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RESUMO

ANALISE ESTRUTURAL E FUNCIONAL in silico DE UMA PR-5 DO TIPO
OSMOTINA DE Physalis angulata COM POTENCIAL ATIVIDADE
FARMACOLOGICA

Andlises computacionais ou in silico mimetizam informacdes bioldgicas para proteinas
deduzidas a partir de suas sequéncias génicas. Estas andlises vém sendo amplamente
utilizadas em Quimica Medicinal para o desenho racional de novos farmacos assistido por
computador e representam poderosas ferramentas para investigar a estrutura e funcdo de
biomoléculas e seus respectivos complexos, quando existem estruturas proteicas
experimentais disponiveis, geradas por cristalografia ou ressonancia magnética, com alta
similaridade com as sequéncias de aminoacidos de interesse. Devido a sua importancia como
proteina antimicrobiana de grande interesse para aplicagdes biotecnologicas, o objetivo deste
trabalho foi realizar a analise estrutural e funcional comparativa de uma proteina PR-5 do tipo
osmotina de Physalis angulata, a partir de sua sequéncia génica, usando estratégias de
bioinformatica. O Programa Swissmodel foi utilizado para construir um modelo
tridimensional para a PaOLP, por meio de modelagem molecular por homologia. O modelo
foi validado pelas analises de ANOLEA, QMEAN6, GROMOS, Ramachandran ¢ ProSa
quanto a energia e localizagdo de residuos de aminoacidos. O modelo proposto para a PaOLP
foi considerado estavel e apresentou representagdo muito préxima da estrutura real da proteina.
A estrutura da PaOLP apresentou sitio ativo com caracteristicas funcionais tipicas para a
familia de proteinas PR-5 do tipo osmotina. PaOLP se ligou fortemente ao receptor de
adiponectina com interacdo comprovada por energias eletrostatica, tendo trés residuos da
PaOLP como hotspot da interagao. PaOLP apresentou elevada similaridade de sequéncia de
aminoacidos com a osmotina de fumo, agonista comprovado para o receptor de adiponectina
humana, tendo os residuos funcionais conservados entre elas. Portanto, PaOLP representa um
bom alvo para ser explorado como agonista alternativo para o receptor da adiponectina, que

esta disponivel e livre de propriedade intelectual.

Palavras-Chave: PaOLP. Adiponectina. Receptor de Adiponectina 1. Docking molecular.



ABSTRACT

STRUCTURAL AND FUNCTIONAL in silico ANALYSIS OF A Physalis angulata
OSMOTIN-LIKE PR-5 WITH POTENTIAL PHARMACOLOGICAL ACTIVITY

Computational or in silico analyzes mimic biological information for deduced proteins from
its gene sequences. These analyzes have been widely used in Medicinal Chemistry for the
rational design of new drugs assisted by computer and represent powerful tools to investigate
the structure and function of biomolecules and their complexes, when there are available
experimental protein structures generated by crystallography or magnetic resonance which
share high similarity with the amino acid sequences of interest. Due to its importance as
antimicrobial protein of interest to biotechnological applications, the aim of this study was to
perform the comparative structural and functional analysis of a Physalis angulata osmotin-
like PR-5 protein, from its gene sequence, using bioinformatics strategies. The Swissmodel
program was used to construct a three-dimensional model for PaOLP through molecular
modeling by homology. The model was validated by analysis of ANOLEA, QMEANG®,
GROMOS, Ramachandran and ProSe in relation to the energy and location of amino acid
residues. The proposed model for PaOLP was considered stable and presented very close
representation of the real structure of the protein. The structure of the PaOLP active site
presented typical functional features for the family of osmotin-like PR-5 proteins. PaOLP
bind strongly to the adiponectin receptor whose interaction was proven by electrostatic energy,
in which three residues of PaOLP were the hotspot of the interaction. PaOLP shared high
amino acids sequence similarity with the tobacco osmotin, proven agonist to adiponectin
receptor, possessing functional residues conserved between them. Hence, PaOLP is a good
target to be explored as an alternative agonist to adiponectin receptor, which is available and

free of intellectual property.

Keywords: PaOLP. Adiponectin. Adiponectin Receptor 1. Molecular Docking.
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1 INTRODUCAO

A utilizagdo da bioinformatica tem sido de extrema importancia na medicina moderna
nesta era pos-gendmica, onde o maior desafio ¢ o desenho racional de estruturas moleculares
para o desenvolvimento de novos farmacos. A partir de sequéncias génicas ¢ possivel predizer
as estruturas primarias, secundarias e terciarias de proteinas alvo, bem como sua interagdo
com outras moléculas proteicas ou ndo. Estas analises in silico podem ser realizadas por meio
de programas que mimetizam informagdes bioldgicas para as proteinas deduzidas, usando
critérios matematicos estatisticos, para investigar a estrutura e funcdo de biomoléculas e seus
respectivos complexos (NAMBRA; SILVA; SILVA, 2008). Dessa forma, o auxilio de
computadores no desenvolvimento de novos farmacos tem proporcionado uma diminui¢ao no
nimero de estruturas sintetizadas e um aumento cada vez mais significativo do grupo de
estruturas que sao testadas, avaliadas e que se tornam medicamentos, contribuindo ainda para
que este processo seja menos lento e dispendioso.

Na busca por novos genes que codificam proteinas com propriedades terapéuticas, em
nosso Laboratdrio foi isolado recentemente um gene PR-5 que codifica uma proteina do tipo
Osmotina, denominada PaOLP (de Physalis angulata “Osmotin-Like Protein”), isolado a
partir do genoma da planta Physalis angulata, presente no Horto Florestal do Centro de
Educacdo e Satde, Campus Cuité da UFCG. A andlise de sequéncias de nucleotideos e de
aminodcidos deduzida de PaOLP revelou caracteristicas conservadas dentro da familia de
proteinas PR-5, tendo sido diagnosticado o posicionamento correto de residuos funcionais
implicados na atividade antimicrobiana de membros desta familia de proteinas (ABREU et al.,
2012).

Na area da agricultura, proteinas PR-5 apresentam elevada importancia como moléculas
com atividade antifingica potente contra fungos e Oomicetos fitopatogénicos e que estdo
envolvidas em respostas de plantas a diversos estresses bidticos e abioticos (THOMPSON et
al., 2006). Entretanto, o grande potencial farmacologico de proteinas PR-5 foi revelado a
partir da demonstracdo in silico e in vivo de que a proteina osmotina de fumo (Nicotiana
tabacum) funciona como agonista do receptor de adiponectina (KADOWAKI; YAMAUCH]I,
2005; MIELE et al., 2011).

A adiponectina ¢ uma proteina plasmatica secretada pelos adipdcitos de humanos com
funcdo relacionada ao aumento da sensibilidade de receptores a insulina, atividade protetora
do sistema cardiovascular, acao antiaterosclerdtica, tendo sua expressao e liberagdo diminuida

em pessoas obesas. Sua relagdo com o sistema adiposo ¢ inversamente proporcional, ou seja,
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quanto mais gorduras apresentam no corpo, menos secretam adiponectina. Pessoas que
apresentam os diferentes niveis de obesidade tendem a apresentar sindromes metabdlicas,
como diabetes II, hipertensdo, aterosclerose e propde-se que a diminui¢ao da secre¢ao de
insulina esteja diretamente ligada a esse quadro (ZHOU et al., 2009).

Portanto, uma vez que a adiponectina esta envolvida em diferentes vias fisiologicas, o
estudo da comparagdo e predicdo da estrutura 3D da proteina codificada pelo gene PaOLP
com a osmotina de fumo pode contribuir para a indicagao de possivel candidato a farmaco,
direcionado para diminuir a obesidade ou aumentar a sensibilidade a insulina, diminuindo
dessa forma o indice de Diabetes Mellitus tipo 2, por exemplo. Além disso, a osmotina pode
ser considerada segura para o consumo humano uma vez que se encontra presente em diversas
plantas, as quais muitas sdo utilizadas para consumo humano como: produtos horticolas,

frutas, nozes (HUANG et al., 2013).
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2. OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

e Realizar a analise estrutural e funcional comparativa de uma proteina PR-5 do tipo

osmotina de Physalis angulata, usando estratégias de bioinformatica.

2.2 Objetivos especificos

e Construir e validar um modelo tridimensional de PaOLP, por meio de modelagem
molecular por homologia;

e Estudar a interacdo de PaOLP com um receptor de adiponectina (ADIPOR1), através de
Docking Molecular;

e Demonstrar os residuos conservados entre as estruturas primarias da osmotina de fumo,

osmotina de tomate e PaOLP, usando o alinhamento multiplo de sequencias.
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3 REFERENCIAL TEORICO

Um grande destaque na producdo e procura de novos farmacos ¢ dado a relagdo proteina-
ligante, proteina-receptor. A relacdo entre uma osmotina codificada por genes de plantas e a
adiponectina produzida pelo tecido adiposo de humano tem se mostrado de grande interesse

para o setor farmacéutico.

