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Resumo

A anidrase carbbnica € uma enzima presente em todos os organismos que fazem
parte da arvore evolutiva, de archaea a mamiferos. Esta enzima contém zinco e
catalisa a hidratacdo reversivel de CO,. Uma nova anidrase carbdnica (CA),
denominada CDCA1, foi descoberta na diatomacea marinha Thalassiosira
weissflogii. A CDCA1 possui agao reversivel uma vez que naturalmente usa Cd?*
como o ion de metal catalitico, mas se necessario pode espontaneamente trocar
Cd?** pelo Zn?*. A existéncia de uma enzima de cadmio nos fitoplanctons marinhos
pode indicar que existe uma unica selecdo de pressdo para metaloenzimas no
ambiente marinho, e essa descoberta fornece uma explicagdo ha muito tempo
aguardada para o comportamento do cadmio como nutriente nos oceanos. Neste
estudo, a CDCA1 foi submetida a analise in silico utilizando diferentes algoritmos
para obter o modelo estrutural mais compativel, a fim de determinar suas
caracteristicas estruturais, possibilitando uma relagdo filogenética com outras
espécies que absorvem cadmio. A sequéncia da proteina foi recuperada do banco
de dados UniProt (UniProt ID: Q50EL4). Modelos estruturais tedricos foram
construidos, por modelagem comparativa e ab initio. Os modelos preditos foram
avaliados e comparados com as estruturas da CDCA1 presentes no Protein Data
Bank. Os modelos foram otimizados e validados por diversos algoritmos, de modo a
obter a melhor estrutura possivel para a dindmica molecular. A dinamica foi
realizada com sucesso, até a estabilizacdo da estrutura, para a obtencdo de dados
significativos. Os dados da dindmica apontaram variagbes na flexibilidade da
estrutura da proteina. Esse resultado pode ser relacionado com a fungado de
mobilidade correlacionada com o seu papel enzimatico. Por ser uma proteina
especifica para a situagdo de deficiéncia de Zn, a analise de conservacao
filogenética mostrou que, apesar de muitos residuos ndo serem analisados, devido a
insuficiéncia de dados comparativos, as partes analisadas mantiveram consideravel
conservagao. Compreender a relagado da anidrase carbdnica dependente de cadmio
na Thalassiosira weissflogii abre o caminho para estudos filogenéticos a fim de
trazer novas pistas sobre a evolugdo do metabolismo do cadmio em outras espécies
que absorvem cadmio, mas nao o utilizam em seu metabolismo.

Palavras chave: Thalassiosira weissflogii; anidrase carbdnica; cadmio; zinco



Abstract

Carbonic anhydrase is an enzyme present in all organisms that are part of the
evolutionary tree of archaea to mammals. This enzyme contains zinc and catalyzes
the reversible hydration of CO,. A novel carbonic anhydrase (CA), named CDCAA1,
was discovered in the marine diatom Thalassiosira weissflogii. CDCA1 is a
cambialistic enzyme since it naturally uses Cd** as catalytic metal ion, but if it's
necessary it can spontaneously exchange Cd?* to Zn#*. The existence of a cadmium
enzyme in marine phytoplankton may indicate that there is a unique selection of
pressure for metalloenzymes in the marine environment, and our discovery provides
a long-awaited explanation for the nutrient-like behaviour of cadmium in the oceans.
In this study, CDCA1 was exposed by in silico analysis using different algorithms to
obtain the most consistent structural model to determine their structural
characteristics, enabling a phylogenetic relationship with other species that absorb
cadmium. The protein sequence was retrieved from UniProt database (UniProt ID:
Q50EL4). Structural theoretical models were created for the variants through
comparative and ab initio modeling. The predicted models were evaluated using TM-
align and compared with CDCA1 structure in the Protein Data Bank. The models
were optimized and validated by many algorithms, obtaining the better possible
structure to the molecular dynamics. The dynamics was successfully made, until the
structure stabilization, in order to obtain significative results. The dynamics data
pointed to variations in the flexibility of the protein structure. This result may be
related to the mobility function correlated with its enzymatic role. Because it is a
specific protein for the Zn deficiency situation, the phylogenetic conservation analysis
showed that although many residues were not analyzed due to insufficient
comparative data, the analyzed parts maintained considerable conservation.
Understanding the relationship of Cadmium-Containing Carbonic Anhydrase in
Thalassiosira weissflogii paves the way for phylogenetic studies in order to bring new
insights for the evolution of cadmium metabolism in other species that absorb
cadmium, but do not use it on its own metabolism.

Keywords: Thalassiosira weissflogii; carbonic anhydrase; cadmium; zinc
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1. Introducgao

1.1. Anidrase Carbonica

A anidrase carbénica (CA) é uma metaloenzima, que € composta de um
unico polipeptideo sem pontes dissulfeto e contém um ion Zn*? necessario para a

atividade catalitica (LINDSKOG, 1997). Esta enzima catalisa a hidratagao reversivel

do CO, em bicarbonato com alta eficiéncia: CO, + H,O = HCO;- + H* (SHEKH et

al., 2012). Por ser produzida por uma variedade de tecidos, a anidrase carbdnica
desempenha um papel importante em muitas fungdes fisiolégicas que envolvem
reacbes de carboxilacdo e descarboxilacdo, incluindo a fotossintese, respiragao
(HENRY, 1996), equilibrio acido-basico, transporte de ions e de didéxido de carbono,
reabsor¢cdo Ossea, ureogénese, gluconeogénese, lipogénese, geracao de fluidos
corporais (BAYRAM et al., 2008), calcificacao (SMITH; FERRY, 2000), formacéao de
humor aquoso (CENTOFANTI et al., 1997) e também participa do transporte de
carbono inorgéanico (Ci) (HENRY, 1996).

A anidrase carbénica foi primeiramente descoberta em eritrocitos bovinos
em 1933 (MELDRUM; ROUGHTON, 1933; STADIE; ALLISON, 1928), mas desde
entdo tem sido encontrada em muitos organismos, incluindo animais, plantas,
arqueobactérias, algas e eubactérias (HEWETT-EMMETT; TASHIAN, 1996).

A importancia industrial da anidrase carbénica encontra-se na agado como
alvo para producéao de farmacos diuréticos, que atuam no rim, aumentando o volume
e diminuindo a concentracdo da urina (inibidores da anidrase carbénica) (DURAO,
1979). Esta inibicao permite reduzir a secregao de H* para o tubulo proximal do rim,
evitando a reabsorcdo de sodio. Este fato justifica-se pela existéncia de um
transporte ativo que ocorre entre o H* (em diregédo ao tubulo) e o Na* (em diregao a
célula). O sddio vai ser mais excretado e, uma vez que a reabsorgdo de agua esta
diretamente dependente da de sodio, aumenta também a excregcdo de agua
(DURAO, 1979). Outra importancia industrial da anidrase carbénica (CA) é na
aplicacédo em sistemas de captura enzimatica de CO, atmosférico (BOND et al.,
2001; DAVY, 2009; DILMORE et al.,, 2009; FAVRE; CHRIST; PIERRE, 2009;
MIRJAFARI; ASGHARI; MAHINPEY, 2007; VINOBA et al, 2012), poluente
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considerado como maior contribuinte para o efeito estufa (HOUGHTON JT et al.,
2001). O aumento do aquecimento global tem estimulado cada vez mais o
desenvolvimento de tecnologias eficazes para mitigagdo do CO,. Dentro deste
contexto, os sistemas biologicos, utilizando a enzima anidrase carbdnica, vém
ganhando cada vez mais atencdo. Estes sistemas sao baseados em reagdes que
ocorrem naturalmente nos organismos vivos e sao uma via potencial para a melhoria
destas tecnologias (FIGUEROA et al., 2008).

Baseado na estrutura proteica, as anidrases carbdnicas s&o divididas em
quatro classes: a, B, y e 6 (SMITH et al., 1999). Embora universal, a classe a € mais
bem caracterizada em mamiferos, visto que isoenzimas da classe 3 foram descritas
em muitas plantas, algas, fungos, archaea e bactérias. Membros conhecidos da
classe y sdo somente os procariontes e a classe & tem somente um membro, a
anidrase carbonica da alga Thalassiosira weissflogii (AGUILERA et al., 2005).

Considerando que as classes a e y usam trés residuos de histidina para
coordenar o atomo de zinco, e as classes e 0 de anidrases carbdnicas usa dois
residuos de cisteina e um de histidina (STROP et al., 2001; TRIPP; SMITH; FERRY,
2001). As diferengas entre as estruturas terciarias e quaternarias entre as quatro
classes constituem um caso espetacular de convergéncia evolutiva, na qual a
mesma atividade catalitica evoluiu de diversas maneiras independentes
evolutivamente muito antigas. As anidrases carbonicas de mamiferos (incluindo as
10 isoformas humanas ativas) junto com as duas enzimas periplasmaticas da alga
verde unicelular Chlamydomonas reinhardltii, pertencem a classe (a). A classe (B) €
composta de enzimas do cloroplasto das plantas monocotiledéneas e
dicotiledéneas. Dentro do dominio bacteriano, as enzimas purificadas de Neisseria
gonorrhoeae e Escherichia coli também pertencem as classes (a) e (B),
respectivamente. Estudos indicaram que as anidrases carbdnicas ndo somente sao
amplamente distribuidas em procariontes, mas que as classes (B) e (y) sao
predominantes (SMITH et al., 1999). Isso sugere que a interconverséo de CO, e
bicarbonato, catalisada pela anidrase carbOnica € importante para todas as formas
de vida.

No que diz respeito as suas origens independentes, partiham a

propriedade comum de ligagdo a um atomo de zinco em seus sitios ativos que é
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importante para a atividade catalitica. Desse modo, os organismos empregam um
mecanismo enzimatico similar composto de duas etapas. A primeira etapa
compreende o ataque nucleofilico de um ion hidréxido ligado ao zinco no CO,. A
segunda etapa é a regeneracgdo do sitio ativo pela ionizagdo da molécula de agua
ligada ao zinco e a remogao de um préton do sitio ativo. (AMOROSO et al., 2005). A
propriedade comumente mais notavel entre as anidrases carbdnicas caracterizadas
€ a presenga de um ion zinco, que € essencial para a atividade catalitica. De longe
as mais estudadas e melhor compreendidas das anidrases carbbnicas sao as dos
mamiferos (COX et al., 2000).

Embora a publicagdo de sequéncias gendmicas de diversas espécies de
fungos tem indicado a presenca da anidrase carbdnica como sequéncia, até agora
anidrases carbdnicas nao funcionais foram caracterizadas em detalhes para esse
grupo de organismos. Talvez o melhor exemplo para isso seja o gene NCE103 da
levedura Saccharomyces cerevisiae que codifica um polipeptideo que mostra uma
razoavel homologia a membros da classe  (AMOROSO et al.,, 2005). Estudos
mostraram que a transcricdo do gene NCE103 ¢ inibida em concentragdes elevadas
de CO,, independentemente das concentragcdes de O, presente nas culturas
(AGUILERA et al., 2005). A inativacdo do gene NCE103 resulta em um mutante
(Ance103) incapaz de crescer aerobicamente (AMOROSO et al., 2005), no entanto,
estudos recentes mostraram que o crescimento aerobico do Ance103 era possivel
quando o ar era enriquecido com CO, (AGUILERA et al., 2005).

1.1.1. Anidrase carbdnica ligante de cadmio

Os perfis da concentragcdo de cadmio nos oceanos mostram que este
metal € utilizado na coluna d’agua como um nutriente das algas: o cadmio se
encontra em quantidades empobrecidas na superficie pela captacdo dos
fitoplanctons e nas profundezas se encontra em maior quantidade devido a
remineralizacdo do “naufragio” de matéria organica (BOYLE; SCLATER; EDMOND,
1976; BRULAND; KNAUER; MARTIN, 1978). Parte da explicagdo para este
comportamento como nutriente € o uso do cadmio como um atomo de metal
catalitico na anidrase carbdnica em algas marinhas (LANE; MOREL, 2000; PRICE;
MOREL, 1990). Estes organismos tém se adaptado a vida em um meio contendo
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concentracdes infimamente pequenas de metais essenciais. A expressao da
anidrase carbénica ligante de cadmio (CDCA) € um notavel exemplo desta evolugao
(XU et al., 2008).

A enzima anidrase carbénica na alga Thalassiosira weissflogii (TWCA1),
constitui o principal uso do zinco celular, e a expressdo de TWCA1 s&do também
moduladas pela pCO, no meio, e esta claro que a enzima desempenha um papel na
aquisicéo de carbono inorganico (LANE; MOREL, 2000).

