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RESUMO

Cadmio é um metal toxico ndo essencial e abundante que é liberado no meio ambiente por
efeitos naturais e atividades antropogénicas. Tolerancia e desintoxicagao frequentemente
envolvem a saida de ions toxicos da célula e a redugdo de sua captacdo do meio ambiente.
N&o existe nenhum sistema de transporte de influxo especifico para o Cadmio em leveduras
e Pcalp constitui a principal rota de saida de Ca&dmio em S. cerevisae. Outros
transportadores de membrana plasmatica estdo envolvidos na desintoxicacdo de metal,
porém pouco se sabe sobre sua regulacdo ou modo de acdo. Neste contexto, a proteina
ALR1, a qual pertence a superfamilia CorA, é responsavel pela entrada de magnésio na
célula e pode contribuir para a tolerancia ao Cadmio. O objetivo do presente estudo foi
investigar a proteina ALR1 como potencial alvo para o desenvolvimento de biorremediadores
e biossensores. Para esse estudo, primeiramente buscou-se identificar a estrutura
secundaria da proteina ALR1 e seu grau de desordem. A estrutura terciaria do modelo ALR1
foi modelada pelo Modeller, refinada segundo a predicédo da estrutura secundaria e validada
pelos programas ERRAT, PROCHECK, ProSa-web, Rampage e TM-align, e por fim, sua
oligomerizacdo foi realizada pelo programa GalaxyGemini. O canal do modelo ALR1 foi
analisado pelo programa Mole 2.0 e sua estrutura foi comparada, pelo TM-align, com as
Gnicas duas estruturas conhecidas da superfamilia CorA, provenientes de seus homaélogos
procariotos Methanocaldococcus jannaschii e Thermotoga maritima. Ao final do estudo foi
realizada a andlise do grau de conservacéao filogenética da proteina ALR1 pelo ConSurf,
bem como a andlise das suas interacdes proteina-proteina pelo programa CytoScape. De
acordo com este trabalho conclui-se que a ALR1p é de fato um homologo distante dos
organismos Methanocaldococcus jannaschii e Thermotoga maritima, visto que manteve a
estrutura caracteristica da superfamilia CorA (2 TMs + GMS), além de possuir residuos de
aminoacidos conservados na mesma posi¢cdo de residuos considerados essenciais para
seus homologos. O interatoma desta proteina demonstrou somente duas outras proteinas,
SSAl e SSE1, em conformidade com uma intoxicacdo aguda pelo Cadmio. Porém, para ter
certeza sobre o transporte de Cd pela ALR1p sao necessarios estudos posteriores visto que,

assim como seus homoélogos, a ALR1p estd em seu estado conformacional fechado.


http://www.rcsb.org/pdb/search/smartSubquery.do?smartSearchSubtype=TreeEntityQuery&t=1&n=2190
http://www.rcsb.org/pdb/search/smartSubquery.do?smartSearchSubtype=TreeEntityQuery&t=1&n=2190

ABSTRACT

Cadmium is a ubiquitinous and non-essential heavy metal released in the environment by
natural and anthropogenic activities. Tolerance and detoxification often involve the release of
toxic ions of the cell and the reduction of its uptake from the environment. There is no specific
uptake transport system for cadmium in yeast and Pcalp is the main route of Cadmium
efflux. Others plasma membrane transporters are involved in metal detoxification, but little is
known about their regulation or mode of action. In this context, ALR1p, which belongs to the
CorA superfamily, is responsible of the entry of magnesium into the cell and may contribute
to cadmium tolerance. The objective of the present study was to investigate the ALR1 protein
as a potential target for the development of bioremediation and biosensors. For this study, we
first sought to identify the secondary structure of the ALR1 protein and its degree of disorder.
The tertiary structure of the ALR1 model was modeled by Modeller, refined according to the
prediction of the secondary structure and validated by the ERRAT, PROCHECK, ProSa-web,
Rampage and TM-align programs, and finally, its oligomerization was performed by the
GalaxyGemini program. The channel of the ALR1 model was analyzed by the Mole 2.0
program and its structure was compared by TM-align with the only two known structures of
the CorA superfamily from their prokaryote homologues Methanocaldococcus jannaschii and
Thermotoga maritima. After, the phylogenetic analyses for ARL1p was performed by ConSurf
as well as the analyses of its protein-protein interactions by the CytoScape program.
According to this work, ALR1p is in fact a distant homologue of the organisms
Methanocaldococcus jannaschii and Thermotoga maritime, since it maintained the structure
characteristic of the superfamily CorA (2 TMs + GMS), besides possessing conserved amino
acid residues in the same place considered essential for their homologues. The interactome
of this protein has demonstrated only two other proteins, SSA1 and SSE1, in accordance
with an acute intoxication by Cadmium. However, in order to be certain about the transport of
Cd by ALR1p, further studies are required since, as well as its homologues, the ALR1p is in

its closed conformational state.