3.1 PaOLP: a proteina do tipo osmotina de Physalis angulata

O gene PaOLP foi isolado por ABREU e colaboradores (2012) a partir do genoma
de Physalis angulata, presente no Horto Florestal do Centro de Educacdo e Saude, Campus
Cuité da UFCG.

De acordo com os autores, o gene PaOLP possui 744 pb de comprimento e codifica
uma proteina PR-5 denominada de PaOLP (de Physalis angulata osmotin-like protein). A
sequencia codificadora da PaOLP ndo contém introns e ¢ traduzida como uma proteina
precursora de 247 residuos de aminoacidos de comprimento, que deve ser processada, pela
retirada de um peptideo sinal composto pelos 21 primeiros aminoacidos e de um propeptideo
carboxi-terminal de 19 aminoacidos, em uma isoforma madura com 207 aminoacidos. PaOLP
madura apresenta os 16 residuos de cisteina conservadas que estdo envolvidos em oito pontes
dissulfeto caracteristicas de proteinas PR-5. ABREU et al. (2012) relataram ainda que PaOLP
compartilha significante similaridade de sequencia de aminoécidos, que variou de 62 a 97%,

com proteinas antifingicas do tipo PR-5 disponiveis no Banco de dados GenBank.

3.1.1 Physalis angulata como planta fonte de farmacos

Physalis angulata (Linnaeus 1753), pertence a familia Solanaceae, ¢ nativa da
América do Sul e no Brasil sdo popularmente conhecidas como camapl, baldozinho, jua-de-
capote, bucho-de-ra, camambu, mata-fome, bate-testa e baldo-rajado (MUNIZ et al., 2011). E
original dos Andes, mas atualmente cultivada em varios paises, no Brasil as espécies dessa
planta melhor se adaptam na Amazdnia e no Nordeste (MATOS; 2002).

Trata-se de uma planta herbacea, ereta, medindo 40-70 cm de comprimento
(LORENZI; MATOS, 2008), podendo alcancar dois metros se conduzida por tutoramento,
sendo anual e reproduz-se por semente. As folhas sdo pubescentes, alternas, ¢ as formas

variam de obovada a ovada lanceolada ou amplamente ovalada a estreita eliptica (GONEM et
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al., 2000; SILVA; AGRA, 2005). As flores sdo solitarias, calice soldado até a metade e
permanece nos frutos, a corola ¢ gamopétala amarelada (1/4 do interior do tubo marrom),
anteras azuladas ou violetas, dorsifixas (GONEM et al., 2000; SILVA; AGRA, 2005). Possui
um ciclo relativamente curto, produzindo a maior quantidade de frutos (do tipo baga com
calice crescente) em média aos 90 dias ap6s a semeadura. Os frutos sdo pequenos e redondos,

com coloragdo alaranjada quando maduros envolvidos por sépalas em forma de baldo

(FREITAS; OSUNA, 2006) (Figura 1).

FIGURA 1 — Imagem ilustrativa in situ da planta Physalis angulata no Horto Florestal Olho d’agua da Bica,
Cuité-PB.

Fonte: Abreu (2011). Arquivo pessoal.

O género Physalis constitui um grupo de plantas de grande importancia economica e
social em paises como Coldmbia, México, China e Japao. Este género possui espécies que
produz frutos comestiveis, com alto valor nutricional (presenca de vitaminas A e C) e grande
importancia farmacologica devido a bioprodugdo de substancias complexas com diversas
propriedades terapéuticas comprovadas (LORENZI; MATOS, 2002). A procura do mercado
consumidor por pequenos frutos e novos insumos (fitofarmacos) ou medicamentos
(fitomedicamentos) oriundos de vegetais superiores € vasta e visa atender ao tripé: eficécia,
seguranca e qualidade. No pais, essa procura busca incrementar as pesquisas cientificas com
plantas, em especial aquelas de origem enddgena, como no caso da P. angulata (SILVA et al.,
2005).

A P. angulata ¢ amplamente utilizada na medicina popular como anticoagulante,

antimutagénicas, anti-inflamatdria, antisséptico, analgésico e no tratamento da diabetes, entre
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outros (LIN et al., 1992, CHIANG et al., 1992). Outras atividades foram relatadas, como
atividade moluscicida (SANTOS et al., 2003), citotdxicas contra canceres de mama, figado e
boca (HSIEH et al.,, 2006), além de atividades imunomoduladoras (SOARES, 2006) e
tripanossomicidas. Considerando os efeitos imunomoduladores ¢ anti-inflamatérios da P.
angulata ¢ levando também em consideragdo que a obesidade e a sua associacdo com
estimulos estressores como infecgdes cutaneas e respostas inflamatérias do individuo obeso,
verifica-se a possibilidade do extrato do “camapu” atuar sobre o controle de a ingesta
alimentar a fim de se encontrar novas formas de prevencdo e tratamento da obesidade e das
doengas associadas a ela (NAGAFUGI et al., 2004).

O uso de P. angulata na regido amazonica se faz por meio do cha de sua raiz e folhas
para o tratamento de patologias hepaticas e contra malaria. No Par4, o cha da raiz ¢ utilizado
como analgésico (AMOROZO; GELY, 1988). As tribos indigenas da Amazonia utilizam a
infusdo das folhas como diurético e para diabetes, malaria, ¢ reumatismo (SCHULTES;
RAFFAUF, 1990; DUKE; VASQUEZ, 1994) e usam o suco das folhas, interna e
externamente como vermifugo (RUTTER, 1990; KEMBER; ELZA, 1995). No Brasil, a
espécie ainda é empregada para tratar reumatismo cronico, dermatites e doencas de pele, bem
como no combate a febre, vomito, problemas renais e de vesicula biliar (ALMEIDA, 1993).

A espécie P. angulata apresenta uma varidvel e extensa composicdo quimica, e
grande parte desses componentes ja foram isolados e caracterizados quimicamente, incluindo
alcaléides (BASEY et al.,, 1992); flavondides simples e glicolisados; acidos graxos;
carotenoides (ISMAIL; ALAM, 2001); terpenoides e esterois(SHIM et al., 2002). O principal
grupo de esterdis presente nessa espécie sao as fisalinas, moléculas derivadas do ergostano do
tipo 13,14-seco-16,24 ciclo ergostano, carboxilados em C-15, dentro do género Physalis ja
foram identificadas dezenove fisalinas (MAKINO et al., 1995), sendo que a espécie P.
angulata possui em sua constituicdo as fisalinas B, D, E, F, G, H, I, J, K (CHIANG et al.,
1992).

3.2 Osmotinas de plantas: uma subclasse de proteinas PR-5

Proteinas osmotinas sdao membros da familia de proteinas PR-5, as quais fazem parte
do sistema imune inato de plantas e foram inicialmente descobertas relacionadas com a
patogénese (PR, de Pathogenesis-Related) em fumo (Nicotiana tabacum) (VAN LOON;
VAN STRIEN, 1999). A familia de proteinas PR-5 faz parte de um grupo maior de proteinas
PR, classificado atualmente como PR-1 a PR-17 (VAN LOON; VAN STRIEN, 2002), e
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compreende proteinas vegetais envolvidas em diversos processos tais como 0
desenvolvimento (NEALE et al., 1990), protecdo contra estresse osmoético (LAROSA et al.,
1992) e tolerancia ao congelamento (NEWTO; DUMAN, 2000). Além disso, as PR-5 também
permeabilizam a membrana plasmatica de fungos e oomicetos (ABAD et al., 1996; YUN et
al.,, 1997). A familia PR-5 ¢ multigénica, bastante conservada entre as plantas e animais
(nestes ¢ chamada de PRSL), tais como insetos e nematddeos, indicando que possuem um
importante papel na rota evolutiva desses organismos (SHATTERS et al., 2006).

Portanto, a grande importancia de se estudar proteinas PR-5 estd na sua diversidade
de fungdes. A maioria das proteinas PR-5 tém largo espectro especifico de atividade
antifungica e isso se deve ao reconhecimento do alvo através de sua interagdo com os
componentes da superficie celular do patogeno (NARASIMHA et al., 2003; VERONESE et
al., 2003).

As osmotinas sao proteinas PR-5 basicas de aproximadamente 26 kDa. A alta
similaridade na seqiiéncia peptidica de proteinas de diferentes espécies com a osmotina do
tabaco faz com que essas proteinas sejam comumente denominadas na literatura de osmotin-
like proteins (OLPs) (SINGH et al., 1987). Como outras proteinas da familia PR-5, as
osmotinas podem atuar permeabilizando as membranas celulares dos fungos, o que impede a
manuten¢do do gradiente de pH, resultando em prejuizo para o desenvolvimento do patdégeno
(YUN et al., 1997) sendo capazes de inibir o crescimento in vitro de varios patégenos, que
acometem plantas, caracterizadas como proteinas com atividade antiflingicas. Neste sentido,
proteinas do tipo osmotinas possuem interesse para aplicagdes biotecnoldgicas na agricultura,
visando resisténcia a fungos fitopatogénicos economicamente importantes, mas também tém
sido estudadas como antifungicos para doengas em humanos e animais, uma vez que osmotina
induz apoptose em leveduras (NARASIMHA et al., 2003).

