrVd HOOEE HN R L T T TR TR R T TR TR TR T HOHE NN
_aln.pos 640 650

1sjpA 0 e

lwesa VWVAEKPEK—————————————————

hsp&5SCompleta  VWADKPEKTAAPASDPTGGEMGGEMDF

_consrvd

Figura 12: Alinhamento multiplo entre a 1SJP, 1TWES3 e a hsp65 de M.leprae, através do script

salign2d.py. Em destaque, a parte N-terminal da proteina.
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3.2.4. Construcao do modelo da hsp65 de M.leprae

Finalmente gerou-se um modelo da hsp65 de M.leprae, baseando-se no
alinhamento multiplo entre a 1SJP e a TWE3. O modelo é gerado através do script
model-mult.py, qUe USOU-Se a classe automodel.

Um trecho do script € mostrado na Figura 13. Foram gerados dez modelos,
todos no formato PDB.

amy = emvironi)

B = automode ey, alriile= hspboCompleta-malt.ali ,
knowns=('lsjpa’, 'lwe3A’'), sequence="hsp&ScCompleta’ )

LEtarting_model = T

»ending_maodel = 10

.make(g

o

Figura 13: Trecho do script model-mult.py, que mostra em destaque a parte que utiliza a classe
automodel.

Adotou-se como a melhor modelagem o modelo com menor valor da funcao
do Modeller, apresentada na segunda linha do arquivo PBD. O modelo obtido
pode ser visualizado na Figura 14.

Figura 14: Modelo molecular da proteina hsp65 de M.leprae obtido pelo software Modeller,
baseada no alinhamento multiplo da 1SJP e da 1WES3.
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3.2.5. Analise Estereoquimica

O nivel de qualidade de um modelo gerado por homologia estrutural
depende de um grande numero de propriedades, como: exatidao estereoquimica,
qualidade do empacotamento e confiabilidade do enovelamento. Os valores
obtidos a partir dos modelos sdo comparados com os valores da proteina molde,
descobrindo, assim, irregularidades estereoquimicas que revelam uma estrutura
inadequada (SILVA, 2008).

A andlise estereoquimica foi realizada utilizando-se trés softwares:
PROCHECK (LAKOWSKI, 1993), WHATIF (VRIEND, 1993) e VERIFY3D (BOWIE,
1991). Esses trés softwares englobam as trés principais propriedades a serem
analisadas para a obtengdo de um bom modelo.

O PROCHECK ¢é responsavel pela exatidao estereoquimica, avaliando
parametros como: angulos torcionais da cadeia principal, angulos torcionais das
cadeias laterias, maus contatos (ou impedimentos estéricos), energias das
ligacdes de hidrogénio, planaridade das ligacées peptidicas, entre outros. Ha um
valor calculado que representa uma qualidade estereoquimica média relativa aos
parametros avaliados, chamado Fator G.

O programa gera varios graficos, avaliando por completo a qualidade
esteroquimica do modelo em comparacdo com estruturas bem definidas no
mesmo nivel de resolucéo. O principal grafico gerado é o de Ramachandran que
apresenta uma correlagao entre os angulos torcionais da cadeia principal (phi e
psi) para cada residuo.

O gréfico de Ramachandran pode ser observado na Figura 15. A estrutura
deve apresentar acima dos 90% de seus residuos nas regides favoraveis (regiao
vermelha), ou seja, nas regides A, B e L. Devem-se desconsiderar os residuos de
glicina (apresentados na figura como tridngulos), ja que eles ndo possuem cadeia
lateral, os de prolina, pois nestes o Carbono alpha esta ligado a cadeia lateral e os
residuos das extremidades (C-terminal e N-terminal), que apresentam padroes
estereoquimicos diferentes dos outros residuos (LAKOWSKI, 1993)(SILVA, 2008).
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Figura 15: Grafico de Ramachandran do modelo.

A porcentagem de residuos encontrados nas regides favoraveis foi de
90,7%, nas regides adicionalmente permitidas (regides a, b, I, p, ou seja, amarelo
escura) de 5,5%, nas regides generosamente permitidas (regides ~a, ~b, ~I, ~p,
ou seja, amarelo claro) foi de 2,3% e nas regides desfavoraveis (regiao em
branco) foi de 1,5%. Os residuos que se encontram em regides desfavoraveis sao
um reflexo das estruturas usadas como molde, e alguns se encontram nas
extremidades da proteina. Sendo assim, o grafico revela uma boa validacdo do
modelo.