Estudos com a alga Thalassiosira weissflogii sugerem fortemente que o
cadmio pode desempenhar um papel direto na anidrase carbbénica. A adicdo de
cadmio em culturas zinco-limitadas nao somente realga sua taxa de crescimento,
mas resulta numa expressdo aumentada de uma anidrase carbbnica, que é
claramente distinta da TWCA1 dependente de zinco (LANE; MOREL, 2000). A
existéncia de uma enzima de cadmio nos fitoplanctons marinhos pode indicar que
existe uma pressao de selegao unica para metaloenzimas no ambiente marinho, e
essa descoberta fornece uma explicagdo ha muito aguardada para o comportamento
do cadmio como nutriente nos oceanos (LANE et al., 2005).

Em algas marinhas, os metais cadmio, cobalto e zinco podem substituir
funcionalmente um ao outro para manter 6timas taxas de crescimento. Esse efeito &,
no minimo, parcialmente devido a substituicdo de carbono inorganico pela
fotossintese. Em adicdo a uma anidrase carbdnica de zinco que pode substituir o
cobalto no seu sitio ativo in vivo, a T. weissflogii tem uma ja mencionada anidrase
carbdnica de cadmio que é também envolvida na aquisicdo de carbono inorganico.

A proteina CDCA1 foi purificada da alga Thalassiosira weissflogii que tem
atividade de anidrase carbdnica e contém cadmio. A determinacdo de sua sequéncia
foi complicada pela presenca de uma tripla repeticdo: as trés sequéncias de
aminoacidos sao virtualmente idénticas, mas existe uma maior variagdo no DNA.
Esta enzima, presente em algumas algas, faz o intercambio de metais em seu centro
catalitico e possui melhor atividade com o cadmio do que outras anidrases
carbbnicas. Estas propriedades presumivelmente evoluiram em resposta a baixa
quantidade de metais nos ambientes oceanicos. Porém, dados de sua cinética
mostram que a substituicdo do zinco pelo cadmio resulta, todavia, em uma

diminuicdo da eficiéncia catalitica (XU et al.,, 2008). A proteina CDCA1 é
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significativamente diferente de qualquer das principais classes de anidrases
carbdnicas conhecidas, e consequentemente, representa o primeiro membro de uma
nova classe de anidrases carbdnicas, a classe { (LANE et al., 2005)

A notavel capacidade para fazer uso de um elemento previamente
conhecido como sendo toxico €, presumivelmente, uma significante vantagem
competitiva para as algas no ambiente pobre em metais dos oceanos. A anidrase
carbOénica é uma enzima-chave na maquinaria de captagdo de carbono destes
organismos, que sao responsaveis por uma grande fracdo da exportagdo de carbono
proveniente da atmosfera para o fundo dos oceanos. O uso bioquimico do cadmio
pode deste modo, ter desempenhado um papel na radiagcéo global das algas durante
a Era Cenozoica e, concomitantemente, ter diminuido o CO, atmosférico (XU et al.,
2008).

O transporte de metais como cobre, manganés e zinco para o interior das
células sao justificados, pois muitas enzimas tém esses metais como cofatores. No
entanto, o transporte de cadmio para o interior das células permanecia um paradoxo,
pois o cadmio nao era cofator de nenhuma enzima conhecida até o recente achado
da nova classe { da anidrase carbbénica da alga marinha Thalassiosira weissflogii
que possui cadmio em vez de zinco em seu sitio ativo. Este achado abriu 0 caminho
para estudos filogenéticos a fim de trazer novas pistas sobre a evolugdo do
metabolismo do cadmio em outras espécies que absorvem cadmio, mas nao o

utilizam em seu metabolismo.
1.2. Metais essenciais e ndo essenciais

Os metais sdao uma parte integrante do meio ambiente e estao
amplamente difundidos na natureza, e os organismos tornam-se expostos aos
metais através de fontes naturais ou antropogénicas. Embora compreendam 75%
dos elementos da tabela periddica, poucos sdo 0os metais essenciais a vida, sendo a
maioria toxicos para os organismos (BALLATORI, 2002). Os metais essenciais
exercem uma série de fungbes importantes a fisiologia celular. Eles podem atuar
como catalizadores de reacdes bioquimicas, estabilizadores de estruturas proteicas
e paredes celulares, e ainda como reguladores do equilibrio osmotico intracelular

(CHANG; LEU, 2011). Assim sdo requeridos em pequenas quantidades e vitais ao
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desenvolvimento dos organismos, porém acima de uma determinada concentracéo
fisiologica tornam-se toxicos e quando insuficientes causam deficiéncias nos
processos bioldgicos. Assim, as concentragdes intracelulares de metais essenciais
devem ser mantidas dentro de um intervalo estreito. De maneira contraria, os metais
nao essenciais ndo possuem papel biolégico e s&o tdxicos mesmo em pequenas
concentragbes (SHAKIR; SHAKEEL; QAZI, 2013). Em particular, o Cadmio € um
metal de transigdo altamente tdxico, conhecido como um poluente industrial e
ambiental e com exposi¢cbes relevantes a populagdo em geral e a populagado
ocupacional. Salvo seu uso como cofator da enzima anidrase carbdnica, presente na
diatomacea marinha Thalassiosira weissflogii, 0 cadmio ndao possui nenhum outro
papel biolégico conhecido, sendo considerado por isso, majoritariamente um metal
néo essencial (SERERO et al., 2008).

1.2.1 Zinco

O zinco é um dos elementos mais comuns da crosta terrestre. E
encontrado no ar, solo e agua e esta presente em quase todos os alimentos. Tem
ponto de fusdo e ebulicdo, respectivamente, iguais a 419,5°C e 908°C, e sua
densidade € de 7,14g/m*. O ar seco ndo o ataca, porém, na presenca de umidade,
forma uma capa superficial de 6xido ou carbonato basico que isola o metal e o
protege da corrosdo. Reage com acidos néao oxidantes passando para o estado de
oxidacao +2 e liberando hidrogénio, e pode dissolver-se em bases e acido acético
(ATSDR, 2005).

1.2.2 Zinco e saude

O zinco é um metal essencial, sendo que tanto a auséncia quanto a
exposicao excessiva podem trazer efeitos nocivos (GOYER; CLARKSON, 2001). O
zinco intervém no metabolismo de proteinas e acidos nucleicos, estimula a atividade
de mais de 100 enzimas, colabora no bom funcionamento do sistema imunolégico e
na sintese do DNA. O metal € encontrado na insulina, nos motivos de dedo de zinco
(zinc finger) e em diversas enzimas como a anidrase carbdnica (ATSDR, 2005).

Sua deficiéncia pode produzir retardamento no crescimento, perda de
cabelo, diarreias, impoténcia sexual, lesbes oculares e de pele, perda de apetite,
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perda de peso, aumento do tempo de cicatrizacdo de ferimentos e anomalias no
sentido do olfato. As causas que podem provocar uma deficiéncia de zinco sao a
insuficiente quantidade na dieta alimentar e a dificuldade na absorcdo do mineral,
que pode ocorrer em casos de etilismo, quando € eliminado pela urina ou, ainda,
devido a excessiva eliminagdo por causa de desordens digestivas. O excesso de
zinco tem sido associado a baixos niveis de cobre, alteragbes na fungédo do ferro,
diminui¢cao da fungao imunoldgica e dos niveis de colesterol bom (ATSDR, 2005).

O zinco metalico ndo € considerado téxico; porém, alguns de seus
compostos, como o 6xido e o sulfeto, sdo nocivos. Caso altas concentragbes de
zinco sejam ingeridas em um curto periodo de tempo, dores estomacais, nauseas e
vOmitos podem ocorrer. Ingerir altas concentragdes de zinco por varios meses pode
causar anemia, danos ao pancreas e problemas sanguineos. Nao se sabe se altos
niveis de zinco afetam a fertilidade ou causam efeitos no feto em humanos (ATSDR,
2005).

1.2.3 Toxicidade do Zinco

Grandes quantidades de zinco entram no meio ambiente como resultado
de atividades antropogénicas, como minerag¢do, purificagdo do zinco, chumbo,
cadmio, producdo de aco, queima de carvao e de lixo. Estes processos podem
aumentar a concentragcdo do metal na atmosfera. Lixos de industrias quimicas que
utilizam zinco, esgoto doméstico e correntes de agua de solos contendo zinco
podem transportar o metal para as aguas. No ar, o zinco esta presente na forma de
particulas muito finas. Estas particulas se distribuem sobre a terra e aguas. O nivel
de zinco dissolvido na agua pode aumentar a medida que a acidez da agua
aumenta. Alguns peixes podem bioacumular o zinco e outros animais que se
alimentam destes ou de agua e alimentos contaminados também podem acumular o

metal em seus organismos (ATSDR, 2005).
1.3. Cadmio

De forma convencional na literatura, o termo “Metal Pesado” implica
metais toxicos de elevada densidade atbmica, e dessa forma concorda com a
literatura cientifica mais antiga. O Cadmio apresenta uma densidade de 8,6 g/cm?,
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além de um numero atémico 48 e peso atdmico 112,4 (IARC, 2012), e assim, de
acordo com as exigéncias apresentadas acima, mesmo que mutaveis, o Cadmio
nunca deixou de ser considerado um metal pesado.

O Cadmio (Cd) é um metal de transigdo que pertence ao grupo 12 da
tabela periddica, foi descoberto na Alemanha em 1817 pelo quimico F. Strohmeier, e
ocorre naturalmente na crosta terrestre e nos oceanos, com uma abundancia média
em torno de 0,1-0,2 mg/Kg e <5-100 ng/L, respectivamente. E o 64° elemento mais
abundante do planeta, e na natureza é encontrado principalmente em associacao
com minérios de zinco, chumbo e cobre. Além de sua ocorréncia natural, o Cadmio
pode ser emitido ao ambiente por atividades naturais ou antropogénicas. O
intemperismo e erosao de rochas portadoras de cadmio sao as principais emissoes
naturais. Outras fontes importantes sao atividades vulcanicas e incéndios florestais.
Em respeito as atividades antropogénicas, o Cadmio apresenta propriedades
especificas interessantes as industrias, e quando n&do necessario como matéria-
prima, ainda pode estar presente na forma de impureza, ndo exercendo nenhum
papel funcional durante o processo industrial (IARC, 2012; ICDA, 2011). Assim, o
Cadmio estd presente em uma ampla variedade de atividades industriais
fundamentais, como mineragao, metalurgia, galvanoplastia, ligas, estabilizadores,
baterias, fertilizantes, téxtil, couro, combustiveis fosseis, pigmentos e tintas
(BERTIN; AVERBECK, 2006; FILIPIC, 2012; MOHAMMADIAN FAZLI et al., 2015;
PRADHAN et al., 2014). Segundo o Servigo Geoldgico dos Estados Unidos - USGS
(do inglés, United States of Geological Survey), em 2016, mais de 80% do Cadmio
industrial foi destinado para o uso em baterias, e os 20% restantes, em ordem
decrescente, foram destinados a industria de pigmentos, galvanizagéo,

estabilizadores, ligas e outras (OBER, 2016).
1.3.1. Cadmio e saude

De acordo com a exposi¢cao ao Cadmio, a populagcdo humana pode ser
dividida em dois grupos, exposigao ocupacional e exposi¢ao a populagédo em geral.
A exposicao ocupacional diz respeito aos locais fortemente contaminados como as
areas vizinhas as plantas industriais, e neste sentido, a contaminagdo humana

ocorre principalmente pela agua potavel e principalmente pelo ar. Fora destes locais,
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a exposicao se da pela ingestdao de alimentos e pelo cigarro. Fumantes possuem
uma concentragao sanguinea de Cadmio em torno de 4-5 vezes maior do que os
nao fumantes, além de uma concentragao renal aumentada em cerca de 2-3 vezes
(SATARUG; MOORE, 2004; JARUP; AKESSON, 2009). A toxicidade do Cadmio foi
revelada ja em 1955 no Japdo, com a doenga de ltai-ltai, e pela primeira vez, a
poluicao por Cadmio mostrou ter consequéncias graves para a saude humana. De
fato, em 1968, o governo japonés reconheceu a importancia da poluicdo ambiental
para o desenvolvimento da doenga. O Cadmio, liberado de uma mina nas
montanhas, foi transportado pelo rio Jinzu para a planicie, onde a agua era utilizada
para irrigacao de campos de arroz. A planta absorveu o Cadmio a partir do solo e o
consumo deste arroz contaminado intoxicou a populagdo. Os efeitos mais
importantes da doenga sdo as lesbes renais, deficiéncias imunoldgicas e lesbes
osseas (BERTIN; AVERBECK, 2006; NORDBERG, 2009).