Atualmente preconiza-se ¢ tem-se resultado da similaridade da osmotina com a
estrutura da adiponectina, sendo esta capaz de mimetizar a acdo dessa proteina humana,
responsavel pela perda de peso e reducdo da ocorréncia de doencas cardiacas, diabetes e
alguns tipos de tumores. A proteina osmotina tem um receptor especifico de membrana
codificado pelo gene ORE20 / PHO36 (YOLO002c) que codifica uma proteina semelhante a
um receptor transmembrana de sete dominios, receptor ao qual a adiponectina se liga para
exercer sua agdo. Em particular, o produto de ORE20 / PHO36 liga especificamente a
osmotina na membrana plasmatica e controla a morte celular através de uma via de
sinalizacdo RAS2. Estas observagdes abriram discussdes para questdes interessantes uma vez

que o homoélogo de mamifero de PHO36 ¢ um receptor para o hormonio adiponectina humana
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(ADIPOQ). A osmotina pode induzir fosforilagio AMP quinase em midcitos C2C12
mamiferos via receptores de adiponectina (NARASIMHAN et al., 2005). Dessa forma a
osmotina ¢ vista, segundo Miele et al. (2011), como uma molécula util para isolar um
peptideo que pode ser utilizado como um modelo para desenhar novas moléculas com fungdes

agonista no receptor de adiponectina.

3.3 Adiponectina: O hormonio de humanos mimetizado pela osmotina de N. tabacum

A adiponectina foi originalmente identificada como uma proteina expressa e
produzida por adip6citos 3T3-L1 de rato (SCHERER et.al., 1995). Seu homologo humano foi
conhecido em 1996, recebendo a denominagdo de APMI (adipose most abundant gene
transcript 1), além de outras denominagdes como AdipoQ, GBP28 (gelatin binding protein of
28kDa), ApnQ e a sua designacdo mais usada adiponectina (Apn) (MAEDA et al., 1996). A
curiosidade acerca da adiponectina comegou quando se notou a diminui¢do de seus niveis
séricos em pessoas obesas, 0 que parece paradoxal uma vez que esse hormonio ¢ secretado
pelos adipocitos. Seus niveis diminuem ainda mais quando se trata de pessoas com doengas
coronarias, além de sua diminui¢do ter grande impacto na dessensibilizagcdo dos receptores de
insulina. Da mesma forma, altos niveis sanguineos de adiponectina tém sido relacionados
positivamente com melhoras na sensibilidade a insulina e pela expressdao de pelo menos dois
de seus receptores da membrana celular: AdipoR1 e AdipoR2 (Figura 2). Individuos obesos
tendem a apresentar niveis elevados do receptor AdipoR1, como forma compensatoria aos
reduzidos niveis de adiponectina sérica, comparados com pessoas eutréficas (BLUHER et al.,
2006).

Os dois receptores de adiponectina sdo conservados de levedura ao homem.
Enquanto AdipoR1 foi encontrado constitutivamente expresso e em niveis mais abundantes
em musculo esquelético, AdipoR2 foi expresso mais abundantemente no figado de ratos.
Estes dois receptores apresentam sete dominios transmembranas, mas sao estrutural e
funcionalmente distintos de receptores transmembranas acoplados a proteinas G. AdipoR1 e
AdipoR2 parecem ser proteinas de membrana integrais; onde o N-terminal ¢ interno e o C-
terminal ¢ externo - com topologia oposta a de todos os outros receptores transmembrana
acoplados a proteina G ja descritos (KADOWAKI; YAMAUCH]I, 2005).

Os receptores transmembrana sdo caracterizados por apresentar natureza proteica,

sob a forma de cadeias polipeptidicas apresentando disposi¢cao ou dominios caracteristicos.
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Uma das configuragdes mais frequente ¢ a representada pelo dobramento do polipeptideo em
sete algas ou dominios, ou segmentos de aminoacidos, com as regides hidrofobicas em forma
de a-hélice transmembrana, assumindo no interior da membrana um aspecto serpentiforme.
Os dominios transmembrana encontram-se interligados por trés alcas hidrofilicas
intracelulares, e para cada dominio transmembrana do tipo heptahelicoidal existe 20 a 30
aminoacidos hidrofobicos. A fosforilagdo do receptor ocorre normalmente em sua parte
citoplasmatica. Além disso, as cadeias polipeptidicas dos receptores apresentam um grupo
terminal aminico extracelular e um carboxilico intracelular. As extremidades aminicas
extracelulares possuem residuos de acuicar acoplados a aminoacidos especificos e

eventualmente ¢ a regido capaz de interagir com um ligante (Carvalho et al., 1997).

FIGURA 2- Ilustragdo de vias de respostas a ativagdo dos receptores de adiponectina, ADIPOR1 ¢ ADIPOR2.
PPARs, Receptores activados pelo proliferador peroxissoma. MAPK, proteina quinase ativada por mitogeno.
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Acreditava-se que a adiponectina era produzida exclusivamente por adipodcitos do
tecido adiposo branco, mas estudos apontam que também ¢ produzida pelo castanho.
Codificada pelo gene presente no cromossomo3q27 (VASSEUR et al., 2003), tendo 244
amino-acidos dispersos por 4 diferentes dominios: um peptideo sinalizador no N terminal,
uma regido variavel (sem homologia entre diferentes espécies) (TSAO et al., 2002), uma
regido de colageno (homdloga aos colagenos VIII e X) e um dominio globular no terminal C.
Este ultimo partilha homologia sequencial com o fator complemento Clq, sendo a
adiponectina incluida na familia de proteinas de dominio globular C1q, bem como homologia

estrutural com a familia de citocinas TNFa, como comprovado por cristalografia de raio-X,
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sugerindo uma ligagdo evoluciondria entre os membros da familia TNFa e a Apn (BERG et
al., 2002).

Logo apods sua sintese, sofre glicosilagdes e hidroxilacdes pos-traducionais
originando oito diferentes isoformas. Onde, seis delas sdo glicosiladas nomeadamente no
dominio colagénio (WANG et al., 2002). A Adiponectina glicosilada revelou-se
funcionalmente mais potente que o seu equivalente bacteriano ndo glicosilado, sugerindo que
estas alteragdes pos-traducdo podem ser necessdrias para uma Otima atividade bioldgica
(NEDVIDKOVA et al., 2004).

A adiponectina apresenta como unidade bésica trés moléculas ligadas pelos dominios
globulares. Estes trimeros ligam-se entdo pelos dominios coldgenos em pares (Apn de baixo
peso molecular) ou em oligdbmeros de quatro ou seis trimeros (Apn de alto peso molecular)

(SCHERER et al., 1995) (Figura 3).

FIGURA 3 - Adiponectina em suas configuragdes monomeérica, dimérica e oligomérica
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Fonte: GUERRE-MILLO (2004).

As interagdes envolvendo tanto as ligagdes entre os dominios colagenos como os
globulares sdo importantes para garantir a estabilidade e atividade das formas multiméricas
(CHANDRAN et al., 2003). A adiponectina circulante no plasma ¢ abundante (5 a 30 pg/mL)
representando cerca de 0,01% das proteinas plasmaticas, sendo essa porcentagem tanto de
Apn de alto peso molecular (fAd), como em fragmentos de dominio globular (gAd)- Além da
interferéncia da obesidade na secrecdo de adiponectina, diminuindo seu nivel, outras
substancias também exercem esse efeito, como glicocorticoides, agonistas P-adrenégicos e
TNFa. Assim como seu aumento € observado na exposicdo ao frio, excisdo das glandulas
supra-renais ( FRUEBIS et al., 2001) Atualmente, notou-se que a administracio de
adiponectina recombinante diminuiu a glicemia e a resisténcia a insulina em modelos de ratos

obesos ou diabéticos. O efeito da adiponectina na melhoria da sensibilidade a insulina ¢
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mediado, pelo menos em parte, por um aumento da oxidagdo de gordura por ativacdo da
enzima adenina monofosfato quinase, em musculos esqueléticos, semelhante a a¢ao sinalizada
pela propria insulina. Enzima que também ¢ ativada no figado, resultando na reducdo da

produgdo de glicose hepatica.