1) INTRODUCAO
1.1) BIORREMEDIACAO E BIOSSENSORES

A partir do desenvolvimento industrial iniciado na Inglaterra, no século XVIII, busca-se
uma constante modernizacdo de maquinas e equipamentos que facilitem a vida humana,
processo este, de evolucao intrinsico ao progresso do capitalismo e necessario frente ao
constante aumento da populacdo mundial, que gera uma demanda crescente por alimento,
espaco e condicOes de vida. Em contra partida, a grande quantidade de lixo lancada de
forma indiscriminada no ambiente pela atividade industrial, aliada a falta de uma legislacéo
ambiental, acentuaram a contaminacdo do meio ambiente e trouxeram a necessidade da
conscientizacdo acerca da poluicdo ambiental. Preocupa¢des com a qualidade do ar e da
agua surgiram previamente as preocupacdes do solo, sendo este o ultimo a ser tratado na
politica ambiental. Acreditava-se que o solo fosse um receptor ilimitado de poluentes devido
a sua capacidade superestimada de autodepuracdo e poder tampdo, além de sua
contaminacdo nao ser visualmente percebida. Dessa forma, em 1972 foi realizada a
Conferéncia de Estocolmo, orientada pela Organizacdo das Nacdes Unidas (ONU) e
considerada marco inicial da preocupagdo com a poluicdo ambiental (SILVA et al., 2008;
CARNEIRO; GARIGLIO, 2010;).

Durante a Conferéncia foi criado o Programa Internacional de Educacao Ambiental,
gue reconhece a educacdo ambiental como elemento chave para o combate a crise
ambiental no mundo. Na época, estas medidas foram negligenciadas pelo Brasil na tentativa
de se obter o desenvolvimento industrial, ocorrido principalmente a partir da década de 70,
com o argumento de que a reducdo da atividade industrial era uma tentativa dos paises de
primeiro mundo de impedirem o desenvolvimento dos demais paises. Impulsionadas pela
Conferéncia de Estocolmo surgiram diversas normas acerca do meio ambiente, como a
criacao da Secretaria Especial do Meio Ambiente (SEMA) em 1973 e da Politica Nacional do
Meio Ambiente (PNMA) em 1981, porém, foi somente a partir de 1986 que o0 gerenciamento
ambiental de fato se iniciou no Brasil, com a criacdo do Conselho Nacional do Meio
Ambiente (CONAMA), que definiu o conceito de alteragcdo ambiental como “qualquer
mudanca fisica, quimica ou biolégica provocada pelas atividades humanas, que afetam o
meio bioldgico, a qualidade dos recursos naturais, as atividades sécio-econdmicas e a saude
publica”. Dois anos mais tarde a Constituicao de 1988 define o conceito de gestdo ambiental
(FONTENELLE, 2004).
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Apesar da criacdo de uma politica do meio ambiente, um dos problemas ambientais
atuais é a contaminacao do ar, da agua e do solo, como resultado de mais de 200 anos de
ma& gestdo do lixo industrial descartados inadequadamente no meio ambiente, de forma
proposital ou acidental. A forma proposital decorre de a¢Bes antropicas necessarias ao
progresso do desenvolvimento humano, como as atividades industriais propriamente ditas e
0 crescimento populacional, que cada vez mais geram residuos industriais ou domeésticos. A
forma de poluicdo acidental ocorre quando, ocasionalmente, acidentes na cadeia de
produgdo industrial acontecem (WEBER; SANTOS, 2013). Vale destacar o caso da
companhia Inga, industria de zinco, situada a 85 km do Rio de Janeiro, considerada o maior
passivo ambiental do Estado do Rio de Janeiro. No terreno da mineradora, que faliu em
1998, foram abandonados 390 mil m3 de efluentes liquidos, formando uma bacia com 260
mil m2. Parte vazou, contaminando terrenos proximos, as aguas da Baia de Sepetiba e a
vegetacdo do mangue com zinco, cadmio, mercurio e chumbo, afetando seriamente a vida
da populacéo.

Em decorréncia desta realidade torna-se cada vez mais necesséario desenvolver e
aplicar técnicas de remediacdo, que visam reduzir as concentracdes de contaminantes a
niveis seguros para a saude humana, além de impedir a dispersdo dos mesmos no
ambiente. Neste sentido, destaca-se a biorremediacdo, uma técnica bioldgica considerada
eficaz, ecolégica e econbmica, quando comparada as técnicas fisico-quimicas
convencionais de remedicdo. Entende-se por biorremediacdo como um processo de
restauracdo do meio ambiente que utiliza microorganismos para neutralizar ou atenuar os
contaminantes, e para isso baseia-se nas rea¢des bioguimicas destes microorganismos para
degradar, modificar ou remediar as substancias téxicas (COUTINHO et al., 2015). Dessa
forma, os principios basicos desta técnica sdo: a presenca de microorganismos com
capacidade de metabolizar o contaminante; a presenca do contaminante no ambiente; e
condi¢cdes ambientais favoraveis a acdo do microorganismo. Neste sentido, vale a pena
destacar a importancia do sinergismo metabolico na biodegradacdo dos contaminantes. Os
microorganismos envolvidos no processo de biorremediagcdo podem ser divididos em
primarios e secundarios. Os primarios metabolizam o contaminante presente no ambiente, e
0S secundarios, o0s metabdlitos decorrentes dos organismos primarios, e assim
sucessivamente. Sabendo que a biorremediacdo € considerada efetiva quando libera no
meio ambiente, agua e gas carbonico, substancias inofensivas a saude, a estrategia de
sinergismo metabdlico potencializa as chances de atenuacdo do contaminante
(GAYLARDE; BELLINASO; MANFIO, 2005).
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Além disso, a biorremediacéo pode ser classificada de diversas maneiras, a depender
da origem do microorganismo utilizado, do local onde é realizada e da técnica utilizada.
Dependendo da quantidade ou da capacidade dos microorganismos presentes no local
contaminado, de degradar o contaminante, pode ser necesséario adicionar organismos
exdgenos ao sitio de contaminacdo para que a biorremediacdo ocorra. Os microorganismos
presentes no sitio contaminado sdo chamados de autoctones e os introduzidos, de
aléctones. Organismos al6ctones, embora possam ser geneticamente modificados e assim
adapatados a uma determinada funcdo, como a degradacdo de um contaminante especifico,
eles ndo se encontram adapatdos ao meio ambiente, sendo portanto susceptiveis a toxinas
ou predadores. De acordo com o local onde ocorre, a biorremediacao é classificada com in-
situ se realizada no local contaminado, ou ex-situ, se realizada em um local diferente, sendo
para iSsO necessarios a remocao e o transporte do ambiente contaminado. Embora
biorremediacéo in-situ seja considerada mais econdmica, ecolégica e menos contaminante,
a biorremediagdo ex-situ possibilita uma maior controle das condi¢gdes ambientais. A julgar
pela técnica utilizada, a biorremediacdo in-situ pode ser natural ou acelerada, sendo a
diferenca entre elas a adicdo de nutrientes ou microorganismos no local contaminado,
caracterziando a técnica de Bioestimulacdo e Bioaumentacdo, respectivamente. Os
nutrientes sao adicionados para estimular a atividade microbiana. Entre as técnicas mais
utilizadas nos processos de biorremediacdo ex-situ encontram-se o Landfarming,
Biorreatores e Compostagem (WEBER; SANTOS, 2013)