Outro grafico gerado pelo PROCHECK de extrema utilidade na avaliacado de
um modelo é o grafico de parametros da cadeia principal, Figura 16. As figuras
sdo compostas por bandas escuras em que a linha interior representa a média dos
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valores em funcdo da resolucédo, e as linhas das extremidades representam o

desvio em relagdo a média. Os valores do modelo sdo marcados por quadrados.

Os parametros avaliados sao: a. Avaliacdo do grafico de Ramachandran, b.

Planaridade da ligacdo peptidica, c. Maus contatos atémicos, d. Distorcdo do

carbono alpha, e. Energia de ligacao de hidrogénios e f. Qualidade estereoquimica

total (Fator G). O eixo vertical de todos os graficos é a resolucdo da proteina em

Angstroms, ja o eixo horizontal é: a. porcentagem de residuos em regides

favoraveis no grafico de Ramachandran, b. angulo de desvio da ligacao peptidica,

c. maus contatos atdmicos a cada 100 residuos, d. &ngulo de desvio do carbono

alpha, e. valor da energia em Kcal/mol e f. valor do fator G.
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Figura 16: Gréficos dos paradmetros da cadeia principal do modelo.
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Pode-se observar que todos os valores estdo dentro das faixas permitidas,
até mesmo a distor¢do do carbono alpha (grafico d), apresentando um valor quase
fora do limiar.

A andlise realizada pelo VERIFY3D avalia a confiabilidade do
enovelamento, determinando os ambientes quimicos de cada residuo do modelo e
atribui scores com referéncia a uma matriz construida a partir de uma analise
estatistica envolvendo as estruturas protéicas do PDB (BOWIE, 1991)(SILVA,
2008). Essa matriz contém trés propriedades que cada residuo apresenta dentro
de cada um dos dezoito ambientes quimicos definidos. A posicao de cada residuo
no modelo 3D é caracterizada pelo seu ambiente quimico, e as preferéncias
estatisticas para cada um dos aminoacidos sdo determinadas para cada um dos
ambientes. Dessa forma o software avalia a compatibilidade da estrutura do
modelo protéico com a sua sequiéncia, através do perfil 3D.

Os valores dos dez primeiros residuos de cada extremidade séao
desconsiderados, e por este motivo se encontram no mesmo patamar de escore
(BOWIE, 1991)(SILVA, 2008).

No gréafico gerado percebe-se que os scores de cada residuo apresentam-
se dentro da faixa considerada aceitavel (entre 0,0 e 0,62), apenas quatro
residuos encontraram-se fora dessa faixa, mas englobando-se na faixa ainda
aceitavel (entre 0,0 e -0,03). Dessa forma, pode-se afirmar que o modelo proposto
esta de acordo com os parametros estereoquimicos descritos anteriormente.

Como o grafico é muito extenso devido ao grande tamanho da proteina, a
Figura 17 contém uma parte do comec¢o da proteina, parte esta que apresentou

grande problema de enovelamento.
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Figura 17: Grafico score x residuos, gerado pelo programa Verify 3D.

Completando a analise estereoquimica utilizou-se o0 WHATIF, responsavel
por avaliar a qualidade do empacotamento. Essa avaliacéo é realizada através do
céalculo do chamado “indice da qualidade de contato”. Este indice é a medida entre
a distribuicao dos atomos ao redor de uma cadeia lateral de um aminoacido e as
distribuicbes equivalentes observadas em proteinas com estruturas resolvidas. Foi
utilizado o médulo Coarse Packing Quality Control do software WHATIF.

Um indice menor do que -5,0 para um residuo significa contatos atémicos
ruins ou incomuns, mas nao necessariamente, uma estrutura incorreta, sendo
necessario uma melhor analisada (VRIEND, 1993)(SILVA, 2008).

O valor médio do indice da qualidade de contato para o modelo protéico
pode ser interpretado da seguinte forma:

e maior que -0,5: 6timo modelo;

e em -0,5: valor médio para um bom modelo;

e entre -1,0 e -0,5: ainda um bom modelo;

e em -1,5: ainda um bom modelo, mas com pequenos erros;

e em -2,0: modelo considerado pobre;

e em -3,0: modelo ruim;

O valor médio do modelo obtido foi de -0,880, sendo assim , 0 modelo obtido é
considerado bom. Ha residuos com indices ruins, mas muitos deles sao reflexos
da baixa qualidade das proteinas modelos seguidas (1SJP e 1TWE3). Como pode
ser observado na Figura 18, os residuos 42 e 58 apresentaram um indice menor

que -5, mas ao analisar os indices dos residuos correspondentes na proteina
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molde observou-se que o indice também era ruim. A Figura 18 contém os indices

apenas dos primeiros residuos da proteina, j& que o arquivo de saida era muito

extenso.