3.3.1 Caracterizacao do tecido adiposo

O tecido adiposo ¢ caracterizado como tecido conjuntivo constituido
predominantemente por adipdcitos, contendo também matriz extracelular, fibras nervosas,
estroma vascular, leucdcitos, fibroblastos e pré-adipdcitos. Como fungdo principal apresenta o
armazenamento energético, o isolamento térmico, a protecao contra traumatismos € a secre¢ao
de proteinas e peptideos bioativos que podem ter agdes autocrinas, paracrinas e enddcrinas
(COSTA et al., 2006). Nos mamiferos distinguem-se dois tipos de tecido adiposo, o branco e
o castanho, cada qual com suas funcdes fisioldgicas. O tecido adiposo branco apresenta como
funcdo o armazenamento de energia na forma de triglicerideos e em situacdes de déficit
energético (como o jejum) fornece acidos graxos para a circulagdo. O tecido adiposo castanho
¢ especializado na termogénese a partir da oxidacdo de acidos graxos, pela presenca da
proteina desacopladora da fosforilagdo oxidativa termogenina (UCP1) (TIRABY et al., 2003).
Em 1987 foi identificada uma agdo dos adipocitos no metabolismo dos esteroides sexuais
(SIITERI 1987). Em 1994, a descoberta da leptina veio estabelecer definitivamente o tecido
adiposo como 6rgao endécrino (ZHANG et al., 1994).

Numerosas substancias identificadas sdo produzidas pelo tecido adiposo o fator de
necrose tumoral alfa (TNFa), a interleucina 6 (IL6), os acidos graxos ndo-esterificados (non
esterified fatty acids; NEFA), a proteina estimuladora da acilacdo (acylation stimulating
protein; ASP), a proteina quimiotatica dos mondcitos (monocyte chemotactic protein 1; MCP-
1), a adiponectina, que constitui um novo alvo terapéutico na prevencgdo e no tratamento das
doencas cardiovasculares, resistina, visfatina, entre outras (AHIMA, 2006).

As adipocinas podem ser polipeptideos ou fatores ndo proteicos, com agdo em varias
funcdes incluindo o sistema imune (fatores do complemento e haptoglobulina), endocrino
(leptina, hormonios sexuais, fatores de crescimento), metabdlico (4cidos graxos, adiponectina
e resistina) e cardiovascular (angiotensina e inibidor da ativacdo do plasminogénio-1)

(KOUGIAS, 2006).
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A adiponectina ¢ a adipocina mais abundante produzida pelo tecido adiposo, com
acgoes relevantes no sistema cardiovascular ¢ enddcrino. Por outro lado, os niveis séricos de
adiponectina estdo alterados em varias doengas cardiovasculares e metabodlicas (doenca
coronaria, diabetes mellitus tipo 2), fazendo com que esse peptideo apresente valor

prognostico.

3.4 Bases da interacio proteina-proteina

Nesses ultimos anos, varios métodos para predizer interagdes proteicas foram
propostos. Compreender a capacidade e as limitagdes desses métodos ¢ fundamental para o
desenvolvimento de abordagens melhores, e para a maior compreensdo da natureza dessas
interagdes. Elucidar redes de interagdes de proteinas ¢ um dos principais objetivos da
gendmica funcional para organismos plenamente sequenciados, a identificagdo das interagdes
de pares de dominios ¢ um passo importante para a compreensao das interagdes proteina-
proteina (EISENBERG et al., 2000).

O estudo da estrutura-atividade de possiveis moléculas terapéuticas tem ganhado
forca nas ultimas décadas, desde a producdo do primeiro computador de uso multiplo e
criagdo do Protein Data Bank (PDB) entre as décadas de 60 e 70. Nessa ocasido, foi
descoberto o primeiro farmaco através de estrutura, um anti-hipertensivo cujo mecanismo de
acdo baseia-se na inibicdo da enzima conversora de angiotensina (ECA), o medicamento se
encontra no mercado e ainda € o fArmaco de primeira escolha para tratamento de hipertensao
por alguns médicos, o captopril (LIMA, 2007).

As proteinas interagem umas com as outras de uma maneira altamente especifica, e
as interagdes proteina-proteina desempenham um papel fundamental em muitos processos
celulares, em particular, a distor¢do de interfaces de proteina podem levar ao desenvolvimento
de varias doengas. Para entender os mecanismos de reconhecimento das proteinas em nivel
molecular e para desvendar o quadro global de interagdes entre proteinas na célula, diferentes
técnicas experimentais tém sido desenvolvidas. Algumas delas caracterizam as interagdes
individuais de proteinas, enquanto outras avangaram para o rastreamento de interagcdes em
escala gendmica (SHOEMAKER et al., 2007).

A predi¢ao de interacdes proteina-proteina € um campo combinado da bioinformatica
e da biologia estrutural numa tentativa de identificar e catalogar interagdes entre pares ou
grupos de proteinas. Compreender estas interacdes € essencial para investigar as vias de

sinalizagdo intracelular. A partir de dados produzidos por técnicas experimentais, varios
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métodos computacionais tém sido desenvolvidos com a finalidade de predi¢do das interagdes
proteina-proteina (MIRZAREZAEE et al., 2011).

As investigagdes sobre a estrutura espacial da proteina sugerem que a unidade
fundamental da estrutura da proteina ¢ um dominio, esta regido de uma cadeia polipeptidica
dobra-se em uma estrutura distinta que fornece a funcionalidade bioldgica da proteina

(EKMAN et al., 2005).

3.5 Modelagem molecular

Trata-se de uma metodologia que visa determinar distancias interatdmicas e
densidades eletronicas de moléculas de interesse bioldgico, estudar o equilibrio
conformacional das biomoléculas definindo as conformagdes potencialmente bioativas,
explicar racionalmente as atividades farmacoldgicas de substancias e definir, confirmar ou
descartar hipoteses para o mecanismo de agdo em nivel eletronico e molecular de diversos
farmacos, identificar interagdes especificas entre farmacos e receptores, definindo os
grupamentos farmacoforicos (MOTTA NETO et al., 1992).

Define-se Modelagem Molecular como o conjunto de técnicas da Quimica
Computacional que permite prever, dentre outras coisas, a estrutura e a energia de diferentes
estados de um mesmo sistema molecular, assim como suas variacdes ao longo de uma reagao
quimica. Portanto, estruturas com tempos de vida muito curtos, tais como intermediarios de
reacdo ou estados de transi¢do hipotéticos podem ser modelados e suas propriedades
“medidas” com relativa facilidade, através da modelagem de sua estrutura permitem-se isola-
la e “congela-la” virtualmente (SANT’ANNA et al., 1995).

A informagdo acerca da estrutura de uma proteina estd armazenada na sequéncia de
seu gene, presente nos cromossomos de um organismo. A estrutura nativa, que ¢ uma
macromolécula estdvel em condi¢des fisiologicas formadas por ligagdes peptidicas entre
aminoacidos, que apesar de ser estdvel ndo ¢ estatica; muitas vezes a fungdo dependera da
flexibilidade desta molécula (CAPRILES et al., 2014). As proteinas na sua forma nativa
devem apresentar caracteristicas como baixa energia livre e uma relevancia bioldgica, para
que a cadeia assuma suas fungdes no meio onde se encontra.

Utiliza-se muito atualmente duas técnicas principais para determinacdo experimental
da estrutura tridimensional de uma proteina, que pode ser via técnica de cristalografia por
difracdo de raios-X e a técnica de Ressondncia Magnética Nuclear (RMN). Entretanto, essas

técnicas apresentam algumas limitacdes que variam de acordo com cada tipo de proteina,
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como a demora no isolamento e purificagdo, assim como o tempo gasto para isso, que pode
levar anos. Sdo processos muito caros e alguns desses problemas podem tornar o método
experimental nao confiavel.

Dessa forma, os métodos computacionais vém se tornando cada vez mais utilizados
para predi¢do de proteinas, o que trard um maior embasamento para que a parte experimental
seja realizada de forma mais adequada, visando um resultado previamente determinado. 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 orientagdo de
energias, gerando multiplas conformagdes possiveis de onde os modelos finais sdo
selecionados (NICOLAU JUNIOR, 2013). Essa metodologia requer trés elementos: uma
representacdo da geometria da proteina, uma fun¢do potencial e uma técnica de busca do
espaco da superficie da energia livie (OSGUTHORPE, 2000). Sao calculadas as energias
envolvidas no processo de enovelamento, baseada em hipoteses termodinamicas na qual
indica a estrutura com menor energia global livre (MURZIN et al., 1995). Esse método pode
ser empregado para predigdo de estruturas, nas quais ndo se sabe detalhes de sua estrutura
(OSGUTHORPE, 2000).

A modelagem Threading ¢ uma metodologia que consiste na entrada de uma
sequéncia de aminoacidos, sem estruturas caracterizadas, 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 ndo podem ser descobertas por alinhamento de sequéncias padrio (GIBAS;
JAMBECK, 2001). Esse tipo de modelagem molecular in silico simula solu¢des de problemas
cientificos relacionados a estrutura proteica, elaborando informagdes relevantes a
posicionamento ¢ relacionamento dos aminoacidos para sua descri¢ao, ¢ um problema
sofisticado que resulta em um elevado namero de variaveis fisico-quimicas a serem
manipuladas, sem contar as inimeras variaveis conhecidas e desconhecidas envolvidas no
enovelamento (MENETTI, 2006).