Esta estabelecido na literatura que mesmo a populagdo nao ocupacional
apresenta Cadmio em seus 6rgaos, sendo que o excesso desta exposicdo produz
diversos efeitos adversos para a saude dos seres humanos, tendo o rim como o alvo
mais critico (SATARUG et al., 2010). Além disso, o Cadmio possui uma meia-vida
longa, de 30 anos, e uma taxa de excrecao diaria lenta, aproximadamente 0,001%,
caracteristicas que facilitam seu acumulo no corpo humano e o aparecimento de
lesdes. As manifestacdes de nefrotoxicidade por Cd incluem proteinuria, calcinuria,
aminoaciduria, glicosuria e necrose tubular (SATARUG; MOORE, 2004).

O Cadmio possui ainda uma elevada carcinogenicidade, reconhecida pela
Agéncia Internacional de Pesquisa ao Cancer - IARC (do inglés, International
Agency for Research on Cancer), Programa de Toxicologia Nacional dos Estados
Unidos - NTP (do inglés, National Toxicology Program) e Comunidade Alema de
Pesquisa - DFG (do alemao, Deutsche Forschungsgemeinschaft)(DFG, 2006; IARC,
2012; NTP, 2000). Dados da literatura indicam diversos tipos de canceres, como
prostata, mama, utero, pulmao e pancreas, além de outros tipos de lesdes, como
desordem neuroldgica, osteoporose, enfisema, anemia, eosinofilia, insénia,
hipertensédo, dano a placenta, figado, estdbmago, sistema hematopoiético e bexiga
(MICHAEL P, 2000; PESCH et al., 2000; SCHWARTZ; REIS, 2000; HU et al., 2002;
GOYER; LIU; WAALKES, 2004; JARUP; AKESSON, 2009; NORDBERG, 2009). A
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nivel molecular, o efeito da intoxicagdo por Cadmio resulta de dois mecanismos, a
sua alta afinidade pelo grupamento sulfidrila (SH) e a substituicdo de cofatores
proteicos. Como consequéncia, o dano celular ocorre devido a inibicdo dos sistemas
de reparo do DNA e aumento do estresse oxidativo (BERTIN; AVERBECK, 2006).

Sabendo que o Cadmio possui afinidade pelo grupamento sulfidrila, ele
interfere em proteinas que contenham o motivo dedo de zinco, o qual participa da
manutencdo da estabilidade do genoma, do reparo e da sinalizagcdo de dano no
DNA. Entre os sistemas de reparo, o Cadmio interfere em trés vias, reparo de mal
pareamento - MMR (do inglés, mismatch repair), reparo por excisdo de base - BER
(do inglés, base excision repair), e reparo por excisdo de nucleotideo - NER (do
inglés, nucleotide excision repair). O NER é responsavel por reparar uma variedade
de lesbes induzidas por produtos quimicos genotoxicos. O BER remove a maioria
das lesdes resultantes de danos enddégenos e o MMR repara o erros de mal
pareamento gerados durante a replicagdo e recombinagdo do DNA. As proteinas
dedo de zinco compreendem uma familia de proteinas onde o zinco é complexado
através de quatro residuos conservados de cisteina ou histidina, formando um
dominio dedo de zinco. Este dominio esta envolvido principalmente na ligagcado ao
DNA, mas também nas interagdes proteina-proteina (HARTWIG, 2010).

Quanto ao estresse oxidativo, o cadmio afeta o equilibrio redox do
grupamento sulfidrila por meio da diminuigdo do conteudo intracelular de moléculas
antioxidantes, como a glutationa, e a redugao da atividade de enzimas antioxidantes
celulares, como a superdxido dismutase, peroxidase e catalase, o que resulta no
acumulo intracelular de espécies reativas de oxigénio - ROS (do inglés, Reactive
Oxigen Species). Outro mecanismo inclui o deslocamento de metais, como ferro e
cobre, de diferentes proteinas citoplasmaticas ou de membrana, aumentando a
concentracao intracelular destes ions, que podem participar na producdo de ROS
por meio da reagdao de Fenton (FILIPIC, 2012). Uma vez desencadeado pelo
Cadmio, ROS pode reagir com varias biomoléculas intracelulares e levar a mutagoes
no DNA, alteracbes na fungdo e estrutura de proteinas, mudancas na expressao
génica e apoptose (PRADHAN et al., 2014).
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1.3.2. Cadmio e biotecnologia ambiental

Para regular a concentragdo de metais intracelulares, os organismos
utilizam uma ampla variedade de mecanismos de homeostase e tolerancia, que
regulam a disponibilidade de metais essenciais e limitam os efeitos prejudiciais de
elementos toxicos. Como a poluicdo por metais pesados esta piorando e se
espalhando por todo o mundo, juntamente com o progresso industrial, em resposta,
a maioria dos organismos adapta o seu metabolismo e desenvolve sistemas para
limitar esta toxicidade e adquirir tolerancia (ZHOU et al., 2013).

Neste sentido, destaca-se a biorremediagcdo, uma técnica biologica
considerada eficaz, ecoldgica e econdmica, quando comparada as técnicas fisico-
quimicas convencionais de remedigao. Entende-se por biorremediagdo como um
processo de restauracdo do meio ambiente que utiliza micro-organismos para
neutralizar ou atenuar os contaminantes, e para isso baseia-se nas reacdes
bioquimicas destes micro-organismos para degradar, modificar ou remediar as
substancias toxicas (COUTINHO et al., 2015).

Estudar os mecanismos de acumulagdo do metal pesado Cd** e sua
desintoxicagdo € um problema atual da pesquisa basica e aplicada, visto que o
cadmio é um importante poluente ambiental que induz danos severos nos
organismos vivos (BLAZHENKO et al., 2006).

1.3.3. Cadmio em Saccharomyces cerevisiae

A levedura Saccharomyces cerevisiae tem sido utilizada como organismo
modelo para estudar os mecanismos de homeostase e resisténcia aos metais, e até
o0 momento, quatro mecanismos distintos foram propostos. O primeiro deles € um
mecanismo para diminuir o influxo de metais nas células, e depende da repressao
do gene transportador do metal por ions metalicos intracelulares, ou por protedlise
do transportador de membrana induzida por estes ions. Em segundo lugar, e mais
amplamente conhecido, € o mecanismo de formagcdo de complexos com os metais,
como as metalotioneinas (MTs) e glutationas (GSH). Essas moléculas neutralizam o
efeito tdxico dos ions metalicos livres por ligagdo com eles no ambiente intracelular.

O terceiro mecanismo compreende a compartimentagcdo em vacuolos destes ions, o
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que limita sua concentragdo no citoplasma. Em quarto lugar esta o efluxo destes
metais pesados por meio de transportadores (SHIRAISHI et al., 2000).

Os metais ndo essenciais entram nas células com base no mimetismo
molecular com o0s metais essenciais, através de permeases da membrana
plasmatica e proteinas canais, todos, necessarios para a absor¢do de metais
essenciais e outros nutrientes, como Ferro (Fe), Manganés (Mn), Zinco (Zn), fosfato,
sulfato, glicerol e outros. Assim, o Cadmio entra nas células através destas proteinas
transportadoras, tais como Zrt1p, Smf1ip e Smf2p, Fet4dp e Mid1p, que transportam,
respectivamente, Zn, Mn, Fe e Calcio (Ca). Em Saccharomyces cerevisiae, 0
transporte dos ions cadmio ocorre principalmente através da proteina Zrt1, e da
transportadora de manganés, a Smf1 (GITAN et al.,, 2003). A principal molécula
quelante de Cd** dentro da célula da levedura S. cerevisiae aparece sendo o
tripeptideo glutationa (GSH) (PENNINCKX, 2002).

Embora existam diferentes mecanismos de desintoxicagdo, aquele que
proporciona o maior nivel de tolerancia, em microrganismos, € a remog¢édo do metal
através de vias de exportacdo (WYSOCKI; TAMAS, 2010). No caso particular do
Cadmio, quando este entra na levedura por meio de proteinas de membrana,
rapidamente reage com duas moléculas de glutationa e gera o bis glutationato de
Cadmio [(GS)2Cd], e entdo a proteina Ycf1 medeia a acumulagao vacuolar destes
complexos, limitando assim as concentragdes citoplasmaticas deste metal (GOMES
et al., 2002; KERN et al., 2005). YCF1 é um transportador de membrana vacuolar,
de S. cerevisiae, que catalisa o transporte de conjugados de glutationa (LI et al.,
1997). Tipos mutantes que apresentam deficiéncia na proteina Ycf1 possuem altas
taxas do complexo [(GS)2Cd] no citoplasma devido a sua deficiéncia em transportar
0 complexo para o vacuolo, e apresentam taxas de mutagdo aumentadas (ADAMIS;
PANEK; ELEUTHERIO, 2007). O controle do nivel intracelular de cadmio em S.
cerevisiae é mantido através da regulagdo hipotética do transporte de cadmio
dependente de Zrt1 pelo complexo [(GS)2Cd] (GOMES et al.,, 2002) e o efluxo
extracelular de Cd?* pelo transportador Cad2 (BLAZHENKO et al., 2006). As células
que carregam o gene Cad2 exibem resisténcia ao cadmio. O gene Cad2 é uma
mutacao derivada da proteina PCA1, a qual exporta cobre por um transportador do

tipo P-ATPase. Assim, 0o gene em questdo controla os niveis intracelulares de
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cadmio através de uma ativacao no sistema de efluxo do cadmio (SHIRAISHI et al.,
2000). De acordo com a literatura, PCA1 é a principal rota de efluxo do Cadmio em
Saccharomyces cerevisiae (ADLE et al., 2007), porém, outros transportadores de
membrana parecem estar envolvidos na detoxificagdo de metal, mas pouco se sabe

sobre a sua regulagdo ou modo de agao.
1.4. Bioinformatica

A bioinformatica € uma area de conhecimento multidisciplinar que
emprega conceitos da biologia molecular, quimica, fisica e informatica para o
desenvolvimento de ferramentas computacionais aplicadas ao estudo de sistemas
biolégicos (VERLI, 2014). A forma de experimentagdao adotada pela bioinformatica,
embasada no uso de ferramentas computacionais (VERLI, 2014), é também
conhecida como in silico, analogo aos termos in vivo e in vitro (EKINS; MESTRES;
TESTA, 2007).

O emprego massivo de estratégias computacionais - e
consequentemente, o desenvolvimento da bioinformatica como area de
conhecimento — acontece, sobretudo, a partir do projeto Genoma Humano, que,
juntamente com a popularizagdo de outros projetos genoma, criaram uma demanda
crescente por armazenamento e analise do elevado numero de sequéncias génicas
elucidadas (XIONG, 2006). Volume, este, que tende a aumentar ainda mais com os
estudos de transcriptoma e metaboloma, exigindo cada vez mais avangos da
bioinformatica, seja em hardware, software ou em estratégias de andlises de dados
e construgcédo de modelos (VERLI, 2014).

As ferramentas de simulagbes computacionais sao imprescindiveis para
obtengao e armazenamento de dados bioldgicos, incluindo, as sequéncias proteicas,
que podem ser utilizadas para predizer aspectos evolutivos, funcionais e estruturais
de uma proteina recém descoberta (XIONG, 2006). Além disso, a partir da mesma
sequéncia, é possivel obter modelos in silico da estrutura tridimensional da proteina
correspondente, que possui aplicacbes de grande impacto terapéutico e
biotecnolégico, como o desenho racional de farmacos e de novas proteinas com

funcdes especificas (VERLI, 2014). Nesse sentido, € possivel perceber que a
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bioinformatica possui inumeras aplicagdes relevantes, que serdo abordadas com
maior nivel de detalhamento nesta sesséo.

A bioinformatica se faz essencial para a gestdo de dados bioldgicos,
sobretudo mediante a grande quantidade de genomas eucarioticos e procarioticos
completamente sequenciados e ainda por sequenciar. O armazenamento e
organizagdo de tais informagcdes em banco de dados digitais constituem uma
atribuicdo fundamental da bioinformatica. Banco de dados biolégicos de grande
relevancia, como NCBI (WHEELER et al., 2000), UniProt (PUNDIR et al., 2017) e
Protein Data Bank (BERMAN et al., 2000) estdo disponiveis para acesso livre de
usuarios, facilitando a busca por informacgoes.

As sequéncias de proteinas e DNA sdo selecionadas ao longo de
milhares de anos, acumulando mutacbdes caracteristicas, as quais constituem
evidéncias evolutivas que permitem a identificagdo de ancestrais comuns. O
alinhamento de sequéncias, por sua vez, permite a identificacdo de padrdes de
conservagao que demonstram a relagcéo evolutiva entre elas. Além disso, residuos
cruciais para estrutura e funcido da proteina tendem a ser preservados pela selecéo
natural — enquanto que residuos de menor importancia tendem a sofrer mutagdes
com mais frequéncia — possibilitando, por exemplo, o reconhecimento de sitios
ativos enzimaticos. A comparacgéao entre sequéncias, nesse sentido, se faz essencial
para a inferéncia de aspectos funcionais e evolutivos de novas proteinas a partir de
proteinas ja existentes nos bancos de dados (XIONG, 2006), viabilizando analises
filogenéticas (ASHKENAZY et al., 2010) e predicdo funcional de SNPs
(BROMBERG; ROST, 2007).