Neste contexto de Biorremediacdo, o desenvolvimento de biossensores é de extrema
importancia para monitorar os niveis de contaminantes no ambiente, visto que biossensor &
um dispositivo analitico que combina um elemento biolégico, responsavel por captar o
poluente no meio ambiente, com um elemento transdutor de sinal, cuja funcédo é converter a
resposta biolégica a um sinal proporcional a concentracdo do analito. O primeiro biossensor
foi desenvolvido em 1962, por Leyland C. Clark, e consistiu na analise da glicose, cujo
principio é utilizado até hoje para a detec¢cdo e monitoramento dos niveis de glicemia, pratica
essencial para pessoas com diabetes. Um biossensor pode ser formado por varios
elementos biolégicos, como enzimas, anticorpos, células e microorganismos. Atualmente, 0s
biossensores enzimaticos sdo os mais utilizados, e suas vantagens incluem uma alta
especificidade e sensibilidade, apesar de apresentarem elevados custo e tempo necessarios
para a purificacdo da enzima. Por sua vez, os microorganismos oferecem uma alternativa na
fabricacdo de biossensores pois podem ser cultivados massivamente em laboratério, além

de detectarem uma grande variedade de substancias quimicas e possuirem uma ampla faixa
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operacional de pH e temperatura, caractéristicas que fornecem uma maior flexibilidade no
uso de biossensores. Em comparacdo com células de outros organismos, as culturas
microbianas sdo mais faceis de serem manipuladas visto que apresentam uma maior
viabilidade e estabilidade no ambiente in vitro. As muitas enzimas existentes nos
microorganismos ao mesmo tempo em que possibilitam a capacidade de consumir um
grande namero de produtos quimicos e favoreca o sinergismo metabdlico, também causam
uma perda na seletividade do biossensor. Dessa forma, embora 0s microorganismos n&o
sejam téo especificos quanto as enzimas, os avan¢os da biotecnologia e do sequenciamento
permitem o desenvolvimento de biossensores microbianos altamente especificos por meio
do bloqueio induzido de vias metabdlicas (LEI; CHEN; MULCHANDANI, 2006).

1.2) CADMIO

A busca pela industrializacdo e desenvolvimento humano levaram a poluicdo ambiental e
consequentemente deterioracdo da saude humana, devido a contaminacdo do ambiente por
metais pesados provenientes de 4gua residuais das industrias, visto que qualquer atividade
industrial que utilize metais em sua linha de producdo possui metais em seus residuos
industriais (MOHAMMADIAN FAZLI et al., 2015). Atualmente, a poluicdo ambiental causada
por metais pesados dos efluentes industriais € um dos maiores problemas em muitas
cidades de alta densidade demografica em todo o mundo (BREIEROVA et al., 2002). Os
metais pesados ndo sdo biodegradaveis e tendem a se acumular nos organismos por meio
da cadeia alimentar, causando impactos no ecossistema e na saude humana (LI et al.,
2013), sendo as industrias de mineracdo, moagem e galvanizacao as principais fontes de
poluicdo que descarregam uma variedade de metais no ambiente, como Céadmio, Cobre,
Niquel, Cobalto, Zinco e Chumbo (FEREIDOUNI; DANESHI; YOUNESI, 2009).