A modelagem por homologia ¢ feita através da sobreposi¢do de uma proteina com a
estrutura tridimensional previamente determinada experimentalmente e depositada no banco
de dados PDB, que tenha uma alta similaridade, para que a modelagem in silico seja o mais
proximo do real possivel. Trata-se de uma area multidisciplinar que visa estabelecer modelos

confidveis para estruturas bioldgicas e firmacos (MENETTI, 2006). A modelagem por essa
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técnica ¢ realizada utilizando uma ou mais proteinas-molde através de estruturas
experimentalmente resolvidas de um banco de dados, como o PDB, que tenha uma identidade
acima de 25% com a proteina a ser modelada. A escolha da proteina-molde (template) ira

depender da identidade, similaridade e da resolugdo estrutural (DORN, 2008).

3.6 Docking molecular

Docking molecular ou ancoramento molecular ¢ uma ferramenta para predicao de
possiveis interagdes entre as moléculas. Segundo Guedes, Magalhaes e Dardenne (2014), para
compreensdo de mecanismos celulares ¢ necessario determinar e compreender interacdes
entre macromoléculas ou entre macromoléculas e uma pequena proteina ligante, podendo essa
atuar como agonista/antagonista ou substrato/inibidor em determinado processo fisiolégico.

Este tipo de interagdo pode ocorrer entre proteinas, carboidratos ou outras moléculas.
A previsdo do modo de ligacdo e dos detalhes do reconhecimento molecular proteina-proteina
e receptor-ligante assume cada vez mais papel de destaque em pesquisa associadas a satde e a
biotecnologia (FELTRIN et. al., 2010).

As metodologias computacionais de docking proteina-ligante estdo baseadas no
modelo chave-fechadura, proposto por Emil Fischer em 1894. Neste modelo, o receptor
proteico ¢ associado a uma “fechadura”, e seu sitio de ligacdo ¢ considerado como o “buraco
da fechadura™. A possivel “chave da fechadura” é o ligante, e a interacdo entre o ligante ¢ a
proteina estd relacionada a uma das possiveis acdes de “abrir” ou “trancar” a porta. O modelo
chave-fechadura, contudo, induzia uma interpretagdao de que a “fechadura”, representada pela
molécula receptora, ¢ rigida, porém no meio biolodgico tanto o ligante quanto a proteina sdao
flexiveis, podendo modificar a sua conformagao durante o processo de formagdo do complexo
receptor-ligante. Uma visdo mais adequada deste processo ¢ denominada de encaixe induzido,
onde tanto o ligante quanto a proteina se adaptam um ao outro durante o processo de
reconhecimento molecular. De fato, a flexibilidade de uma proteina estd diretamente
associada a sua atividade, seja na catalise de reagdes enzimaticas, na transdu¢do de sinais, no
transporte através de proteinas de membrana, ou em mudangas conformacionais associadas a
formas ativas e ndo ativas de proteinas (GUEDES et. al., 2014).

As associagdes entre moléculas biologicamente relevantes desempenham um papel
central na transdugdo de sinais. Além disso, a orientagdo relativa de dois parceiros
interagentes pode afetar o tipo de sinal produzido. O processo de docking molecular simula o

curso natural da interacdo de um ligante no sitio ativo de um receptor por via de menor



31

energia por meio da complementariedade quimica entre as estruturas. Através dessa interagao

e por ferramentas de bioinformatica, ¢ possivel estimar a energia média da interagdo receptor-

ligante (SOUSA, 2011) (Figura 4).

FIGURA 4 - O processo de docking molecular permite avaliar a energia de ligagao (AG) entre duas moléculas.

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

O docking ¢ til para predizer tanto a for¢ca quanto o tipo de sinal produzido. Sendo
essa técnica usada frequentemente para predizer a orientagdo de ligacdo de pequenas
moléculas candidatas a farmacos aos seus alvos proteicos a fim de predizer a afinidade ¢ a
atividade da molécula menor. Desempenhando um papel importante no desenvolvimento

racional de farmacos (FELTRIN et. al., 2010).


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

4.1.1 Modelagem da PR-5 PaOLP de Physalis angulata

Para constru¢do do modelo tridimensional da PR-5 foi adotado a técnica da
modelagem por homologia, que se baseia na similaridade sequencial e estrutural entre
proteinas homodlogas e com isto utiliza uma ou mais estruturas de proteinas ja elucidadas
como referéncia para determinar a estrutura 3-D de uma determinada sequéncia-alvo primaria
(GIBAS; JAMBERCK, 2001). A modelagem por homologia parte da premissa de que as
semelhancas estruturais entre familias de proteinas sdo ainda mais conservadas que as
semelhancas sequenciais. Deste modo, proteinas com homologia comprovada sdao admitidas
como ideais para modelagem comparativa.

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. O modelo foi construido
com auxilio do servidor automatico Swiss-model (http://swissmodel.expasy.org/interactive)
(ARNOLD et al., 2006) utilizando a ferramenta Automated mode. A visualizagdo do modelo
foi realizada através do servidor VMD (Visual Molecular Dynamics) (HUMPFREYet al.
1996). Apods analise do output foi escolhido como template uma taumatina do tomate
(Solanum licopersium,; PDB 2I0W), por apresentar os maiores valores de identidade (95%),

similaridade (98%) e uma boa resolucio (2.5A), ja que ¢ aceitdvel uma resolugio de até 3.5A.

4.1.2 Validacao do modelo

A estrutura tridimensional obtida teve sua qualidade local dos aminoacidos analisada
pelos campos de forca ANOLEA (MELO; FEYTMANS, 1998) e OMEAN (BENKERT;
BIASINI; SCHWEDE, 2011). A qualidade global da proteina foi determinada pelo Dfire (ZHOU;
ZHOU, 2002) e OMEAN6 (BENKERT et al., 2008). A qualidade estereoquimica foi acessada
pelo diagrama de Ramachandran, o qual foi obtido através do PROCHECK (LASKOWSKI et al.,
1993).


http://swissmodel.expasy.org/interactive)
http://swissmodel.expasy.org/interactive)

33

4.1.3 Predicao do sitio ativo

Para localizar a regido potencialmente catalitica da PaOLP, o modelo construido foi

analisado através do servidor Ghecom (http://strcomp.protein.osaka-u.ac.jp/ghecom/)

(KAWABATA, 2010). Este servidor detecta cavidades na superficie da estrutura proteica
através de calculos matematicos da morfologia molecular. O output gera cinco possiveis

clusters, sendo o cluster]l o mais provavel a ser o sitio de ligacdo da proteina.

4.2 Docking Molecular

Para o experimento de docking foi selecionado receptor de adiponectina humano 1
(ADIPOR1) do PDB (3WXV). A osmotina foi obtida do arquivo .pdb do modelo teodrico
gerado neste estudo. Para o docking proteina-proteina o receptor de adiponectina foi tratado
como a molécula receptora e a PAOLP como a molécula ligante. Ambas as proteinas foram
submetidas ao servidor ClusPro (http://cluspro.bu.edu/home.php) (COMEAU et al., 2004)
para obtengdo dos complexos. O melhor complexo do ranking (clusterl) foi submetido a
ferramenta  HSPred  (Protein-protein  hotspot  residue prediction) do  servidor
(http://bioinf.cs.ucl.ac.uk/structure) (MORROW, 2012) para identificagdo dos residuos que
participavam da interface proteina-proteina. As analises visuais foram feitas no VMD (Visual

Molecular Dynamics) (HUMPHREY, DALKE, SHULTEN, 1996).

4.2 Analise comparativa da similaridade de sequéncias

A sequéncia de aminoacidos deduzida da regido madura de PaOLP foi comparada
com outras proteinas PR-5 usando a ferramenta BLASTp
(http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi) e, para visualizagdo de residuos conservados entre as
proteinas PaOLP, osmotina de fumo e osmotina de tomate, foi realizado um alinhamento
multiplo de sequéncias usando 0 Programa ClustalW

(http://www.ch.embnet.org/software/Clustal W.html).


http://strcomp.protein.osaka-u.ac.jp/ghecom/
http://cluspro.bu.edu/home.php)
http://cluspro.bu.edu/home.php)
http://bioinf.cs.ucl.ac.uk/structure)
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi)
http://www.ch.embnet.org/software/ClustalW.html)
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

Este trabalho descreve, pela primeira vez, a caracterizagdo estrutural e funcional
comparativa in silico de uma proteina PR-5 do tipo osmotina isolada de Physalis angulata,
denominada PaOLP. Trata-se de um estudo computacional de modelagem molecular a partir
da sequencia do gene PaOLP, onde a sequéncia primaria da proteina deduzida madura foi
examinada com potencial para farmacos, tendo como foco o seu envolvimento em interacao
com o receptor de adiponectina (ADIPORI1), considerando sua importancia como agonista
desse receptor, devido a sua homologia funcional ao hormdnio humano adiponectina sensivel

a insulina.