A bioinformatica representa a solugao para lidar com a defasagem entre a
quantidade de sequéncias proteicas elucidadas e a estrutura tridimensional
correspondente, tendo em vista que os métodos de sequenciamento estdo muito
mais avangados do que os métodos experimentais — como a Ressonancia
Magnética Nuclear e a Cristalografia de Raios-X — empregados na determinacao de
estruturas biomoleculares. Nesse sentido, ferramentas computacionais, se
apresentam alternativas de menor custo, rapidas, além de, em alguns casos,
significarem a unica possibilidade de obten¢cdo de modelos estruturais (VERLI,
2014).
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Dentre os métodos computacionais empregados para a predigao de
estruturas, destacam-se a modelagem ab initio e a modelagem comparativa. A
modelagem comparativa trata-se da técnica mais dependente de informacdes,
necessitando de uma estrutura molde, resolvida experimentalmente, para gerar um
modelo. Tal molde é selecionado de acordo com a taxa de identidade obtida entre a
sequéncia alvo e os possiveis candidatos a molde disponiveis em banco de dados
de sequéncia especificos. Ja a modelagem ab initio independe de um molde,
necessitando apenas da sequéncia de aminoacidos para predizer a estrutura. Esta
técnica se baseia nas informagdes contidas na sequéncia de aminoacidos e o
minimo de energia livre global (VERLI, 2014).

A validacdo do modelo obtido ocorre a partir da verificagcdo de sua
qualidade, a qual é determinada por um conjunto de fatores fisico-quimicos, como
comprimento e a energia de ligagdes, angulos de torcdo e impedimento estérico.
Além disso, o valor de Root Mean Square Deviaton (RMSD) — obtido a partir do
alinhamento estrutural com o molde utilizado em sua confeccdo — deve ser levado
em consideragdo para avaliar modelos gerados comparativamente. A qualidade do
modelo pode ser verificada por meio de analises estereoquimicas, energéticas e
funcionais. A analise estereoquimica avalia os aspectos tridimensionais da molécula,
verificando sua estabilidade conformacional, por meio da detecgao de regides de
tensdo angular e torsional e impedimentos estéricos. Para tal, o grafico de
Ramachandran se apresenta como uma alternativa (VERLI, 2014). O mesmo avalia
a correlagdo entre os angulos phi e psi, permitindo a identificacdo de residuos que
nao possuam arranjos espaciais factiveis (GOPALAKRISHNAN et al., 2007), os
quais devem ser inspecionados criteriosamente. A analise de energia avalia quao
proximo o modelo gerado esta de proteinas que possuem o mesmo perfil molecular
e de enovelamento, considerando parametros de estrutura secundaria e relagao
sequéncia-estrutura (1D-3D). Por fim, as analises funcionais envolvem a
comparagao de um modelo obtido com aspectos funcionais determinados por
meétodos experimentais. Esses modelos tridimensionais de proteinas podem ser
utilizados para o desenvolvimento de novos farmacos e dindmica molecular (VERLI,
2014).
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A bioinformatica possui grande impacto no desenvolvimento de novos
farmacos. Estudos computacionais da interacao proteina-ligante provém bases
racionais para a identificacdo de candidatos a farmacos, uma vez que, o
conhecimento da estrutura tridimensional de proteinas permite que moléculas sejam
desenhadas com a capacidade de se ligar ao receptor no sitio alvo com grande
afinidade e especificidade. A abordagem computacional reduz significativamente o
custo e tempo necessarios para o desenvolvimento de drogas com grande potencial,
menos efeitos adversos e menos toxicidade quando comparada a abordagem
tradicional de tentativa e erro (XIONG, 2006).

Além disso, ferramentas computacionais permitem o desenvolvimento de
dindmica molecular (MD — Molecular Dynamics), método que consiste na simulagao
de movimentos atdmicos individuais ou moleculares conforme a segunda lei de
Newton. Nesse sentido, tal procedimento descreve o comportamento molecular em
funcdo do tempo, viabilizando a caracterizagdo de propriedades variaveis, como
estrutura secundaria, conformacéo tridimensional, orientagdo das cadeias laterais e
energia de interacdo entre moléculas. A MD se aproxima em muito de métodos
experimentais como a Ressonancia Magnética Nuclear, por gerar médias
representativas do comportamento de biomoléculas, tornando-as muito mais
proximas da realidade biolégica. Tal propriedade da dindmica molecular faz com que
esta seja usada em diversas metodologias de refinamento de estruturas
tridimensionais. Além disso, a MD descreve com sucesso caracteristicas como a
flexibilidade molecular, que esta associada a maioria dos fendmenos biologicos,
como catalise de reagcdes, modulagdo de canais ibnicos e receptores acoplados a
proteina G (VERLI, 2014).

A anidrase carbbnica é alvo para drogas, com isso, ter um modelo de alta
resolucdo e compreender a flexibilidade da proteina, pode ser importante para o
desenho racional de farmacos. Nesse sentido, o presente trabalho aplica simulagdes
computacionais ao estudo da proteina CDCA1, utilizando metodologias de
modelagem, alinhamento e validagdo estrutural, dindmica molecular e analise

filogenética para caracterizar os aspectos funcionais e estruturais desta molécula.
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2. Objetivos

Analisar a estrutura proteica da anidrase carbbnica dependente de
cadmio na Thalassiosira weissflogii, através de experimentos in silico, a fim de
determinar suas caracteristicas estruturais, possibilitando uma relagao filogenética
com outras espécies que absorvem cadmio, mas ndo o utilizam em seu

metabolismo.
3. Metas

|.  Criar modelos tedricos da estrutura tridimensional (3D) da proteina,
através de modelagem comparativa e ab initio;

II. Analisar, através de alinhamentos estruturais, o melhor modelo tedrico
da proteina gerado e validar o modelo em questéo;

[ll. Determinar o nivel de conservacéao evolutiva da CDCA(1,;

IV. Realizar e analisar a Dindmica Molecular do modelo obtido.
4. Material e Métodos

4.1. Obtengao da sequéncia e estrutura da CDCA1

A sequéncia e as estruturas experimentais da CDCA1 foram obtidas no
banco de dados UniProt (PUNDIR et al., 2017). Todos os modelos experimentais
obtidos por difracdo de raio X foram escolhidos (PDB ID 3BOB, 3BOC, 3BOE,
3BOH, 3BOJ, 3UKS).

4.2. Modelagem molecular computacional

A sequéncia da CDCA1 no formato fasta foi submetida aos algoritmos
Rosetta (KIM; CHIVIAN; BAKER, 2004) e I-Tasser (YANG; ZHANG, 2015) para
construgcao dos modelos 3D tedricos da CA pela técnica ab initio. Para geracéo de
modelos por modelagem comparativa, a sequéncia no formato fasta foi submetida
ao algoritmo (PS)? (HUANG et al., 2015), e aos algoritmos M4T (RYKUNOV et al.,
2009), Phyre2 (KELLEY; STERNBERG, 2009), RaptorX (KALLBERG et al., 2012) e
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Swiss-Model (BIASINI et al., 2014), que estao disponiveis no servidor Protein Model
Portal (HAAS et al., 2013).

O servidor Robetta emprega métodos automatizados de predigcao
estrutural para gerar modelos tridimensionais completos de proteinas a partir da
sequéncia de aminoacidos, com ou sem o0 uso de estruturas moldes conhecidas. O
servidor utiliza, inicialmente, um método chamado Ginzu — que consiste na utilizagao
do BLAST, PSI- BLAST, FFAS03 e 3D-Jury — para detectar, por meio do
alinhamento multiplo de sequéncias, regides homologas a estruturas determinadas
experimentalmente. Tais regides s&o levadas em consideragdo no processo de
divisdo da proteina em dominios, os quais sdo modelados comparativamente. As
regides nao homologas, e que, portanto, ndo compdéem os dominios nem dispdem
de molde, sdo modeladas ab initio, dando origem a fragmentos, unidos aos dominios
em etapa final da construgdo do modelo tedrico (KIM; CHIVIAN; BAKER, 2004).

O I-TASSER é um sistema automatizado para predicao estrutural de
proteinas. O servidor identifica moldes de estruturas depositadas no banco de dados
PDB a partir da sequéncia de aminoacidos submetida, usando, para tal, o programa
LOMETS, que consiste em um meétodo integrado de algoritmos que realizam
multiplos alinhamentos de sequéncia. O I-TASSER emprega técnicas de modelagem
comparativa para predizer as regides da proteina de interesse alinhadas
continuamente aos moldes selecionados pelo servidor. As demais regides, que nao
dispdem de estrutura molde no banco de dados PDB s&o construidas a partir de
métodos ab initio de modelagem molecular. O algoritmo SPICKER é entdo
empregado para identificar regides modeladas de baixa energia livre, refinadas a
seguir por simulagdes de dindmica molecular nos algoritmos FG-MD e ModRefiner
(YANG; ZHANG, 2015).

O servidor (PS)? prediz as estruturas tridimensionais de complexos
proteicos com base na modelagem comparativa; Além disso, este servidor examina
0 acoplamento entre as subunidades da predicdo do complexo pela combinagdo de
aspectos estruturais e evolutivos. As predicdes do complexo estrutural podem ser
indicados e visualizados em graficos 3D em Java e os perfis estruturais e evolutivos
sédo apresentados e comparados cadeia-a-cadeia. Acredita-se que o servidor (PS)?

seria uma ferramenta util para quem esta interessado, ndo sé nas estruturas dos
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complexos de proteina, mas também na ligacdo entre as subunidades dos
complexos proteicos. (HUANG et al., 2015)

O M4T é um servidor de modelagem comparativa que realiza a
combinacao de varios moldes e otimizacido de alinhamentos alternativos por meio de
uma abordagem de agrupamento (do inglés, clustering) interativo que leva em
consideracgao as informagdes sobre a similaridade entre a sequéncia molde e o alvo,
a similaridade de sequéncia entre os moldes, a integridade estrutural do dominio do
molde, a sua qualidade experimental e a contribuicdo unica de cada molde para o
alvo (RYKUNOQV et al., 2009). Esse servidor desenvolve alinhamentos e modelos
precisos, minimizando os erros associados com as duas primeiras etapas da
modelagem comparativa: o reconhecimento e alinhamento do molde. No primeiro
passo, as estruturas das proteinas sdo pesquisadas, comparadas e analisadas, e
um numero de candidatos € selecionado para servirem como moldes. Em seguida,
para reduzir os erros associados aos alinhamentos, o M4T utiliza o médulo MMM (do
inglés, Multiple Method Mapping) que considera solugdes de varios métodos de
alinhamento e combina as partes melhor alinhadas em uma unica solugdo, que é,
em média, mais precisa do que qualquer entrada unica de alinhamentos. Na etapa
final um modelo comparativo da proteina é construido utilizando Modeller
(FERNANDEZ-FUENTES et al., 2007).

O servidor Phyre2 realiza a predicao de estrutura proteica através do
reconhecimento da homologia/analogia entre proteinas. Essa ferramenta é
amplamente utilizada pela comunidade biolégica, com mais de 150 submissdes por
dia, os resultados séo exibidos em uma interface simples e demora 30 minutos para
predizer a estrutura de uma proteina de 250 residuos de aminoacidos (KELLEY;
STERNBERG, 2009).

O RaptorX € um servidor que promove a predicdo da estrutura proteica
secundaria e a modelagem da estrutura terciaria baseada em um molde, sendo
capaz de detectar sequéncias moldes mesmo remotamente relacionadas. Assim, &
possivel obter modelos estruturais de alta qualidade para muitas sequéncias de
proteinas-alvo, quando apenas dominios de proteinas distantemente relacionadas

tém estruturas experimentalmente resolvidas. Para terminar o processamento de
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uma sequéncia de 200 residuos de aminoacidos, o servidor leva aproximadamente
30 minutos (KALLBERG et al., 2014).

O SWISS-MODEL é um sistema automatizado para modelagem de
estruturas tridimensionais de proteinas a partir da sequéncia de aminoacidos
fornecida, empregando, para tal, técnicas de modelagem comparativa. O servidor
procura moldes no banco de dados de moldes do SWISS-MODEL Template Library
(SMTL) a partir do alinhamento multiplo de sequéncias e da estratégia de busca
Hidden Markov Models (BIASINI et al., 2014) — que constitui um método de
aprendizado de maquina que avalia probabilisticamente a distribuicdo de sequéncias
para escolher a mais adequada para a finalidade proposta (WEI, 2012). A estrutura
selecionada por tal servidor € entdo utilizada como molde para modelagem
comparativa (BIASINI et al., 2014).