O termo “Metal Pesado” geralmente é usado para nomear grupos de metais e
semimetais que estdo associados com contaminagdo e potencial toxicidade ou
ecotoxicidade, embora nunca tenha sido definido pela Unido Internacional de Quimica Pura
e Aplicada - IUPAC (do inglés, International Union of Pure and Applied Chemistry). O uso
cientifico mais antigo do termo, encontrado em inglés, data de 1936 e define “Metal Pesado”
de acordo com seu valor de densidade atdbmica, e para isso estabelece um limite minimo de
7g/cm3. Posteriormente, diversos outros valores foram atribuidos, 3,5; 4; 5; 6 (g/cm?). Na

tentativa de classificar um “Metal Pesado” foi atribuido um valor minimo para seu peso
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atdbmico, e novamente, diferentes valores foram sugeridos, como um limite maior do que 23
ou 40. Uma outra ideia foi classificar por meio do niumero atémico, estabelecendo um valor
minimo de 11, que € referente ao sodio. Esta classificagdo, porém, caracterizaria metais
essenciais a vida, como Magnésio e Potassio, como metais pesados, e dessa forma iria de
encontro a conceitos ja estabelecidos. Ainda, uma quarta classificacdo aborda os metais
pesados como metais toxicos (DUFFUS, 2002). De forma convencional na literatura, o termo
“‘Metal Pesado” implica metais toxicos de elevada densidade atomica, e dessa forma
concorda com a literatura cientifica mais antiga. O Cadmio apresenta uma densidade de 8,6
g/cm3, além de um numero atbmico 48 e peso atdbmico 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 Céadmio (Cd) é um metal de transicdo 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 0 64° elemento mais abundante do planeta, e na natureza é
encontrado principalmente em associagdo 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 erosdo de rochas portadoras de Cadmio é a principal
emissao natural. Outras fontes importantes séo atividades vulcanicas e incéndios florestais.
Em respeito as atividades antropogénicas, o Cadmio apresenta propriedades especificas
interessantes as industrias, e quando ndo necessario como matéria-prima, ainda pode estar
presente na forma de impureza, ndo exercendo nenhum papel funcional durante o processo
industrial  (ICdA, 2011; IARC, 2012). Assim, o Cadmio est4 presente em uma ampla
variedade de atividades industriais fundamentais, como mineracdo, metalurgia,
galvanoplastia, ligas, estabilizadores, baterias, fertilizantes, téxtil, couro, combustiveis
fésseis, pigmentos e tintas (BERTIN; AVERBECK, 2006; FILIPIC, 2012; MOHAMMADIAN
FAZLI et al.,, 2015; PRADHAN et al., 2014). Segundo o Servico 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).

De acordo com a exposi¢cdo ao Cadmio, a populacdo humana pode ser dividida em
dois grupos, exposicdo ocupacional e exposicdo a populacdo em geral. A exposicao

ocupacional diz respeito aos locais fortemente contaminados como as areas vizinhas as
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plantas industriais, e neste sentido, a contaminacdo humana ocorre principalmente pela
agua potavel e principalmente pelo ar. Fora destes locais, a exposi¢cdo se da pela ingestao
de alimentos e pelo cigarro. Fumantes possuem uma concentragdo sanguinea de Cadmio
em torno de 4-5 vezes maior do que os ndo fumantes, além de uma concentracdo renal
aumentada em cerca de 2-3 vezes (SATARUG; MOORE, 2004; JARUP; AKESSON, 2009).
A toxicidade do Cadmio foi revelada ja em 1955 no Japédo, com a doenca de ltai-ltai, e pela
primeira vez, a poluicdo 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 doenca. O Cadmio, liberado de uma mina nas
montadas, foi transportado pelo rio Jinzu para a planicie, onde a agua era utilizada para
irrigacdo de campos de arroz. A planta absorveu o Cadmio a partir do solo e o consumo
deste arroz contaminado intoxicou a populacdo. Os efeitos mais importantes da doenca séo
as lesdes renais, deficiéncias imunoldgicas e lesdes 6sseas (BERTIN; AVERBECK, 2006;
NORDBERG, 2009).

Esta estabelecido na literatura que mesmo a populacdo ndo ocupacional apresenta
Cadmio em seus 6rgdos, 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
excrecgdo diaria lenta, aproximadamente 0,001%, caracteristicas que facilitam seu acumulo
no corpo humano e o aparecimento de lesdes. As manifestagdes de nefrotoxicidade por Cd
incluem proteindria, calcindria, 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 aleméo,
Deutsche Forschungsgemeinschaft) (NTP 2000; DFG 2006; IARC, 2012). Dados da
literatura indicam diversos tipos de céanceres, como prOstata, mama, Utero, pulméo e
pancreas, além de outros tipos de lebes, como desordem neurologica, osteoporose,
enfisema, anemia, eosinofilia, insénia, hipertensédo, dano a placenta, figado, estébmago,
sistema hematopoetico 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 nivel molecular, o efeito da intoxicacdo 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

16



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 sinalizacdo 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 excisao 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 lesdes induzidas por produtos quimicos
genotoxicos. O BER remove a maioria das leses resultantes de danos endégenos e 0 MMR
repara o erros de mal pareamento gerados durante a replicacéo e recombinacédo do DNA. As
proteinas dedo de zinco compreendem uma familia de proteinas onde o zindo é complexado
através de quatro residuos conservados de cisteina ou histidina, formando um dominio dedo
de zinco. Este dominio esta envolvido principalmente na ligacdo ao DNA, mas também nas
interacOes proteina-proteina (HARTWIG, 2010). Quanto ao estresse oxidativo, o Cadmio
afeta o equilibrio redox do grupamento sulfidrila por meio da diminuicdo do contetdo
intracelular de moléculas antioxidantes, como a glutationa, e a reducdo da atividade de
enzimas antioxidantes celulares, como a superoxido dismutase, peroxidase e catalase, o
gue 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 citoplasméaticas ou de membrana, aumentando a
concentracdo intracelular destes ions, que podem participar na producao de ROS por meio
da reacdo de Fenton (FILIPIC, 2012). Uma vez desencadeado pelo Cadmio, ROS pode
reagir com varias biomoléculas intracelulares e levar a mutacbes no DNA, alterac6es na
funcdo e estrutura de proteinas, mudancas na expressado génica e apoptose (PRADHAN et
al., 2014).