5.1 Caracterizacio da estrutura 3D de PaOLP

Um modelo tridimensional in silico foi proposto para a proteina PaOLP deduzida
madura usando a estratégia de modelagem comparativa, por meio do servidor Swiss-model
(http://swissmodel.expasy.org/interactive) (ARNOLD et al., 2006) (Figura 5). A estrutura 3D
de PaOLP proposta ¢ composta por trés dominios (I, II e III), caracteristicos dos membros da
familia PR-5 do tipo osmotina (KOIWA et al., 1999). O dominio I ¢ do tipo B-sanduiche,
formado por fitas beta, apresentando também duas pontes dissulfeto e uma terceira ponte
compartilhada com o dominio II. O dominio II ¢ formado por quatro alfa-hélices e duas fitas
beta, contendo além da ponte compartilhada com o dominio I mais trés pontes de dissulfeto.
J& o dominio IIT ¢ composto por duas fitas-beta e duas pontes dissulfetos. A proteina possui
em sua estrutura um total de oito pontes de dissulfeto, originadas pela presenca das dezesseis
cisteinas que a compoe (Figura SA).

Este modelo foi proposto a partir da maior similaridade estrutural encontrada no PDB,
que foi com a osmotina de Solanum lycopersicon (ID 2I0W), cuja sobreposi¢do gerou uma
energia de DFire de -225,42, determinante da qualidade global da estrutura e estabilidade
(Figura 5B). Devido a este critério, o modelo proposto para PaOLP foi considerado 6timo por
apresentar uma alta energia negativa. A energia de DFire ¢ uma funcdo de pontuacdo que
baseia-se nos angulos de orientacdo envolvidos em interagdes dipolo-dipolo (MURZIN, 1995).
Para um modelo ser considerado bom, quanto menor sua energia melhor, indicando sua
capacidade de se manter na forma ativa (RANGWALA et al., 2011). Isto porque, para
proteinas, uma alta energia negativa ¢ um requisito para manter-se em estado ativo sem a

necessidade de gastar muita energia.


http://swissmodel.expasy.org/interactive)
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FIGURA 5 - Modelo 3D proposto para PaOLP. A- Representacdo em faixas (Ribbon) obtida através do
VMD, mostrando os trés dominios: Azul (I), Laranja (II) ¢ Rosa (III), em amarelo estdo destacadas as oito pontes
dissulfeto. B - Sobreposi¢do estrutural entre o modelo teérico (azul) e o molde PDB ID 2I10W (vermelho). Valor

de RMSD (Root mean-square deviation) de 0,06 A.

Darninio |

Dominie 11

Fonte: Dados da pesquisa

5.2 Qualidade do modelo proposto para PaOLP

Para validar a qualidade local dos aminoacidos na estrutura 3D proposta para PaOLP
foram utilizados trés métodos de avaliagdo da energia em funcdo da estrutura secundéria
(ANOLEA, QMEAN e Gromos). Além desses, utilizou-se ainda o0 método Ramachandran que
avalia a qualidade estereoquimica do modelo.

A analise dos dados obtidos a partir dos graficos do ANOLEA (Avaliagdo Ambiental
Atomica Nao-local) para o modelo 3D da PaOLP revelou regides que apresentam energia
positiva, desfavoraveis, mas consideradas aceitdveis por estarem em regides de alca, as quais
muitas vezes nao estdo relacionadas as fungdes cataliticas da proteina (Figura 6). A
importancia da ANOLEA esta na determinagcdo de onde ha aminoacidos em zonas de maior
energia (em numero e porcentagem) e quais sdo eles, além de calcular um valor de Z-score,
que ¢ ideal que seja negativo (UFRGS, 2011). Dessa forma, a ANOLEA indica a qualidade do
modelo de acordo com a energia gerada por cada aminoacido na proteina. A observacao de
energia positiva no modelo nos revela condigdes desfavoraveis de energia no sistema, que

podem estar associadas a erros ou regides especificas de cada familia de proteina (MELO;
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FEYTMANS, 1998). Os dados da energia gerados por ANOLEA foram confirmados pelas
analises de QMEAN e Gromos (Figura 5).

FIGURA 6 - Validacdo da qualidade do modelo da PaAOLP com base na estrutura secundaria (DSSP). Em

ANOLEA ¢ GROMOS em verde destacam-se os residuos em conformagio favoravel, o vermelho sinaliza os

residuos em conformacdes desfavoraveis. Para o QMEAN a curva segue em um gradiente de cores de azul
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Fonte: Dados da pesquisa.

Os dados da comparagao dos seis parametros de QMEAN para o modelo proposto de

PaOLP com os scores de estruturas do mesmo tamanho depositadas no PDB indicaram que a

estrutura ¢ satisfatoria, ja que revelou um valor de QMEAN score de 0,80 e um Z-score de

0,36 (Figura 7). Uma vez que a avaliagdo do QMEAN fornece um score que varia de 0 a 1,

sendo os valores mais proximos de 1 correlacionados com melhor qualidade do modelo, € que

o valor do Z-score refere-se a comparagdo do modelo em questdo com outras estruturas

depositadas de mesmo tamanho (UFRGS, 2011), o modelo de PaOLP ¢ considerado 6timo do
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ponto de vista termodinamico e de qualidade estrutural, por apresentar valores proximos a

proteinas ja elucidadas experimentalmente, portanto, confidvel.

FIGURA 7 - Comparac¢do do QMEANG scores obtidos para o modelo de PaOLP com os scores de estruturas do

mesmo tamanho depositadas no PDB.
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Fonte: Dados da pesquisa.

Na Tabela 1 estao apresentados os dados de raw scores e Z-scores da analise dos 6
parametros QMEAN para o modelo tedrico de PaOLP, confirmando que o modelo é confidvel.
O score global do QMEAN ¢ uma combinagdo linear de seis termos estruturais utilizando
potenciais estatisticos. Os resultados do Qmean6 contém 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 o Z-score é a comparacdo do valor de Z (teste Z) com
uma populagdo amostral seguindo uma distribui¢do normal. O QMEAN6 ¢ um score
confiavel para todo o modelo, que pode ser utilizado a fim de comparar e classificar

qualitativamente os modelos experimentais ¢ computacionais (BENKERT et al., 2008).
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TABELA 1 - Dados de raw scores ¢ Z-scores da analise dos 6 parametros QMEAN para o modelo tedrico de

PaOLP.
Score Raw score Z-score
Energia de interag¢do C-beta -67.37 -1.20
Energia de todos os pares de Atomos -4850.08 -0.99
Energia de solvataciao -14.71 -0.85
Energia das torsdes angulares -64.85 0.46
Conformacao de estrutura secundaria 75.8% -1.16
Acessibilidade ao solvente 83.1% 0.63
QMEANG score 0.804 0.36

Fonte: Dados da pesquisa

De acordo com o diagrama de Ramachandran para o modelo de PaOLP, 88,3% dos
residuos adotaram uma conformacdo energeticamente favoravel, ou seja, ndo apresentaram
impedimento na sua conformagdo esterecoquimica (Figura 8). Os aminoacidos que
correspondem as folhas betas e alfa-hélices estdo localizados em regides tidas como
favoraveis, ha alguns aminodcidos que fazem parte de regides de alca ou loops em regides
menos favordveis e permitidas, nas regides proibidas ndo se encontra nenhum aminoécido do
modelo, com exce¢do dos residuos de glicina (representados em tridngulos no diagrama) o
que ¢ considerado aceitdvel uma vez que a estrutura peptidica desse aminodcido, cadeia
lateral simples, nao provoca impedimento estereoquimico que possa vir a atrapalhar a
conformagdo da proteina (Figura 8).