4.3. Alinhamento Estrutural e Validacao dos Modelos

Os modelos obtidos foram alinhados a estrutura experimental incompleta
da CDCA1 (PDB ID 3BOB, 3BOC, 3BOE, 3BOH, 3BOJ, 3UK8) disponivel no Protein
Data Bank, utilizando, para tal, o servidor TM-Align. O TM-Align informa valores de
RMSD e TM-score, que sdo medidas utilizadas para avaliar a similaridade estrutural
das moléculas alinhadas no servidor (ZHANG; SKOLNICK, 2005). Define-se o
RMSD (Root Mean Square Deviation) como as diferengcas espaciais entre duas
estruturas estaticas (KNAPP et al., 2011), n&do representando, portanto, os desvios
locais de estrutura. Além de apresentar valores de RMSD, o TM-align ainda
disponibiliza os valores de TM-score, calculados a partir de desvios de menores
porcoes estruturais, proporcionando maior sensibilidade na avaliagao de similaridade
estrutural (ZHANG; SKOLNICK, 2005).

A utilidade bioldgica de modelos tridimensionais reside na confiabilidade
da predigao estrutural (ROY; KUCUKURAL; ZHANG, 2011). Nesse sentido, embora
os valores de RMSD sejam proporcionais ao tamanho da estrutura alinhada, e,
portanto, relativos (YANG; ZHANG, 2015), valores reduzidos de RMSD indicam
maior similaridade estrutural entre o modelo obtido e o molde utilizado em sua
modelagem, conferindo-o maior confiabilidade (ROY; KUCUKURAL; ZHANG, 2011).

Os valores de TM-score, por sua vez, ndo sao relativos, pois independem do
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tamanho da estrutura analisada. O TM-score varia de zero a um, sendo os valores
mais proximos de um, indicativos de maior similaridade estrutural. Estatisticamente,
valores de TM-score menores que 0,17 indicam que o alinhamento estrutural
ocorreu entre duas estruturas randomicamente relacionadas, ao passo que valores
maiores que 0,5 indicam que o alinhamento ocorreu entre duas estruturas similares
(YANG; ZHANG, 2015). Através dos escores inferidos pelo programa, o modelo mais

semelhante a estrutura alvo foi selecionado.
4.4. Validagao de estruturas

Todos os modelos obtidos tiveram sua qualidade verificada em diferentes
ambitos, utilizando quatro servidores de validagcao: ProSA (WIEDERSTEIN; SIPPL,
2007), PROCHECK (LASKOWSKI et al., 1993), QMEAN (BENKERT; KUNZLI;
SCHWEDE, 2009) e Verify3D (EISENBERG; LUTHY; BOWIE, 1997).

O ProSa afere a qualidade do modelo a partir do calculo dos potenciais de
forca e energia da estrutura submetida em seu servidor. A partir de tais calculos, o
servidor gera um valor referente a qualidade geral da estrutura, o Z-score. Este valor
€ disposto em um grafico que contém os Z-scores de todas as estruturas
experimentais depositadas no Protein Data Bank (WIEDERSTEIN; SIPPL, 2007).

O PROCHECK avalia a qualidade estereoquimica do modelo, analisando,
para tal, a geometria geral e individual (residuo por residuo) da estrutura submetida
baseada na disposi¢cdo dos angulos phi/psi. Os resultados obtidos sao dispostos no
grafico de Ramachandran, no qual os residuos séo alocados em regides favoraveis,
permitidas e ndo permitidas, conforme seu arranjo espacial (LASKOWSKI et al.,
1993).

O QMEAN estima a qualidade do modelo submetido em seu servidor com
base em propriedades fisioquimicas de sua estrutura. Tais propriedades sao
calculadas estatisticamente a partir de conformacgdes estruturais conhecidas, por
meio de um método consenso, no qual as conformagdes preditas com maior
frequéncia para determinada sequéncia estdo mais propensas a estarem corretas
que os padrdes estruturais ocorridos em apenas alguns modelos. A partir desses
calculos, o servidor gera um valor referente a qualidade geral da estrutura

submetida, o QMEAN-score, que € disposto em um grafico que contém o QMEAN-
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score de 9766 estruturas experimentais de alta resolugdo (BENKERT; KUNZLI;
SCHWEDE, 2009).

O Verify3D determina a compatibilidade estrutura-sequéncia a partir do
perfil tridimensional da proteina extraida de suas coordenadas atdmicas. Este perfil
€ comparado a sequéncia de aminoacidos da proteina, e baseado nas combinacdes
conhecidas de estruturas experimentais, € gerado um valor de compatibilidade, que
€ proporcional as combinagdes bem sucedidas e o indicativo da qualidade do
modelo (EISENBERG; LUTHY; BOWIE, 1997).

Selecionou-se 0 modelo que apresentou maior qualidade estrutural para a

analise filogenética e dindmica molecular.
4.5. Refinamento Estrutural

Foi realizada uma etapa de refinamento estrutural do modelo gerado por
modelagem ab initio pelo servidor Robetta, a fim de otimizar a qualidade da
estrutura, utilizando dois algoritmos de refinamento: GalaxyWeb (KO et al., 2012) e
KoBaMIN (RODRIGUES; LEVITT; CHOPRA, 2012).

O servidor GalaxyWeb prediz a estrutura da proteina a partir da
sequéncia de modelagem com base no modelo e refina regides de loop ou regides
terminais por modelagem ab initio. Este servidor web é baseado no método testado
no CASP9 (Nona Avaliacao Critica de Técnicas de Predicdo de Estrutura de
Proteinas) sendo avaliado para estar entre os servidores de modelagem de melhor
desempenho baseados em modelos. O método gera estruturas centrais de
confianga de varios modelos e reconstrdi loops ou terminais nao confiaveis utilizando
um método de refinamento baseado em otimizacao (KO et al., 2012).

O servidor web KoBaMIN fornece uma interface on-line simples,
consistente e computacionalmente eficiente para um protocolo de refinamento da
estrutura de proteinas baseado na minimizacdo de um potencial de forga média
baseada no conhecimento. O servidor pode ser utilizado para refinar a estrutura de
uma unica proteina ou um conjunto de proteinas a partir de suas coordenadas nao
refinadas em formato PDB. O método de refinamento é particularmente rapido e
preciso devido ao potencial do conhecimento subjacente derivado de estruturas

depositadas no PDB. O servidor permite opgcdes, mas sao recomendados passos de
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otimizacao estereoquimica usando o software MESHI. O servidor KoBaMIN também
permite a comparagao das estruturas refinadas com uma estrutura de referéncia
fornecida para avaliar as mudancas trazidas pelo protocolo de refinamento
(RODRIGUES; LEVITT; CHOPRA, 2012).

4.6. Andlise filogenética estrutural

A analise filogenética da proteina CDCA1 foi realizada no servidor
Consurf (ASHKENAZY et al., 2010) utilizando o modelo tridimensional validado
como input. Para tal, selecionou-se o0s seguintes parametros: Homolog search
algorithm: HMMER; Number of iterations: 1; E-value cutoff: 0.0001; Proteins
database: UNIREF-90; Maximum homologs to collect: 150; Maximal %ID between 11
sequences: 95%; Minimal %ID for homologs: 35%; Alignment method: MAFFT-LINS-
i; Calculation method: Bayesian,; Evolutionary substitution model: JTT (default).

O Consurf € um servidor online desenvolvido para identificar regides
funcionalmente importantes em proteinas a partir da estimativa do grau de
conservagao dos aminoacidos de sua sequéncia. Tal estimativa € obtida a partir de
uma estratégia integrada de algoritmos que realizam alinhamentos multiplos de
sequéncia e aplicam métodos Bayesianos de aprendizado de maquina para calcular
a preservagao evolutiva destes residuos. O servidor atribui a cada residuo um valor
de conservagao associado a uma escala colorimétrica, variando do azul,
representando residuos menos conservados, a bordd, representando residuos mais
conservados (ASHKENAZY et al., 2010).

4.7. Dinamica Molecular

As simulagbdes de dindmica molecular da CDCA1 foram realizadas
individualmente no pacote GROMACS 5.0.7 (VAN DER SPOEL et al., 2005). O
GROMACS inclui mais de 100 programas, empregados nédo sO na efetivagdo da
dindmica molecular, mas também na anadlise da trajetéria gerada a partir desta,
permitindo, assim, a caracterizagdo de diversos parametros estruturais (VAN DER
SPOEL et al., 2005).

Conforme metodologia estabelecida por KREBS; DE MESQUITA, 2016 —
que utiliza o campo de forga Amber 99SB-ILDN (LINDORFF-LARSEN et al., 2010)
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para reger as interacdes interatdmicas — solvatou-se inicialmente a estrutura com o
modelo de agua TIP3P em uma caixa cubica com dimensdes de 6,829nm x 7,257nm
x 7,442nm. O sistema foi entdo neutralizado pela adicdo de ions Na* e CL™ em
concentracédo de 1,5 M, e teve sua energia minimizada em 5000 etapas, utilizando,
para tal, o método steepest descent.

Apdés a minimizagdo, aplicou-se o conjunto NVT (constant number,
volume and temperature) e NPT (constant number, pressure and temperature) para
estabilizar a presséo e temperatura do sistema em torno de 300K e 1atm (MEATH et
al., 1981). Esta etapa teve duracdo de 100 picosegundos para cada conjunto,
resultando na equilibragdo do sistema.

O sistema foi entdo submetido a produgado, etapa final da dinamica
molecular, utilizando-se o algoritmo LINCS (Linear Constraint Solver) para restringir
as interagdes covalentes, e o método PME (Particle Mesh Ewald) para processar as
interagdes eletroestaticas. A simulagao foi realizada a 300K e teve duragado de 40
nanossegundos, alcangando a estabilidade estrutural da proteina analisada.

As trajetérias obtidas a partir das simulagdes de dindmica molecular foram
analisadas pelos programas: gmxsasa, gmxhbond, gmxrms, gmx gyrate e gmxrmsf,
do pacote GROMACS. Tal analise viabilizou a caracterizacdo de parametros
estruturais e bioquimicos — como, desvio médio quadratico (Root Mean Square
Deviation — RMSD), flutuagdo média quadratica (Root Mean Square Fluctuation —
RMSF), fator termodinamico (B-factor), raio de giro (radius of gyration), pontes de
hidrogénio intermoleculares (Hydrogen bonds) e superficie de acesso ao solvente
(Solvent Accessible Surface Area — SASA) que foram dispostos em graficos e

interpretados comparativamente.
5. Resultados e Discussao

5.1. Obtencao da sequéncia e estrutura da CDCA1

A sequéncia nativa da proteina CDCA1, em formato FASTA, contendo
616 residuos de aminoacidos, foi obtida a partir do banco de dados UniProt (UniProt

ID: Q50EL4) Os modelos experimentais escolhidos estdo descritos na tabela 1.
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Todos os modelos sdo incompletos, dai a importancia de se realizar
modelagem computacional para obter a estrutura completa da CDCA1. Os arquivos

em formato PDB, contém as coordenadas de cada atomo da estrutura.

Tabela 1 - Sequéncia e estruturas da CDCAA1.