1.3) PROTEINA ALR1 E SUPERFAMILIA CorA

Metais sdo uma parte integrante do meio ambiente e estdo amplamente difundidos na
natureza, e 0s organismos tornam-se expostos aos metais através de fontes naturais ou
antropogénicas. Embora compreendam 75% dos elementos da tabela periodica, poucos sao

0S metais essenciais a vida, sendo a maioria toxicos para os organismos (BALLATORI,
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2002). Os metais essenciais exercem uma série de funcdes importantes a fisiologia celular.
Eles podem atuar como catalizadores de reac¢des bioquimicas, estabilizadores de estruturas
proteicas e paredes celulares, e ainda como reguladores do equlibrio osmatico intracelular
(CHANG; LEU, 2011). Assim s&o requeridos em pequenas quantidades e vitais ao
desenvolvimento dos organismos, porém acima de uma determinada concentracéo
fisiolégica tornam-se téxicos e quando insuficientes causam deficiéncias nos processos
biolégicos. Assim, as concentra¢fes intracelulares de metais essenciais devem ser mantidas
dentro de um intervalo estreito. De maneira contréria, os metais ndo essenciais nao
possuem nenhum papel biolégico e sdo toxicos mesmo em pequenas concentracdes
(SHAKIR; SHAKEEL; QAZI, 2013). Em particular, o Cadmio é um metal de transicédo
altamente toxico, conhecido como poluente industrial e ambiental e com exposicdes
relevantes a populacdo em geral e a populagdo ocupacional. Salvo seu uso como cofator da
enzima anidrase carbénica, presente na diatomacea marinha Thalassonia weissfloagii, o Cd
nao possui nenhum outro papel bioldgico conhecido, sendo considerado por isso,
majoritariamente um metal ndo essencial (SERERO et al., 2008).

Para regular a concentragéo 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, a levedura Saccharomyces cerevisiae tem sido utilizado como organismo
modelo para estudar os mecanismos de homeostase e resisténcia aos metais., e até o
momento, quatro mecanismos distintos foram propostos. O primeiro deles é um mecanismo
para diminuir o influxo de metais nas células, e depende da represséo 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, € o0 mecanismo
de formacdo de complexos com os metais, como as metalotioneinas (MTs) e glutationas
(GSH). Essas moléculas neutralizam o efeito toxico dos ions metalicos livres por ligacdo com
eles no ambiente intracelular. O terceiro mecanismo compreende a compartimentagao nos
vacuolos destes ions, 0 que limita sua concentragéo no citoplasma. Em quarto lugar esta a
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

0S metais essenciais, através de permeases da membrana plasmatica e proteinas canais,
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todos, necessarios para a absorcdo de metais essenciais e outros nutrientes, como Ferro
(Fe), Manganés (Mn), Zinco (Zn), fosfato, sulfato e glicerol, e outros. Assim, o Cadmio entra
nas células através destas proteinas transportadoras, tais como Zrtlp, Smflp e Smf2p,
Fet4dp e Midlp, que transportam, respectivamente, Zn, Mn, Fe e Calcio (Ca). Embora
existam diferentes mecanismos de desintoxicacdo, aquele que proporciona o maior nivel de
tolerancia, em microrganismos, é a remocdo do metal através de vias de exportacao
(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 o0 bis glutationato de Cadmio [(GS)2Cd], e entdo a proteina Ycfl medeia a
acumulacéo vacuolar destes complexos, limitando assim as concentracdes citoplasmaticas
deste metal (GOMES et al.,, 2002; KERN et al., 2005). YCF1 € um transportador de
membrana vacuolar, de S. cerevisiae, que catalisa o transporte de conjugados de glutationa
(LI et al., 1997). De acordo com a literatura, PCAlp € 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 regulacdo ou modo de acdo. Dessa maneira, a proteina ALR1 (Alrlp), que é
responsavel pela absorcdo de Magnésio (Mg) nas células, também pode contribuir para a
tolerancia do Cd, visto que a mutacdo do gene ALR1 resulta na sensibilidade ao Cd e no
aumento intracelular de sua concentracdo. De fato, a integracdo de analises filogenéticas e
dados biolégicos sugere claramente que Alrlp atua na detoxificacdo de metais pesados da
célula, além do mais, um estudo realizado por Kern e colaborares, 2005, demonstrou que a
proteina ALR1 possui a capacidade de executar o efluxo de Cd para o meio extracelular e
por isso esta envolvida no processo de detoxificacdo celular ao Cadmio (KERN et al., 2005).
A figura 1 ilustra a presenca de metais pesados no meio ambiente, e entrada no ambiente
intracelular por meio da captacédo de metais essenciais, 0s processos de intoxicacdo pelo Cd

e de detoxificagcéo celular e o possivel efluxo de Cd por meio da proteina ALR1.
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Figura 1. Modelo proposto para a funcédo da proteina ALR1 em um ambiente contaminado por Cadmio
(Cd) (KERN et al., 2005). (A) O Cd é sequestrado para o meio intracelular e se ligam a glutationa (GSH)
gerando o compleo [(GS)2Cd]. Estes complexos sdo compartimentalizados em vacuolos ou sdo expulsos para
0 meio extracelular. (B) O acimulo de Cd na célula esgota as reservas citoplasméaticas antioxidantes levando a
danos celulares por meio de espécies reativas de oxigénio, além de bloquear o processo de
compartimentalizacéo. AbreviagBes: ambiente extracelular (Out), nucleo (Nuc), mitocéndria (Mit), citoplasma
(Cyt), membrana plasmatica (PM), membrana vacuolar (VM). O simbolo (?) representa um caminho hipotético.