O grafico de Ramachandran representa a conformag¢do do esqueleto da cadeia
polipeptidica e é descrito pela enumeragao dos valores de @ (phy) e v (psi) para cada residuo.
Entre o carbono alfa e o grupo amina de um peptideo tem-se um angulo de torcdo @, entre o
carbono alfa e o carbono beta tem-se um y e ¢ através desses angulos que se determina o
quanto a molécula em estudo pode se conformar sem que haja formacdo de regides

desfavoraveis (LASKOWSKI et al., 1993).
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FIGURA 8 - Diagrama de Ramachandran indicando 88,3% dos residuos em regides de conformagéo mais

favoravel (vermelho), 11,7% em regides permitidas (amarela).
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Fonte: Dados da pesquisa

O modelo 3D para a proteina PaOLP também foi validado pelo método ProSA, que
atribuiu um valor negativo de aproximadamente -6, posicionando o modelo, representado pelo
ponto preto, dentro da area azul escura, a qual indica scores de outras estruturas depositadas
no PDB apresentando o mesmo tamanho do modelo dessa pesquisa (Figura 9). O ProSA
calcula scores de qualidade local, levando em consideracdo cada aminoacido, e geral da
proteina inteira, sendo esses valores plotados em graficos. Os valores locais sdo alocados em
graficos de padrdes de energia e o valor geral ¢ mostrado através da comparagdo com
proteinas cujas estruturas foram depositadas no PDB (Z-score), essa comparagdo ¢ feita com
proteinas que apresentam estruturas experimentalmente elucidadas por cristalografia de raio x
e ressonancia magnética sendo importante que o modelo analisado tenha um valor Z-score

negativo, € que o ponto preto do grafico esteja dentro da regido azul (clara ou escura)

(WIEDERSTEIN; SIPPL, 2007).
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FIGURA 9 - Grafico de validagdo do modelo 3D proposto para PaOLP pelo Programa ProSA. O
ponto preto representa a PaOLP dentro da area azul, que indica os scores de outras estruturas de proteinas
depositadas no PDB.
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Fonte: Dados da pesquisa.

Portanto, os resultados obtidos através dos métodos de validacao da estrutura
proposta para PaOLP confirmaram o modelo como valido e confidvel, sem a necessidade de
refinamento de estruturas, ja4 que o mesmo se mostrou dentro dos padrdes e pode ser

considerado um modelo de representagdo bastante proxima da estrutura real da proteina.

5.3 Caracterizacio funcional in silico da PaOLP

A estrutura da PaOLP gerada neste trabalho foi testada para demonstrar por métodos
computacionais sua potencial atividade biologica, usando os critérios da predi¢do de um sitio
ativo funcional e da caracterizagdo da interagdo desta proteina com um receptor de

adiponectina humana.
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5.3.1 Predicao do sitio ativo da PaOLP

A busca pelo sitio ativo da PaOLP tem sua importancia quanto a caracteriza¢dao da
potencial atividade desta proteina. Como resultado da analise de Ghecom para predi¢do de
sitio ativo, cinco clusters foram gerados com possiveis cavidades na superficie da estrutura. O
cluster]l apontou um sitio catalitico na regido interdominios da PaOLP (Figura 10A). A
localizacdo deste sitio sobrepde-se a fenda eletronegativa desta proteina (Figura 10B). Este
dado ¢ interessante uma vez que, segundo Nair et al. (2010), a presenca da fenda
eletronegativa representa um forte indicativo de atividade antimicrobiana para proteinas da

familia PR-5.

FIGURA 10 - Imagem representativa da estrutura 3D de PaOLP, indicando o provavel sitio ativo geralmente
associado a agdo antimicrobiana. A- Provavel sitio de ligacdo, de acordo com o clusterl, previsto pelo Programa
Ghecom. B- Representagdo da superficie do potencial eletrostatico de uma fenda eletronegativa. Em azul, as
regides eletropositivas. Em vermelho, as regides eletronegativas.

Fenda eletronegativa

Fonte: Dados da pesquisa.

Dos cinco clusters gerados na Figura 11, os aminoacidos de convergéncia do cluster!
foram aqueles que mais apresentaram capacidade de formar possiveis cavidades de ligacao,
indicados na Figura 11 como picos em vermelho. Uma vez que o programa Ghecom procura

regides na proteina com capacidade de receber um ligante, geralmente pequenos ligantes,
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através da andlise de sua morfologia e composicdo, a regido eletronegativa da PaOLP
representa uma evidéncia in silico de que esta proteina provavelmente apresenta atividade por
ligacdo a outras moléculas (KOIWA et al., 1999; GHOSH; CHAKARABARTI, 2008;
THOMPSON et al., 20006).

FIGURA 11 - Residuos que formam cavidades com potencial para liga¢do, de acordo com o Programa

Ghecom. Em vermelho, os residuos que fazem parte do clusterl.
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Fonte: Dados dessa pesquisa.

Com base no Cluster 1 (Figura 11, em vermelho), os aminodcidos responsaveis pela
formacgdo da fenda do sitio ativo que possuem capacidade de ligacdo a outras moléculas sdo:
M42, R44, W75, 182, E84, A86, F95, D97, S99, V101, D102, C144, C156, T158, Y179,
D182, D185 e T189. Evidéncias para atividade de ligacdao a ligantes do tipo glucana para
proteinas PR-5 j& foram demonstradas para vérios membros dessa familia de proteinas
antimicrobianas, incluindo uma proteina PR-5 de gengibre (NAIR et al, 2010), a proteina
PtTLP de Poncirus trifoliata (ABREU, 2015), entre outras. Essa fenda eletronegativa presente
em proteinas PR-5 ¢ responsavel pelo mecanismo de atividade de beta-glucanase, bem como a
possivel area de interacdo com o receptor de adiponectina humano (YAMAUCHI et al., 2003).

Por esta razdo, um Docking molecular PaOLP-glucanas foi realizado, onde a PaOLP

foi tratada como receptor. Como resultado, aminoacidos do sitio ativo de PaOLP descrito
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neste trabalho se ligam especifica e significativamente as 1,3-B-glucana, 1,4-pB-glucana e 1,6-
B-glucana (Dados ndo mostrados). Portanto, esta ¢ uma forte evidéncia de que o sitio ativo de
PaOLP ¢ possivelmente funcional para a atividade de B-glucanase. Esta informacdo ¢ de
grande importancia para aplicacdes biotecnoldgicas na agricultura, pelo potencial uso na
engenharia de plantas para resisténcia de plantas a Oomicetos, fitopatégenos do tipo fungos
que causam grandes danos nas principais culturas economicamente importantes, visto que eles
apresentam B-glucana como principal constituinte de sua parede celular (BLASCHEK et al.,

1987; CLAVAUD; AIMANIANDA; LATGE, 2009).

5.3.2 Caracterizacao da interacio PaOLP-receptor de adiponectina

Com o intuito de caracterizar a atividade bioldgica de PaOLP pela interagdo com o
receptor de adiponectina, bem como determinar se a interagdo ocorria no sitio ativo e quais os
residuos envolvidos, um docking do tipo proteina-proteina foi realizado para as proteinas
ADIPORI1 (receptor de adiponectina 1) e a PaOLP, que foi tratada como ligante, usando o
Servidor ClusPro. A andlise visual dos trés primeiros complexos gerados revelou que PaOLP

se liga ao ADIPORI1 (Figura 12).

FIGURA 12 - Complexos mais bem ranqueados gerados pelo docking entre ADIPOR1 e PaOLP (ligante),
segundo os scores do Programa ClusPro.

Fonte: Dados da pesquisa.
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Os parametros dos trés complexos demonstrados na Figura 13 estdo listados na
Tabela 2, ressaltando que o complexo A teve uma amostragem significativamente maior, com
137 membros, do que os demais, com 79 e 50 membros. Nos trés casos, os scores de energia
obtidos foram negativos, sendo considerada como amostra central a média dos membros do
complexo comparado com a amostra de menor energia (Tabela 2). Com base nos critérios do
Servidor, este dado representa um importante indicativo da existéncia de uma forte afinidade

entre estas duas proteinas complexadas, especialmente no complexo A (COMEAU et al.,

2004).

TABELA 2 - Pardmetros dos trés primeiros complexos obtidos via docking PaOLP-ADIPOR1, usando o

Servidor ClusPro.

Complexos Membros Amostra Score
Central -156,5

A 137
Menor Energia -206,5
Central -164,1

B 79
Menor Energia -171,9
Central -144,0

C 50
Menor Energia -153,0

Fonte: Dados da pesquisa.

Por esta razdo, a conformagao do complexo A foi escolhida para buscar residuos de
interface em ambas as proteinas, os quais foram classificados quanto a interagdo como
aqueles que estdo interagindo e ndo interagindo (Figura 13). Entre os residuos que estdo
interagindo, a andlise apontou 02 residuos da PaOLP como aminoécido-chave (hotspof) da
interagdo PaOLP-ADIPOR1 (Cys156 e Thrl158). Além disso, a andlise indicou também (em

branco) aqueles que nao participam da interface (Figura 13B e C).



45

FIGURA 13 — Conformagdo do complexo A entre a PaOLP ¢ o ADIPOR1, com destaque para os
residuos de interface no complexo (A), na PaOLP (B) e no ADIPORI1 (C). Os residuos-chave (hotspof) da

interagdo estdo indicados coloridos em B e C.

Fonte: Dados da pesquisa.