Sequéncia formato FASTA Estrutura Resolugdo Posigao Método ~d ©
(A) Obtencgéo

>tr|Q50EL4 |Q50EL4 THAWE Cadmium-
specific carbonic anhydrase (Fragment) 3BOB 1.45 197 - 406 Raio X
OS=Thalassiosira weissflogii GN=cdcal
PE=1 SvV=1
GWQAEIVTEFSLLNEMVDVDPQGILKCVDGRGSDNTQ
FCGPKMPGGIYAIAHNRGVTTLEGLKQITKEVASKGH 3BOC 1.80 197 - 406 Raio X

VPSVHGDHSSDMLGCGFFKLWVTGRFDDMGYPRPQFD
ADQGAKAVENAGGVIEMHHGSHAEKVVYINLVENKTL
EPDEDDQRFIVDGWAAGKFGLDVPKFLIAAAATVEML .
GGPKKAKIVIPSISPAQIAEALQGRGWDAEIVTDASM 3BOE 1.40 197 - 406 Raio X
AGQLVDVRPEGILKCVDGRGSDNTRMGGPKMPGGIYA
IAHNRGVTSIEGLKQITKEVASKGHLPSVHGDHSSDM
LGCGFFKLWVTGRFDDMGY PRPQFDADQGANAVKDAG 3BOH 1.70 1-196 Raio X
GIIEMHHGSHTEKVVYINLLANKTLEPNENDQRFIVD
GWAADKFGLDVPKFLIAAAATVEMLGGPKNAKIVVPS
ITPPQIVSALRGRGWKASIVKASTMSSELKRVDPQGI
LKCVDGRGSDNTQFGGPKMPGGIYAIAHNRGVTITLEG 3BOJ 1.45 1-196 Raio X
LKDITREVASKGHVPSVHGDHSSDMLGCGFFKLWLTG
RFDDMGYPRPEFDADQGALAVRAAGGVIEMHHGSHEE

KVVYINLVSGMTLEPNEHDQRFIVDGWAASKFGLDVV ,
KFLVAAAATVEMLGGPKKAKIVIP 3UK8 2.30 407 - 616 Raio X

5.2. Modelagem molecular computacional

Na figura 1, observa-se o modelo tedrico 3D da CDCA1 gerado pelos
algoritmos de modelagem comparativa ((PS)?, M4T, Phyre2, RaptorX, SwissModel).
No modelo gerado pelo (PS)? (Figura 1 — A), com 616 residuos de aminoacidos, uma
regidao da proteina nao foi modelada, o que pode ter sido falha desse algoritmo ou
um indicativo de que esta regido é uma regiao intrinsecamente desestruturada (IDR)
(STANLEY; ESTEBAN-MARTIN; DE FABRITIIS, 2015). O algoritmo M4T construiu
dois modelos tedricos 3D da proteina, com 214 e 213 residuos de aminoacidos,
respectivamente. (Figura 1 — B e C). Os algoritmos Phyre2 e RaptorX criaram
apenas um modelo, cada um com 616 aminoacidos (Figura 1 — D e E,
respectivamente). O SwissModel gerou trés modelos tedricos tridimensionais da
proteina, com 210, 196 e 196 residuos de aminoacidos, respectivamente (Figura 1 —
F, GeH).
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Figura 1 - Modelos moleculares da CDCA1 obtidos por modelagem comparativa.

Visualizacdo dos modelos tedricos 3D construidos com base na sequéncia nativa da CDCA1 pelos
algoritmos de modelagem comparativa. A) (PS)? B) Modelo 1 M4T; C) Modelo 2 M4T; D) Phyre2; E)
RaptorX; F) Modelo 1 SwissModel; G) Modelo 2 SwissModel e; H) Modelo 3 SwissModel. Os modelos
foram visualizados e coloridos de acordo com sua estrutura secundaria, através do programa UCSF
Chimera. Os fragmentos em azul indicam os “loops”, as regibes em amarelo representam as folhas

beta e as estruturas coloridas de rosa representam as alfa-hélices.

Os algoritmos de modelagem hibrida, Rosetta e |-Tasser, geraram cinco
modelos teoricos tridimensionais da CDCA1. A figura 2 mostra, na respectiva ordem,
os cinco modelos obtidos pelo Rosetta e pelo I-Tasser. A cada modelo do I-Tasser
foram atribuidos, automaticamente pelo préprio algoritmo, um C-score, que estima a
qualidade dos modelos e esta tipicamente no intervalo [-5, 2], no qual um valor mais
elevado reflete um modelo de melhor qualidade (ROY; KUCUKURAL; ZHANG, 2010;
ROY; YANG; ZHANG, 2012; ZHANG, 2008). O melhor modelo gerado por esse
algoritmo foi o Modelo 5, pois teve maior C-score (-1.87), quando comparado aos
demais, que obtiveram C-Score de -3.09 , -3.52, -3.70 e -3.53, respectivamente.
Apesar disso, todos os cinco modelos gerados pelo I-Tasser foram alinhados com as
estruturas experimentais da CDCA1 na etapa de alinhamento estrutural e validagao

dos modelos.
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Figura 2 - Modelos moleculares da CDCA1 obtidos por modelagem ab initio.

Modelos tedricos 3D construidos por modelagem ab initio gerados pelos algoritmos Rosetta e I-
Tasser. As letras “A, B, C, D e E” representam os cinco modelos gerados pelo Rosetta. As letras “F,
G, H, | e J’ indicam os cinco modelos gerados pelo |-Tasser. Os modelos foram visualizados e
coloridos de acordo com sua estrutura secundaria, através do programa UCSF Chimera. Os
fragmentos em azul indicam os “loops”, as regides em amarelo representam as folhas beta e as

estruturas coloridas de rosa representam as alfa-hélices.

5.3. Alinhamento Estrutural e Validagdo dos Modelos

Avaliar a qualidade de modelos 3D, preditos computacionalmente,
consiste em uma importante etapa de experimentos in silico, pois a confiabilidade
atribuida aos modelos construidos determina a maneira com que estes poderao ser
utilizados posteriormente (ROY; KUCUKURAL; ZHANG, 2010). Para avaliar essa
qualidade dos modelos gerados, foi realizado o alinhamento entre cada estrutura
proteica predita computacionalmente e as estruturas experimentais da CDCA1 (PDB
ID 3BOB, 3BOC, 3BOE, 3BOH, 3BOJ, 3UKS8).

Cada alinhamento gerou como resultado, uma imagem tridimensional das
estruturas proteicas, experimental e tedrica, sobrepostas, bem como um TM-Score e
um valor de RMSD. O TM-score (do inglés, “template modeling score”) é definido
para avaliar a similaridade topoldgica entre pares de estruturas. Seu valor varia entre
0 e 1, sendo que maiores valores indicam melhores alinhamentos estruturais e seu

significado estatistico independe do tamanho da proteina. O valor de RMSD (do
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inglés, “Root-Mean-Square Deviation”), por sua vez, indica a distancia média, em
angstrons, entre os atomos das cadeias principais de duas estruturas, podendo ser
utilizado para avaliar a qualidade dos modelos (ROY; KUCUKURAL; ZHANG, 2010;
ROY; YANG; ZHANG, 2012; ZHANG, 2008). O valor do RMSD deve ser menor que
2.0A, sendo que valores mais proximos de 0.0A representam maior similaridade
topoldgica a estrutura experimental.

Conforme os resultados apresentados na tabela 2, a confiabilidade dos
modelos construidos neste estudo, exceto o modelo 4 do |-Tasser, apresenta-se
dentro dos padrdes de alta qualidade, visto que os seus valores de RMSD
encontraram-se abaixo de 2.0A e, os de TM-score, foram iguais ou superiores a
0.92, indicando que os modelos criados possuem grande similaridade topoldgica a

estrutura experimental da CDCA1.

Tabela 2 - Compilagdo dos valores de RMSD e TM-Score do(s) modelo(s) gerado(s) por cada

algoritmo.

Algoritmo Modelo RMSD TM-Score Cadeia de aa
PS2 PS2 Modelo 1 0.16 0.99916 616
MAT M4T Modelo 1 0.12 0.99954 214

M4T Modelo 2 0.26 0.99774 210

Phyre2 Phyre Modelo 1 0.52 0.99124 616
RaptorX RaptorX Modelo 1 0.46 0.99302 616
SwissModel Modelo 1 0.07 0.98116 210

SwissModel SwissModel Modelo 2 0.07 0.93766 196
SwissModel Modelo 3 0.07 0.92003 196

Rosetta Modelo 1 0.39 0.99496 616

Rosetta Modelo 2 0.42 0.99436 616

Rosetta Rosetta Modelo 3 0.42 0.99414 616
Rosetta Modelo 4 0.44 0.99357 616

Rosetta Modelo 5 0.44 0.99386 616

|I-Tasser Modelo 1 0.22 0.99834 616

|I-Tasser Modelo 2 0.24 0.99799 616

I-Tasser |I-Tasser Modelo 3 0.49 0.99345 616
|I-Tasser Modelo 4 6.32 0.31456 616

|I-Tasser Modelo 5 0.45 0.99605 616

Apesar de ter apresentado um baixo RMSD (0.16A) e o TM-Score
proximo de 1 (0.99916), o modelo gerado pelo (PS)? nédo foi escolhido, pois uma
regido da proteina n&o foi modelada, como pode ser observado na figura 3. Os
modelos gerados pelo M4T (Figura 4) e pelo SwissModel (Figura 5), mesmo obtendo

um baixo valor de RMSD, apresentaram uma modelagem incompleta, nao
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contemplando o total dos 616 residuos de aminoacidos da proteina. Em comparagao
com os demais modelos completos, o modelo 1 gerado pelo algoritmo I-Tasser
(Figura 6) foi 0 que apresentou o maior TM-Score (0.99834) e menor RMSD (0.22A),
seguido do modelo 1 do Rosetta com RMSD igual a 0.39A e TM-Score (0.99496)
(Figura 7), do modelo do RaptorX que apresentou um RMSD de 0.46A e TM-Score
(0.99302) (Figura 8) e por ultimo, do modelo gerado pelo algoritmo Phyre2 o qual
exibiu um valor de 0.52A de RMSD e 0.99124 (Figura 9). Contudo, como as
diferengas dos valores dos RMSD e TM-Scores nao foram significativas, todos os
modelos com os melhores valores e que contemplaram o total de residuos da

proteina foram analisados na validagao estrutural.
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Figura 3 - Alinhamento entre a estrutura experimental da CDCA1 e o modelo obtido a partir do
servidor (PS)3.

Visualizagéo do alinhamento entre a estrutura experimental da CDCA1 (verde) e o modelo 3D tedrico
(azul), construidos com base na sequéncia nativa da CDCA1. Modelo construido pelo (PS)?> com
RMSD (0.16) e TM-Score (0.99916). Os modelos foram visualizados e coloridos com auxilio do

programa UCSF Chimera.
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RMSD: 0.12 RMSD: 0.26
TM-Score: 0.99954 TM-Score: 0.99774

Figura 4 - Alinhamento entre a estrutura experimental da CDCA1 e os modelos obtidos a partir
do servidor M4T.

Visualizagédo do alinhamento entre a estrutura experimental da CDCA1 (verde) e os modelos tedricos
3D (azul), construidos com base na sequéncia nativa da CDCA1. A) Modelo 1 construido pelo M4T
com RMSD (0.12) e TM-Score (0.99954) com um total de 214 residuos de aminoacidos; B) Modelo 2
construido pelo M4T com RMSD (0.26) e TM-Score (0.99774) com um total de 213 residuos de

aminoacidos. Os modelos foram visualizados e coloridos com auxilio do programa UCSF Chimera.

RMSD: 0.07 RMSD: 0.07 RMSD: 0.07
TM-Score: 0.98116 TM-Score: 0.93766 TM-Score: 0.92003

Figura 5 - Alinhamento entre a estrutura experimental da CDCA1 e os modelos obtidos a partir
do servidor SwissModel.

Visualizagédo do alinhamento entre a estrutura experimental da CDCA1 (verde) e os modelos tedricos
3D (azul), construidos com base na sequéncia nativa da CDCA1. A) Modelo 1 construido pelo
SwissModel com RMSD (0.07) e TM-Score (0.98116) com um total de 210 residuos de aminoacidos;
B) Modelo 2 construido pelo SwissModel com RMSD (0.07) e TM-Score (0.93766) com um total de
196 residuos de aminoécidos; C) Modelo 3 construido pelo SwissModel com RMSD (0.07) e TM-
Score (0.92003) com um total de 196 residuos de aminoacidos. Os modelos foram visualizados e

coloridos com auxilio do programa UCSF Chimera.
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Figura 6 - Alinhamento entre a estrutura experimental da CDCA1 e os modelos obtidos a partir
do servidor I-Tasser.

Visualizagédo do alinhamento entre a estrutura experimental da CDCA1 (verde) e os modelos tedricos
3D (azul), construidos com base na sequéncia nativa da CDCA1. A) Modelo 1 construido pelo I-
Tasser com RMSD (0.22) e TM-Score (0.99834); B) Modelo 2 construido pelo I-Tasser com RMSD
(0.24) e TM-Score (0.99799); C) Modelo 3 construido pelo I-Tasser com RMSD (0.49) e TM-Score
(0.99345); D) Modelo 4 construido pelo I-Tasser com RMSD (6.32) e TM-Score (0.31456); E) Modelo
5 construido pelo I-Tasser com RMSD (0.45) e TM-Score (0.99605). Os modelos foram visualizados e

coloridos com auxilio do programa UCSF Chimera.
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RMSD: 0.42 RMSD: 0.42

RMSD: 0.39 TM-Score: 0.99436 TM-Score: 0.99414

TM-Score: 0.99496

RMSD: 0.44 3 RMSD: 0.44
TM-Score: 0.99357 TM-Score: 0.99386

Figura 7 - Alinhamento entre a estrutura experimental da CDCA1 e os modelos obtidos a partir
do servidor Rosetta.