ALR1p é uma proteina de membrana plasmatica integral e essencial para a captagéo de
Mg2+ em células de levedura, mas também possui afinidade para captagdo de outros
cations divalentes como Ni2+, Mn2+, Zn2+ and Co2+ (LIM et al., 2011). Trata-se de um
transportador passivo, tal como um canal, cuja funcdo depende da manutencéo da diferenca
de potencial elétrico através da membrana plasmatica. Essa proteina possui 859 residuos de

7

aminoacidos e é codificada pelo gene ALR1, cujo nome deriva da sua resisténcia ao
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Aluminio, visto que foi primeiramente identificada a partir da sua capacidade de aumentar a
tolerancia de células de levedura a presenca de Al3+ (LIU et al., 2002). Além disso, a ALR1p
foi o primeiro candidato conhecido para o sistema de transporte de Mg2+ em células
eucaribticas, e na literatura, € conhecida como um homadlogo distante da superfamilia CorA
transportadora de Mg2+. A superfamilia CorA também é conhecida como Transportadores
de lons Metalicos - MIT (do inglés, Metal lon Transporter), e corresponde a um importante
grupo de transportadores de Magnésio em procariotos e eucariotos, cujos membros s&o
caracterizados pela presenca de dois segmentos transmembrana adjacentes (TM1 e TM2)
proximas a por¢cao C-terminal da proteina, e um motivo proteico formado de trés residuos de
aminoécidos, Glicina (G), Metionina (M) e Asparagina (N), e por isso conhecido como GMN.
Este motivo encontra-se ao final do TM1. Apesar desta superfamilia abranger todos os
reinos, existem somente dois organismos, Methanocaldococcus jannaschii e Thermotoga
maritima, cujas estruturas proteicas completas estdo descritas na literatura. Segundo estes
dados, a estrutura da superfamilia CorA é formada por um homopentamero nos quais 0s
segmentos transmembranares C-terminais agrupam-se em um conjunto total de 10
segmentos para formar o poro que atravessa a membrana plasmatica. As regides N-
terminais dos mondmeros constituem uma regido citoplasmatica cujo formato se assemelha
a um funil, além de incorporarem varios sitios de ligacdo a metais (PISAT; PANDEY;
MACDIARMID, 2009). Segundo a literatura, entre as estruturas completas existentes da
familia CorA, a proteina da Thermotoga maritima € a mais utilizada para estudar a
superfamilia CorA, tornando-se assim um modelo representativo. A figura 2 ilustra a

estrutura da superfamilia CorA segundo o modelo de Thermotoga maritima.

Moembrane

TM1 (Helix 7) :? TM2 (Holix 8)

J

Figura 2. Representacdo da superfailia CorA (ESHAGHI, 2006). A esquerda € o monémero, colorido em
uma escala de azul para vermelho, de acordo com a porcdo N e C-terminal, respectivamente. Na direita tem-se
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0 homo-pentamero, colorido segundo as cinco cadeias. Pode-se observar a estutura de um funil e duas regides
transmembrana, além da hélice que forma o poro do canal.

2) OBJETIVO

Desenvolver biorremediadores e biossensores para deteccdo e avaliagdo da
toxicidade em ambientes contaminados por metais pesados utilizando biologia

computacional e de sistemas tendo como alvo proteinas de Saccharomyces cerevisiae.

3) METODOLOGIA

3.1) PREDICAO DO MOLDE

Para descobrir o melhor molde a ser utilizado na modelagem comparativa foi
realizado um BLAST (ALTSCHUL et al., 1997) pelo site UniProtKkB (BATEMAN et al., 2015),
por meio do qual buscou-se homdlogos da proteina ALR1 no banco de dados de proteina -
PDB (do inglés, Protein Data Bank). Além disso, como a ALR1p pertence a superfamilia
CorA, foi realizada uma busca no PDB por todas as possiveis estrutura homélogas desta
proteina. Para esta busca foi utilizado o termo “Magnesium transport protein CorA”, como o

préprio banco sugere.

3.2) PREDICAO DA ESTRUTURA SECUNDARIA

A estrutura secundaria foi predita por meio do consenso entre muitos programas que
realizam este tipo de predicdo. Os programas utilizados foram: PSIPRED (BUCHAN et al.,
2013), Jpred (DROZDETSKIY et al., 2015), Jufo (MEILER; BAKER, 2003), RePROF (ROST:
LIU, 2003), PROFsec (ROST; LIU, 2003), NetSurf (PETERSEN et al., 2009), PREDATOR
(FRISHMAN; ARGOS, 1996), DSC (KING; STERNBERG, 1996), GOR V (SEN et al., 2005),
SSpro (POLLASTRI et al., 2002) e PHD (KING; STERNBERG, 1996). Segundo a literatura,
combinar o resultado de multiplos algoritmos de predi¢cdo secundaria aumenta a acuracia da

predicdo (PALOPOLI et al.,, 2009). Desta forma, cada residuo de aminoacido da proteina
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ALR1 teve sua estrutura secundaria predita por cada programa, sendo o tipo de estrutura

consenso obtido por maioria simples.