Nas ilustragdes da Figura 14, o complexo A da interagio PaOLP-ADIPORI foi
apresentado com destaque visual e comparativo com relagdo aos complexos do ADIPORI
com as proteinas adiponectina e osmotina de N. tabacum, demonstrados por Miele;
Constantini; Colonna (2011). A partir das imagens dos trés complexos foi possivel observar
que as interagdes ocorreram nas mesmas regides do receptor, ou seja, nas algas extracelulares,
e das proteinas ligantes. Portanto, esta demonstracdo didatica da suporte a indicagdo anterior
da existéncia de uma forte interacdo entre PaOLP-ADIPORI, posicionada corretamente,

quando comparado com os complexos ADIPOQ-ADIPORI1 e NtOSM-ADIPORI.
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FIGURA 14 — Comparagdo do complexo A da interagdo PaOLP —ADIPOR1 com a interagdo ADIPOQ-
ADIPORI1 e NtOSM-ADIPORI.

Adiponectina-ADIPOR1 NtOSM-ADIPOR1
(Miele et al., 2011)

PaOLP-ADIPOR1

Fonte: Dados da pesquisa

Na Tabela 3 estdo listados os 32 residuos de aminoécidos presentes em ambas as
proteinas e que participam da interface PaOLP-ADIPORI1. Destes, 17 residuos estdo
localizados na cadeia A de ADIPORI1 e 15 pertencem a cadeia D de PaOLP. Além disso, 08
(oito) residuos do sitio ativo de PaOLP estdo participando desta interacao (M42, W75, D102,
C156, T158, Y179, P182 e D185), indicando que a interagdo com ADIPORI1 aconteceu no
sitio ativo de PaOLP. Destes oito, 3 sdao residuos hotspots.

Como ¢ possivel observar a partir da Tabela 3, a ligacdo entre as proteinas ocorreu
preferencialmente na cadeia A de ADIPORI, que esta representada por algas extracelulares
nas Figuras 12 e 14. Este dado estd de acordo com MIELE; COSTANTINI; COLONNA
(2011), que demonstraram que a interacao entre a osmotina de fumo ¢ ADIPORI1 ocorreu
através de trés ligacdes de H e quatro pontes salinas, onde a osmotina interagiu com o

ADIPORI1 por algas extracelulares.
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TABELA 3 - Lista de residuos que participam da interface proteina-proteina entre ADIPORI (cadeia A) e
PaOLP (cadeia D). Em laranja e azuis estdo indicados os hotspot residues, sendo os laranjas aqueles residuos-

chave da interacdo. NH, non hotspot. H, hotspot.

Area de superficie
Potencial Hotspot  Hotregion
Residuo/Posicao Cadeia de acessibilidade

relativa Interatomico  Status Status
ASP102 A 20.14 9.87 NH
LYS105 A 16.71 8.02 NH
ASP106 A 42.94 7.34 NH
ASP108 A 29.52 11.36 NH
TYR109 A 7.37 16.68 NH
GLU198 A 27.48 11.99 NH
ARG202 A 31.11 14.59 NH
PRO261 A 12.33 4.85 NH
LYS262 A 25.66 16.05 NH

GLY269 A 4.41 9.81 NH

ILE311 A 31.33 29.44 NH
GLY315 A 7.7 16.31 NH
ALA318 A 0 16.31 NH
ALA319 A 28.56 4.62 NH

ARG324 A 38.18 14.65 NH
THR40 D 9.13 14.32 NH
LYS41 D 16.43 7.08 NH
MET42 D 14.54 13.36 NH



PHE90 D 61.6 8.61 NH

GLNI159 D 32.54 15.4 NH

PRO161 D 61.62 7.36 NH

PRO182 D 9.96 17.99 NH

ASP185 D 25.22 17.77 NH

Fonte: Dados da pesquisa

Segundo Narasimhan et al. (2005), o dominio I (nucleo da proteina) da osmotina de
fumo comporta-se como o homoélogo estrutural do dominio B-barril da adiponectina, essa
semelhanca induz a osmotina de fumo a se ligar e ativar o receptor de adiponectina
(ADIPOR1) para realizar fosforilagdo da quinase através da ativagio de AMPK (3'5'-

adenosina-monofosfato-quinase) em células de musculos.

Estudos de interagdo osmotina de fumo com receptores de adiponectina sdo escassos.
Miele; Costantini; Colonna (2011) demonstraram a interagdo in silico entre osmotina e
ADIPOR1 em comparacdo com a interagdo entre adiponectina e ADIPORI1. Estes autores
relataram que, embora ndo havendo similaridade de sequéncia entre a osmotina de fumo e a
adiponectina humana, ambas se ligam ao receptor ADIPOR1 e desencadeiam as mesmas
cascatas de sinalizagdo dependente de fosforilagio por quinases em musculos, sendo a
interagdo maior entre osmotina-ADIPORI1 por ensaios in vivo ¢ in vitro. Este trabalho revelou
ainda o potencial de proteinas do tipo osmotina como agonistas para receptores ADIPOR1, os
quais estdo envolvidos em resposta a diabetes tipo II, diabetes gestacional e obesidade, além
de outras doengas envolvidas em distirbios causados pela obesidade, tais como: Canceres,
esteatose hepatica e desordens cardiovasculares.

Miele; Costantini; Colonna (2011) evidenciaram ainda que os determinantes

estruturais dessas interacdes sdo muito semelhantes, sendo as regides de interagdo de
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osmotinas e adiponectina quase completamente sobrepostas. A presenca de residuos
carregados e aromadticos na interface foi conservada em ambas as proteinas, e os autores
sugeriram que tanto a adiponectina quanto a osmotina mostra afinidade semelhante em termos
de energia de ligacdo com o ADIPORI.

Neste sentido, com base na homologia por BlastP, a sequéncia de aminoacidos de
PaOLP madura compartilha 96% de similaridade com a proteina osmotina de fumo (M.
tabacum) e 98% com a osmotina NP24 de tomate (S. lycopersicon). O alinhamento multiplo
destas sequéncias, via ClustalW, revelou que os residuos acidos presentes no sitio ativo da
osmotina de fumo estdo conservados na PaOLP e na NP24 de tomate usada como molde para
constru¢ao do modelo 3D da PaOLP (Figura 15). Dessa forma, a PaOLP tem potencial para
desempenhar as mesmas atividades descritas para osmotina de fumo. A sequéncia de um
peptideo desenhado por Miele e colegas (2011), que se ligou especificamente ao ADIPOR1 in
silico e ativou a cascata de AMPK em células sinoviais de rato in vivo, também esta

conservado em PaOLP e na NP24 de tomate.
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FIGURA 15 - Alinhamento multiplo da sequencia de aminoacidos de PaOLP com as proteinas homodlogas
osmotina Solanum lycopersicon (GenBank AAC64171.1) e osmotina de Nicotiana tabacum (gi 1709500),
usando o programa ClustalW. Os pontos representam residuos idénticos nas trés proteinas. Aminoacidos
sombreados em amarelo sdo similares, em vermelho ¢ o residuo Arg44 e em azul indicam o peptideo de

interagdo com ADIPOR1. Aminoacidos diferentes estdo indicados sem sombreamento.
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Fonte: Dados da pesquisa

Tendo como base a descoberta de que a proteina osmotina de fumo e peptideo
derivado agem como agonistas para o receptor de adiponectina (MIELE; COSTANTINI,
COLONNA, 2011) o potencial terapéutico da PaOLP foi elucidado neste trabalho pela
elevada similaridade de sequéncia com a osmotina de fumo, por se ligar ao ADIPORI, por
apresentar estrutura 3D predita e um sitio ativo carregado eletronegativamente possivelmente
funcionais. Estas evidéncias precisam ser experimentalmente comprovadas, visto que a
PaOLP pode ser explorada na area da saude como um agonista alternativo para o receptor de
adiponectina 1 e na 4rea da agricultura na resisténcia de plantas economicamente importantes

contra estresses bidticos e abioticos.
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6 CONCLUSOES

Com base nos resultados obtidos nesse trabalho € possivel concluir que:

O modelo proposto por similaridade para a PaOLP ¢ estavel e apresenta representagdo
muito proxima da estrutura real da proteina, validado dentro dos padrdes avaliados;

A estrutura da PaOLP apresenta sitio ativo com caracteristicas funcionais tipicas para a
familia de proteinas PR-5 do tipo osmotina;

PaOLP se liga fortemente ao receptor de adiponectina com interacdo comprovada por
energias eletrostatica, tendo 3 residuos da PaOLP como hotspot da interagao;

PaOLP apresenta elevada similaridade de sequéncia de aminoacidos com a osmotina de
fumo, agonista comprovada para o receptor do horménio humano adiponectina, tendo os
residuos funcionais conservados entre elas;

PaOLP representa um bom potencial terapéutico para ser explorado como agonista
alternativo para o receptor de adiponectina 1, que esta disponivel e livre de propriedade
intelectual;

As estratégias de modelagem e docking molecular por comparagdo in silico sao
ferramentas poderosas para a predicdo de modelos proteicos ¢ complexos de interagao
tridimensionais, quando estdo disponiveis estruturas proteicas experimentais geradas por
cristalografia ou ressondncia magnética com alta similaridade com as sequencias de

aminoacidos de interesse.
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