Visualizagédo do alinhamento entre a estrutura experimental da CDCA1 (verde) e os modelos tedricos
3D (azul), construidos com base na sequéncia nativa da CDCA1. A) Modelo 1 construido pelo
Rosetta com RMSD (0.39) e TM-Score (0.99496); B) Modelo 2 construido pelo Rosetta com RMSD
(0.42) e TM-Score (0.99436); C) Modelo 3 construido pelo Rosetta com RMSD (0.42) e TM-Score
(0.99414); D) Modelo 4 construido pelo Rosetta com RMSD (0.44) e TM-Score (0.99357); E) Modelo
5 construido pelo Rosetta com RMSD (0.44) e TM-Score (0.99386). Os modelos foram visualizados e

coloridos com auxilio do programa UCSF Chimera.
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RMSD: 0.46
TM-Score: 0.99302

Figura 8 - Alinhamento entre a estrutura experimental da CDCA1 e o modelo obtido a partir do
servidor RaptorX.

Visualizagédo do alinhamento entre a estrutura experimental da CDCA1 (verde) e o modelo 3D tedrico
(azul), construidos com base na sequéncia nativa da CDCA1. Modelo gerado pelo RaptorX com
RMSD (0.46) e TM-Score (0.99302). Os modelos foram visualizados e coloridos com auxilio do

programa UCSF Chimera.

N

RMSD: 0.52 N
TM-Score: 0.99124 (

Figura 9 - Alinhamento entre a estrutura experimental da CDCA1 e o modelo obtido a partir do
servidor Phyre2.

Visualizagédo do alinhamento entre a estrutura experimental da CDCA1 (verde) e o modelo 3D tedrico
(azul), construidos com base na sequéncia nativa da CDCA1. Modelo construido pelo Phyre2 com
RMSD (0.52) e TM-Score (0.99124). Os modelos foram visualizados e coloridos com auxilio do

programa UCSF Chimera.
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5.4. Validagao e Refinamento de Estruturas

A validacdo das estruturas proteicas obtidas tanto por metodologias
experimentais quanto as computacionais € uma etapa fundamental para garantir a
qualidade do dado obtido (TOUW; JOOSTEN; VRIEND, 2016).

Todos os modelos, com os melhores valores de RMSD e TM-Score
obtidos pelo alinhamento estrutural, tiveram sua qualidade verificada em diferentes

ambitos, utilizando quatro servidores de validagdo conforme mostra a tabela 3.

Tabela 3 - Comparagdo dos valores dos servidores de validagdo estrutural dos modelos

gerados por cada algoritmo.

Modelos Prosa | 47l | P | Seore. | GMEAN | RMSD | TM-Score
Phyre2 | Modelo 1 | 6,36 | 5601 | 673 | 0344 | -463 | 052 | 099124
RaptorX | Modelo 1 | 11,94 | 9562 | 943 | 0724 | 043 | 046 | 099302
Rosetta | Modelo 1 | -12.66 | 9627 | 878 | 0782 | 021 | 039 | 099496
-Tasser | Modelo 1 | 817 | 8458 | 630 | 0457 | -339 | 0.22 | 099834

A selecao da estrutura foi feita com base nos valores produzidos pelos
validadores. Tanto o modelo do Rosetta quanto o modelo obtido pelo RaptorX
possuiram uma boa qualidade aceita pelos programas de validacdo. Devido o
servidor Robetta ser amplamente utilizado, sendo melhor avaliado em relagédo ao
servidor RaptorX, o modelo do Rosetta, passou por uma etapa de otimizacido, que
busca o refinamento da estrutura, fornecendo assim um dado melhorado. O modelo
do Rosetta foi submetido a dois servidores de refinamento e otimizag&o estrutural. O
servidor GalaxyWeb gerou como resultado cinco modelos estruturais tedricos 3D
construidos pelo servidor Robetta que sdo mostrados na figura 10. O servidor
KoBaMIN produziu apenas um modelo (Figura 11). Os resultados deste refinamento
foram entdo alinhados (Figura 12) e validados, para serem comparados com 0s
modelos do Rosetta e do RaptorX selecionados pelos validadores antes do

refinamento.
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Figura 10 - Modelos moleculares da CDCA1 refinados pelo servidor GalaxyWeb, construidos a
partir do modelo 1 do Rosetta.

Modelos tedricos 3D refinados pelo servidor GalaxyWeb construidos a partir do modelo 1 do Rosetta.
As letras “A, B, C, D e E” representam os cinco modelos gerados. Os modelos foram visualizados e
coloridos de acordo com sua estrutura secundaria, através do programa UCSF Chimera. Os
fragmentos em azul indicam os “loops”, as regibes em amarelo representam as folhas beta e as

estruturas coloridas de rosa representam as alfa-hélices.

Figura 11 - Modelo molecular da CDCA1 refinado pelo servidor KoBaMIN, construido a partir
do modelo 1 do Rosetta.

Modelo refinado pelo servidor KoBaMIN construido a partir do modelo 1 do Rosetta. Os modelos
foram visualizados e coloridos de acordo com sua estrutura secundaria, através do programa UCSF
Chimera. Os fragmentos em azul indicam os “loops”, as regibes em amarelo representam as folhas

beta e as estruturas coloridas de rosa representam as alfa-hélices.
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RMSD: 0.41 RMSD: 0.39 RMSD: 0.40
TM-Score: 0.99445 TM-Score: 0.99491 TM-Score: 0.99475

RMSD: 0.38 RMSD: 0.39
TM-Score: 0.99505 TM-Score: 0.99481

Figura 12 - Alinhamento entre a estrutura experimental da CDCA1 e os modelos obtidos pelo
refinamento no GalaxyWeb do modelo do Rosetta.

Visualizagédo do alinhamento entre a estrutura experimental da CDCA1 (verde) e os modelos tedricos
3D refinados pelo GalaxyWeb (azul). A) Modelo 1 refinado do GalaxyWeb com RMSD (0.41) e TM-
Score (0.99445); B) Modelo 2 refinado do GalaxyWeb com RMSD (0.39) e TM-Score (0.99491); C)
Modelo 3 refinado do GalaxyWeb com RMSD (0.40) e TM-Score (0.99475); D) Modelo 4 refinado do
GalaxyWeb com RMSD (0.38) e TM-Score (0.99505); E) Modelo 5 refinado do GalaxyWeb com
RMSD (0.39) e TM-Score (0.99481). Os modelos foram visualizados e coloridos com auxilio do
programa UCSF Chimera.
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RMSD: 0.45

TM-Score: 0.99328

Figura 13 - Alinhamento entre a estrutura experimental da CDCA1 e os modelos obtidos pelo

refinamento no KoBaMIN do modelo do Rosetta.

Visualizagédo do alinhamento entre a estrutura experimental da CDCA1 (verde) e os modelos tedricos
3D refinados pelo KoBaMIN (azul). Modelo refinado do KoBaMIN com RMSD (0.45) e TM-Score
(0.99328). Os modelos foram visualizados e coloridos com auxilio do programa UCSF Chimera.

de validagéo estrutural antes e apos o refinamento.

A tabela 4 mostra a comparacao entre os valores obtidos pelos servidores

Tabela 4 - Comparacao dos valores dos servidores de validagdo estrutural dos modelos

gerados apés o refinamento estrutural.

Modelos Prosa | 4ol | PO | Ueore. | Gacan | RMSD | TM-Score
Antes Refinamento

RaptorX | Modelo 1 | -11,94 | 95.62 94,3 0724 | -043 | 046 | 0.99302

Rosetta | Modelo 1 | -12,66 | 96.27 87.8 0782 | 021 | 039 | 0.9949
Apés Refinamento

Modelo 1 | -12,76 | 92,86 95,1 0752 | -013 | 041 | 0.99445

Modelo 2 | -12,88 | 93,67 94,3 0,763 | -0,01 | 039 | 0.99491

iﬂi’;ﬁ‘t’t\’a";b Modelo 3 | -12,84 | 93,34 94,3 0762 | -0,01 | 040 | 0.99475

Modelo 4 | -12,74 | 93,67 94,3 0755 | -0,09 | 038 | 0.99505

Modelo 5 | -12,94 | 93,83 94,5 0,746 | -019 | 039 | 0.99481

Tgfse“t"tg\; Modelo 1 | -12,78 | 9497 | 939 0741 | 024 | 045 | 099328
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Conforme os resultados mostrados na tabela 4, apdés a otimizacdo da
estrutura produzida pelo Rosetta, todos os modelos refinados foram aprovados pelos
programas descritos na tabela. Devido o resultado do modelo 4, refinado pelo
servidor GalaxyWeb e construido a partir do modelo 1 do algoritmo Rosetta (aqui
chamado de Rosetta/GalaxyWeb4), apresentar um conjunto com os melhores
valores gerados tanto pelo RMSD e TM-Score quanto pelos valores obtidos pelos
programas de validagao estrutural, este modelo foi o0 escolhido para as analises.

A estrutura da CDCA1 modelada pelo algoritmo Rosetta e refinada
utilizando o servidor GalaxyWeb (Rosetta/GalaxyWeb4) apresentou os seguintes
resultados para os programas de validacao estrutural: de acordo com o ProSA-Web,
a estrutura apresentada tem qualidade de cristalografia de raios-X, apontando um Z-
score -12,74 (Figura 14); para PROCHECK, o modelo tem qualidade
estereoquimica, uma vez que a geometria de angulos Phi/Psi no grafico de
Ramanchandran apresentou 94,3% de seus residuos em regides mais favorecidas,
superando os 90% de corte estipulado para a plataforma (Figura 15); o servidor
QMEAN atribuiu uma pontuacdo de 0,755 na qualidade global do modelo,
qualificando-o como uma estrutura de alta resolugdo (Figura 16); finalmente o
resultado do Verify 3D indica que 93,67% dos residuos da estrutura tem
compatibilidade 3D-1D, ao longo da passagem de 80% de corte estipulado (Figura
17).
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Overall model quality

Z-Score: -12.74

X-ray
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Figura 14 - Validagao da estrutura da CDCA1 pelo servidor ProSA-Web.
O servidor Prosa-web gera Z-scores de estruturas PDB determinadas por cristalografia de raios-X em
azul claro e por espectroscopia de RMN em azul escuro. De acordo com o gréfico, a estrutura da
CDCA1 apresentada tem qualidade de cristalografia de raios-X e um Z-score -12,74 que esta

representado pelo ponto preto.
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Plot statistics

Residues in most favoured regions [A.B,L] 47 94.3%

Residues in additional allowed regions [a,b.1,p] 25 4.9%

Residues in generously allowed regions [~a,~b.~1.-p] 3 0.6%

Residues in disallowed regions 1 0.2%

Number of non-glycine and non-proline residues 508 100.0%
Number of end-residues (excl. Gly and Pro) 0

MNumber of glycine residues (shown as triangles) 76

Number of proline residues 32

Total number of residues 616

Based on an analysis of 118 structures of resolution of at least 2.0 Anpstroms
and R-facter no preater than 209, a good quality medel would be expected
tohave over 90% in the most favoured regions.

Figura 15 - Validagao da estrutura da CDCA1 pelo PROCHECK no grafico de Ramachandran.
O Procheck mostrou que: 94,3% de residuos de aminoacidos encontram-se nas regides mais
favorecidas [A, B e L]; 4,9% em regides permitidas adicionais [a, b, | e p]; 0,6% nas regides

generosamente permitidas [~ a, ~ b, ~ | e ~ p] e; 0,2% nas regides ndo permitidas.
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normalised QMEANG score

Figura 16 - Validagao da estrutura da CDCA1 pelo QMEAN.

Comparison with non-redundant set of PDB structures
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O QMEAN-score gera um grafico de estruturas PDB determinada por cristalografia de raios-X em

escala de cinza. O QMEAN-score do modelo da CDCA1 apresentou o valor de 0.755 e esta

representado pela cruz vermelha no grafico.

Verify 3D Results plot
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Figura 17 - Validagao da estrutura da CDCA1 pelo Verify 3D.
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Verify 3D mostrou que 93,67% dos residuos da estrutura tem pontuagdo 3D-1D igual ou superior a

0.2.
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5.5. Analise filogenética estrutural

O modelo selecionado foi submetido a anadlise filogenética no servidor
Consurf. Este servidor permite identificar regides de importancia funcional em
proteinas por meio da estimativa do grau de conservagao dos aminoacidos de sua
sequéncia (ASHKENAZY et al., 2010). Isso porque, residuos cruciais para estrutura
e fungdo da proteina tendem a ser preservados pela selecido natural. Nesse
contexto, a comparagao entre sequéncias se faz essencial para inferir aspectos
funcionais e evolutivos de novas proteinas a partir de proteinas depositadas em
bancos de dados (XIONG, 2006). Para tal, o Consurf utiliza métodos de
aprendizado de maquina e alinhamento multiplos de sequéncias (ASHKENAZY et
al., 2010).