3.3) PREDICAO DE REGIOES INTRINSICAMENTE DESORDENADAS

Em associagdo com a estrutura secundaria foi realizado o estudo de regides
intrinsicamente desordenadas - IDRs (do inglés, Intrinsic Protein Regions) da proteina ALR1,
com o objetivo de conhecer seu perfil de desordem, visto que IDRs ndo possuem uma
estrutura terciaria nativa e por isso ndo podem ser modeladas (OROSZ; OVADI, 2011). Esta
predicao foi realizada por meio dos banco de dados MobiDB 2.0 (POTENZA et al., 2015) e
D2P2 (OATES et al., 2013), acumulando um total de 12 preditores de desordem.

3.4) ALINHAMENTO DE SEQUENCIA E MODELAGEM COMPARATIVA

ApGs a busca pelo molde, foi realizado um alinhamento de sequéncia por meio dos
programas CLUSTALO (SIEVERS et al., 2011) e MUSCLE (EDGAR, 2004), usando o molde
de maior qualidade e a proteina ALR1, sendo os alinhamentos gerados avaliados pelo
programa TCS (CHANG; DI TOMMASO; NOTREDAME, 2014) e o de maior identidade foi
selecionado. Entdo, este alinhamento foi utilizado na modelagem comparativa, cujo modelo
construido era prontamente validado pela sua estrutura secundaria. O processo de
alinhamento, modelagem e validacdo, foi repetido inUmeras vezes até o modelo obtido
possuir uma total concordancia com a predicdo da estrutura secundéria, sendo cada
alinhamento avaliado por meio do programa TCS, onde néo foi permitido alinhamento com
valor inferior ao alinhamento original, logo, todos os alinhamentos refinados manualmente
foram de qualidade superior ou idéntica ao alinhamento gerado pelos programas ja
consagrados na literatura, CLUSTALO ou MUSCLE. Tal procedimento ja se mostrou util na
resolucao de varios problemas de alinhamento entre a estrutura e sequéncias de proteinas
(GUENTHER et al., 1997; SANCHEZ; SALI, 1997). Por (ltimo, o alinhamento validado foi
usado na modelagem comparativa para construir um modelo por meio do programa Modeller
(ESWAR et al., 2006). Modelagem comparativa constroi uma estrutura tridimensional de uma
proteina alvo, nesse caso, ARL1p, baseado no alinhamento de sequéncia entre proteinas,

onde uma € o alvo, que é a proteina a ser modelada, e a outra € o molde, homdloga a
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proteina alvo. O processo de modelagem comparativa consiste em alinhar a proteina alvo
com o molde, reconhecer a estrutura nativa da proteina molde, construir o modelo e avalia-lo
(MARTI-RENOM et al., 2000).

3.5) REFINAMENTO E VALIDACAO

O modelo foi globalmente e localmente otimizado por meio dos programas
GalaxyRefine (HEO; PARK; SEOK, 2013) e Modeller, respectivamente. O programa
GalaxyRefine refina a proteina alvo por meio da reconstrucdo das cadeias laterais dos
residuos de aminoacidos e subsequente relaxamento da estrutura nativa da proteina por
meio de dindmica molecular (HEO; PARK; SEOK, 2013). Os residuos remanescentes em
regides locais de baixa qualidade esteroquimica foram entdo refinados pelo programa
Modeller. Ap6s o refinamento, o modelo ALR1 foi validado pelos programas PROCHECK
(LASKOWSKI et al., 1993), RAMPAGE (LOVELL et al., 2003), ERRAT (COLOVOS; YEATES,
1993) e ProSA-web (WIEDERSTEIN; SIPPL, 2007) e Tm-align (ZHANG; SKOLNICK, 2005).

3.6) PREDICAO DA ESTRUTURA QUATERNARIA

Uma vez modelado e validado o mondmero da proteina ALR1, foi realizada sua
oligomerizacdo pelo programa GalaxyGemini. Este programa, a partir de um mondmero
como dado de entrada, analisa sua homogolimerizacdo baseado em oligbmeros homadlogos,

segundo uma similaridade de estruturas terciaria e quaternaria (LEE et al., 2013).

3.7) ANALISE FILOGENETICA

O grau de conservacao evolutiva da proteina ALR1 foi obtido pelo programa ConSurf
(ASHKENAZY et al.,, 2016). Este programa realiza uma busca por homodlogos usando o
algoritmo BLAST, o qual permite comparar uma sequéncia alvo com milhares de sequéncias
disponiveis em bancos de dados. No caso do ConSurf, a similaridade entre a sequéncia alvo
e as demais é utilizada para conhecer a conservacdo dos residuos de aminoacido da

proteina alvo. Esta analise foi realizada contra o banco de dados UNIPROT com um uma
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amplitude de 95% - 35% de identidade entre as sequéncias homélogas. Para o alinhamento

multiplo de sequéncia foi escolhido o método MUSCLE.