A0 50 15 N S0 B
H
REEES

.4
o
:

11 ATA

13, RRG
14, GLY
15, IET
16, GLU
17, ARG
18, GLY
19, 1EU
20, ASN
21, SER
22, IEU
23, ALM
24, RSP
25, ATA
26, VAL
27, 1¥S
28, VAL
29, THR
30, 1EU
31, GLY
32 PRO
33, 1¥5
34 GLY
35, ARG
36, ASN
37, VAL

1

3)

4)

3)

&)

7)

2)
10)
11)
12)
13)
14)
15)
16)
17)
18)
19)
20)
21)
22)
23)
24)
25)
26)
27)
28)
29)
30)
a1)
32)
33)
34)
as)
36)
a7)

=34
.09z
=1
448
=1z
L4485
. 340

-3

=7

=2
.167
i b
=
-1.
-233
-0.
=0.
=1
2771
.383
-0.
.096
-0.
.633
-932
.071
e P8
=1.
=L
.477
<2
=1s
.161
.148

=3

—4.
i b
=3.
-1.
.780

064

367

528

355

0386
325
318

298
552
537

130

706

485
315
334

033
693

269
556
826
779

38, VAL ( -38) @ 0488
39, . LEU { 89) & -0.497
40, GLO ( 40) : -4.045
F: b ( 41) - 2,534
42 LYS ( 42) : -6.246
43: TER . -43] = =52138
44 GLY [ 44) : -3.461
45, AIR ( 45) = -2.052
46, FRO ( 446) : 0.736
47 THR ( 47) : 0.859
43, ILE { 43) ¢ -0.303
49, THR ( 49) : -0.538
50, ASN {: "568) = =37135
91 -ASP (. “51) = 2.643
52 BLY ( 52) = -1.281
53, VAL ( 53) = -0.031
54 SER (: -54) = -0.113
55, ILE ( 53) = 0.270
56, ALR ( 56) : -0.328
57, LXS { 57) = <=X.i78
58, GLO0 ([ 58) = -4.94a
59 ILE | 59] : -0.569
&0, GLO ( &0) = =-3.524
61, LED ( &1) : -1.660
62, GLU ( 62) : -4.367
63, ASP ( &3) :  2.559
64 _FRO ( 64) : 2.4387
&5 TYR ( 6&5) : -0.210
66, GLU ( 6&6) = -0.925
&7, L¥S ( &7) : -0.959
63 ILE ( 68) = 1.157
69 GLY ( 6&9) : 0.9628
70, AR ( 70) : 1.233
71,610 { 71) =  0.426
T2 LEU (. &) = 0.967
73, WAL ( 73) : -0.149
74, LYS { 74) = 1155
Coarse

Figura 18: Trecho do arquivo gerado pelo

destaque os residuos 42 e 58.

91 ALA
92, THR
93, VAL
94, IED
95 AL
95, GLN
97, ALA
93, 1ED
99, VAL
100, I¥5
101, GLU
102, GLY
103, TEU
104 ARG
105, RSN
106, VAL
107, ALB

Packing Quality Control, do

i 0.107
768) = 0.389
) = 0.100
78) = 0.830
79) = 1.214
a0) = 1.013
81l) s -1.357
82) = -2.566
83) : -3.318
34) @ -0.428
85) = -2.767
8a) = -2.375
B3] =2 1.907
33) = 0.202
89) = 0.043
80) = 1.052
91) iz 1.375
92) = 0.722
93) = 1.291
94) : 1.684
95) = 1.405
96) : 1.767
97) = 1.328
98) : -0.119
99) = 0.127
100) = -0.736
101) = 1.032
1o02) = 0.501
103) = 2.480
104) = 2.621
105) -0.856
106) = -1.313
107) & -3.424
WHATIF, em
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Capitulo 4: Conclusao Final

Os objetivos do projeto foram alcancados, tanto na modelagem da estrutura

secundaria do RNAm, quanto na modelagem da estrutura terciaria da proteina

O estudo estabeleceu a estrutura do RNAm, o que ira favorecer a digestao
de determinadas partes desse RNA, permitindo o uso apenas do ligante,
otimizando estratégias de terapia génica.

Embora a validacdo da estrutura terciaria da proteina aponte alguns
residuos de baixa qualificacdo, a estrutura apresentou um bom enovelamento. Tal
estrutura possibilita a futura determinacdo das seqiéncias mais imunogénicas,
favorecendo assim o desenvolvimento de novas formas vacinais.

Desta forma é possivel concluir que com a modelagem das estruturas em
questao houve um avanco no entendimento dessas moléculas, contribuindo para

futuras pesquisas.
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