B: 3 ¢« 5 ¢« 7 5E

Variable Average Conserved

n - Insufficient data - the calculation for this site was performed on less than 10% of the sequences.

Figura 18 — Analise filogenética da proteina CDCA1 mediante submissdao do modelo 1 do
Rosetta no servidor Consurf.

Escala colorimétrica de conservagao do Consurf aplicada a estrutura da proteina CDCA1. Tal escala
varia de azul turquesa, para residuos menos conservados, a bordd, para residuos mais conservados.

As partes amarelas mostra a insuficiéncia de dados.

A figura 18 mostra o resultado da analise filogenética da CDCA1. A
conservagao dos residuos € relacionada a escala colorimétrica, na qual residuos
mais conservados séo coloridos em bordd, enquanto residuos menos conservados
possuem uma coloracdo de azul turquesa. Residuos que nao apresentaram
nenhuma conservacgédo, devido a insuficiéncia de dados comparativos, ndo sao

analisados.
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Por se tratar de uma proteina especifica obtida evolutivamente para a
situacdo de deficiéncia de zinco, ndo havendo dados comparativos, a analise
filogenética estrutural da CDCA1 mostrou que a conservagao talvez nao seja téao
indicativa, sendo normal ter uma baixa conservacdo em relacédo a todos os residuos
da proteina. Quando por¢des da proteina sdo analisadas separadamente, a regiao
central da proteina apresenta uma alta conservagao estrutural, enquanto na cadeia
lateral, os residuos nao foram analisados, devido a insuficiéncia de dados

comparativos, causando assim uma baixa conservagao nessa regiao.
5.6. Dinamica Molecular

O modelo validado da CDCA1 foi submetido a dindmica molecular no
pacote GROMACS 5.0.7 (VAN DER SPOEL et al.,, 2005). A etapa de producgao
durou 40 nanossegundos, e as trajetérias geradas a partir desta foram analisadas
pelos parametros RMSD, RMSF, raio de giro, numero de pontes de hidrogénio

intermoleculares, SASA e B-Factor.
5.6.1. RMSD

O RMSD ¢ definido como a diferenga espacial entre duas estruturas
estaticas. Tal parametro é calculado entre um ponto de partida definido da simulagao
e todos os quadros sucessivos desta, determinando a convergéncia e estabilidade
da estrutura. Nesse sentido, os valores de RMSD sao inversamente proporcionais a
rigidez protéica. Tal parametro pode ainda ser utilizado para determinar o equilibrio
da simulagdo, uma vez que, a convergéncia do sistema — aferida mediante
estabelecimento de um platé de valores de RMSD - indica a estabilizagdo de seus
elementos constituintes (KNAPP et al., 2011).
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Root Mean Square Deviation (RMSD)

0.6 I T T T

05—

04—

2° Plato

0.3 o)

RMSD (nm)

0.2 —

1 I I i L i
00 10000 20000 30000 40000
Time (ps)

Figura 19 — RMSD da proteina CDCA1 ao longo da simulagdo de dinamica molecular.
O valor de RMSD, em nandmetros, da estrutura nativa a 300K é mostrado em fungao do tempo, em

picosegundos.

O equilibrio foi alcangado na simulacao realizada, uma vez que o RMSD
da estrutura — disposto na Figura 19 — convergiu para um valor especifico,
estabelecendo dois platdés a 9-15ns e a 25-35ns do ponto de partida da dindmica. A
analise de RMSD péds-equilibracdo, apresentou a média dos valores de RMSD de

cada platd, que correspondem, respectivamente, a 0,47nm e 0,41nm.

5.6.2. RMSF

O RMSF é uma medida empregada para mensurar o deslocamento de
grupo de atomos em uma estrutura referenciada durante uma simulagdo. A
utilizacao deste parametro s6 faz sentido se aplicado ao estudo de estruturas que
flutuam em torno de uma conformagao média estavel, o que ocorre em simulagdes
equilibradas. Dessa maneira, os valores de RMSF s&o proporcionais a
movimentacdo de determinado residuo em relagcdo a sua posicao média durante a
dind@mica molecular, sendo utilizados para caracterizar localmente a estrutura quanto
a sua flexibilidade (MARTINEZ, 2015). O resultado de RMSF é apresentado na
Figura 20.
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Figura 20 — RMSF da proteina CDCA1 ao longo da simulagdo de dindmica molecular.

O valor de RMSF, em nanémetros, da estrutura nativa a 300K por residuo de aminoacido.

A proteina CDCA1 apresentou aumento comparativo de flexibilidade na
regido do dominio n-terminal — na posi¢ao 01 a 15 — bem como entre os residuos
246 e 363 da proteina, incluindo o dominio de ligagdo ao cadmio nos residuos
Cys263, His315, e Cys325 na CDCA1 (TREVISOL, E. T. V.; DE MESQUITA, 2007).
Com isso, a analise de RMSF sugere que a regiao N-terminal e a regido central da
proteina sao mais flexiveis, em comparacdo a porcao final da estrutura que se

apresenta de forma mais rigida.
5.6.3. Fator B

A flexibilidade estrutural também pode ser analisada através do fator de
Debye-Waller, também conhecido como fator B ou fator térmico. Este parametro
reflete a mobilidade do atomo em funcdo das vibracbes térmicas e mensura a
desordem estatica de residuos de aminoacidos e nucleotideos, sendo utilizado na
maioria dos métodos de predicao de flexibilidade estrutural (CRAVEUR et al., 2015).

O resultado da analise de fator-B foi apresentado na Figura 21.
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Figura 21 — Representacéao visual do fator térmico da estrutura nativa da CDCA1.
O fator térmico da CDCA1 nativa esta representado conforme escala colorimétrica e de espessura.
Residuos delgados coloridos em azul possuem menor B-factor que residuos espessos coloridos em

vermelho.

A Figura 21 mostra as variagcbes no fator B em diferentes regides da
proteina, de modo que regides mais finas e azuis tém menor fator B e regides mais
grossas e vermelhas, maior. Era esperado que esse valor fosse elevado na regiao
meédia da estrutura, local no qual existe uma fungdo de mobilidade correlacionada
com o seu papel enzimatico. O B-factor pode ser correlacionado com os valores do
RMSF.

5.6.4. Raio de Giro

O Raio de Giro é definido como a distancia quadratica média ponderada
em massa de um grupo de atomos a partir de seu centro de massa comum, o0 que
da uma medida acurada do volume e dimensdes da proteina. Consequentemente,
esta analise fornece as dimensdes globais da estrutura, mensurando, portanto, sua
compacidade (KUMAR et al., 2014). Além disso, proteinas enoveladas em
configuragcbes estaveis, provavelmente irdo apresentar valores relativamente
constantes de RG ao longo da simulagdo (KHAN et al., 2016). O resultado da

analise do raio de giro foi apresentado na Figura 22.
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Figura 22 — Raio de giro ao longo da simulagao de dinAmica molecular.
O Raio de Giragao, em nandmetros, da estrutura nativa a 300K é mostrado como fung¢ao do tempo,

em picosegundos.

A proteina CDCA1 teve grande variagcao entre o primeiro e o segundo
platd, mas entrou em estabilidade em cada periodo desses. O valor médio de RG
pos-equilibracdo no primeiro platd foi de aproximadamente 2,76 nandmetros,

enquanto no segundo platd a média foi de 2.69 nandmetros.
5.6.5. Pontes de hidrogénio intermoleculares

A estabilidade da proteina também é determinada pelo seu numero de
interagcdes, tais quais interagbes hidrofobicas e eletrostaticas, e ligagbes de
hidrogénio (PIKKEMAAT et al., 2002). Nesse sentido, as ligagdes intermoleculares
de hidrogénio, formadas durante a simulagdo de dinamica molecular, posuem
importante papel na estabilizagdo da proteina, além de auxiliar a caracterizagdo do
perfil de interagdo proteina-ligante (VINAY KUMAR et al., 2014). O resultado da

analise das pontes de hidrogénio intermoleculares foi apresentado na Figura 23.
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Figura 23 — Pontes de hidrogénio Intermoleculares formadas ao longo da simulagao de
dindmica molecular.
O numero de pontes de hidrogénio intermoleculares formadas sdo mostradas como fungéo do tempo,

em picosegundos, para a proteina nativa a 300K.

A proteina apresentou uma grande quantidade de pontes de hidrogénio
formadas com o solvente durante a dindmica molecular, dispondo de numero médio

de 1191 pontes no primeiro platé e 1194 pontes no segundo platd.
5.6.6. Superficie acessivel ao solvente

Além da analise de pontes de hidrogénio intermoleculares, a superficie de
acesso ao solvente também auxilia na caracterizacdo do perfil de interagcdo da
proteina com o meio. A SASA é definida como a area de superficie disponivel a
moléculas de solvente (KHAN et al., 2016), podendo ser entendida como a
superficie exposta de determinada proteina que possui capacidade de interagir com
outras moléculas do meio (KUMAR et al., 2014), o que inclui, por definicdo, o

solvente, mas que pode abranger também substratos enzimaticos e até mesmo
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outras enzimas (RICHARDS, 1979; TAKAHASHI et al., 2000). O resultado da analise

da superficie acessivel ao solvente foi mostrado na Figura 24.

Solvent Accessible Surface Area (SASA)
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Figura 24 — Superficie acessivel ao solvente ao longo da simulagdo de dinamica molecular.
A area de superficie acessivel ao solvente, em nandmetros quadrados, € mostrada em funcao do

tempo, em picosegundos, para a proteina nativa a 300K.

A area média de superficie acessivel ao solvente da proteina CDCA1 no
primeiro plat, dispds de 268nm?, contra 267nm? de area do segundo platd. Nesse

sentido, n&o ha diferenga nos valores da area entre os platés indicados na figura 24.
5.6.7. Analise da dinamica molecular

Nesta sessdo, os resultados da dindmica foram interrelacionados,
viabilizando uma discussdo mais completa e concisa, que favoreca maior
compreensao das alteragbes estruturais e suas implicagdes funcionais para a

proteina.
O aumento comparativo de flexibilidade no dominio N-terminal foi

consenso nas analises de B-factor e RMSF. Ainda observou-se que tais alteracbes

incidiam sobre a regido média da estrutura — compreendida entre os residuos 246 e
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363 da proteina — local no qual existe uma funcdo de mobilidade correlacionada com
0 seu papel enzimatico. A flexibilidade de biomoléculas esta associada a maioria dos
fendbmenos biolégicos (VERLI, 2014), permitindo interagcbes com ligantes e outras
proteinas ou acidos nucléicos, resultando na formagdo de estruturas complexas
(CRAVEUR et al., 2015).

O segundo platd, de acordo com os resultados do RMSD, é mais rigido e,
com base nos resultados do RG, é mais compacto. Isso pode estar associado com a
entrada em um vale no qual o minimo local esta mais proximo do minimo global de
energia. Um minimo local de energia € um ponto estacionario onde todos os
deslocamentos implicam um aumento na energia. Um minimo local também é
chamado de minimo global se corresponder ao isbmero mais estavel, ou seja, se
ndao houver nenhum outro ponto estacionario com menor energia na superficie de
energia potencial (LAVOR, 2001).

Comparando o RG e o SASA dos dois platés, observa-se um aumento da
razao superficie/volume, uma vez que ha a compactagao da proteina no segundo
platd, sem mudar a superficie acessivel. Tal caracteristica pode ocorrer devido ao
maior numero de reentrancias na molécula, o que elevaria sua area, sem elevar seu
volume na mesma propor¢ao (RICHARDS, 1979).

Durante a simulagao, ndo foram observadas grandes diferengcas quanto
as interacbes com o meio, de modo a ndo ser esperado, portanto, diferencas

substanciais de fenbmenos envolvidos com interagdes proteina-ligante.

6. Conclusao

Este trabalho forneceu uma estrutura tridimensional confiavel e completa
da proteina CDCA1, obtida por modelagem comparativa e ab initio, e validada por
algoritmos de validac&o e de alinhamento estrutural.

A andlise filogenética estrutural indicou que, por ser uma proteina
especifica para a situagdo de deficiéncia de Zn, a conservagao talvez nao seja tao
indicativa. Muitos residuos ndo foram analisados, devido a insuficiéncia de dados
comparativos, mas os residuos que foram analisados na regiao central da proteina

mantiveram consideravel conservacgao estrutural.

64



As simulagdes de dinamica molecular foram bem sucedidas, viabilizando
a estabilizagao do sistema e a obtengao de dados significativos. A trajetéria sugere
alteragdes de flexibilidade em diferentes regides da proteina devido ao seu papel

enzimatico.
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