3.8) ANALISE DAS INTERACOES PROTEINA-PROTEINA

No que tange o interatoma, foi analisada a relacao fisica da proteina ALR1 com as
demais proteinas de Saccharomyces cerevisiae, por meio de diversos bancos de dados:
BioGRID (STARK et al., 2006), IntAct (KERRIEN et al., 2012), DIP (XENARIOS et al., 2002),
Mint (LICATA et al.,, 2012), String (SZKLARCZYK et al.,, 2015), Mentha (CALDERONE;
CASTAGNOLI; CESARENI, 2013), 12D (KOTLYAR et al., 2016), APID (PRIETO; DE LAS
RIVAS, 2006) e PINA (COWLEY et al.,, 2012). Adicionalmente, todo o proteoma da S.
cerevisiae, obtido no UNIPROT, foi analisado pelo programa GeneMANIA. Este programa
vasculha bancos de dados com o objetivo de encontrar genes relacionados com o a proteina
alvo, o que inclui as interacdes proteina-proteina (WARDE-FARLEY et al.,, 2010). As
interacdes fisicas da proteina ALR1 foram compiladas e entdo construiu-se um grafo, pelo
programa Cytoscape 3.4.0, onde foram reunidas todas as interacdes obtidas. Cytoscape €&
uma interface grafica que permite visualizar e construir redes de interacdo molecular e vias
biolégicas (SHANNON et al., 2003).

3.9) ANALISE DO PORO

Para a analise do poro foram utilizadas trés abordagens. Primeiramente, foram
conhecidos os residuos de aminoacidos da proteina ALR1 que formam as duas regides
transmembrana, caracteristica da superfamilia CorA, e para isso foi utilizado o programa
Posicionamento de Proteinas em Membranas — PPM (LOMIZE et al., 2006a) (do inglés,
Positioning of Proteins in Membranes), do banco de dados Orientacdo de Proteinas na
Membrana - OPM (do inglés, Orientations of Proteins in Membranes) (LOMIZE et al., 2006b).
Sabendo que o poro é formado pela primeira hélice transmembrana (TM1), apds saber quais
residuos formam esta regido, a TM1 foi analisada pelo programa NetWheel (MOL; FONTES,
2016). Este programa analisa a alfa hélice de forma bidimensional, e assim é possivel

conhecer como os diferentes aminoacidos se distribuem ao longo da alfa hélice. Por altimo,
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as dimensdes do poro da proteina ALR1 foram medidas por meio do programa Mole 2.0
(SEHNAL, 2013).

4) RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1) BUSCA PELO MOLDE E MODELAGEM COMPARATIVA

A busca pelo molde apresentou um total de 11 estruturas candidatas a molde
provenientes de trés organismos: Archaeoglobus fulgidus, Methanocaldococcus jannaschii e
Thermotoga maritima. Porém, apesar de um total de 11 estruturas e trés organismos
encontrados, somente trés estruturas provenientes de dois organismos, Thermotoga
maritima e Methanocaldococcus jannaschiia, apresentam a proteina CorA completa. Além
disso, o BLAST contra o Protein Data Bank demonstrou que o organismo Thermotoga
maritima possui a maior similaridade de sequéncia com a ALR1, 24,1% contra 18,3% do
organismo Methanocaldococcus jannaschiia, e por isso o organismo Thermotoga maritima
foi selecionado como molde para a modelagem comparativa. O organismo Archaeoglobus
fulgidus apresentou uma identidade de 20,8% com a proteina CorA. A tabela 1 relne, além

da estrutura molde (PDB ID: 4i0u), todas as 10 demais estruturas candidatas a molde.

Tabela 1 - Resultado da busca pelo molde para a modelagem comparativa

Organismo UNIPROT ID PDB ID Estrutura CorA
Thermotoga maritima Q9wz31 2HN2 Incompleta
21UB Incompleta
2BBH Incompleta
2BBJ Incompleta
410U* Completa
4EEB Incompleta
4EED Incompleta
Methanocaldococcus Q58439 4CY4 Completa
jannaschii 4EGW Incompleta
4EV6 Completa
Archaeoglobus fulgidus 029472 2HN1 Incompleta

*Molde selecionado para a modelagem comparativa.

Se duas sequéncias distintas podem ser alinhadas com certo grau de similaridade &
possivel assumir que elas compartilharam um ancestral comum. Cabe ressaltar que a

homologia ndo requer necessariamente alta identidade entre as sequéncias, uma vez que 0
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valor dessa identidade dependera da taxa de evolucdo do organismo ou da espécie. No
caso do proteina em estudo, ALR1, por ser uma proteina de Saccharomyces cerevisiae
tendo como molde uma proteina CorA de procarioto, a taxa de evolucdo € algo a ser
considerado, o que explica o baixo grau de identidade entre as sequéncias. A modelagem
computacional pode ser dividida em dois métodos: independente de estrutura ou basedo em
estrutura. O que vai ditar a escolha do método a ser aplicado é a presenca, ou nédo, de
estruturas resolvidas experimentalmente e depositadas em bancos de de dados de
estruturas. Quanto ao método baseado em estrutura, no qual a modelagem comparativa faz
parte, por utilizar uma proteina molde para inferir a estrutura de uma proteina desconhecida,
apresenta um limite atual de identidade de sequéncia em torno de 20%, valor inferior aos
24,1% de identidade entra a proteina ARL1 e seu homélogo procarioto TmCorA. Além disso,
como a estrutura terciaria de proteinas € mais conservada ao longo da evolugcdo que a
estrutura primaria, proteinas com identidade muito baixa entre suas sequéncias podem

possuir estruturas terciarias muito semelhantes (VERLI, 2014).

4.2) PREDICAO DE DESORDEM E ESTRUTURA SECUNDARIA

A ALR1p possui 859 residuos de aminoécidos, mais que o dobro do tamanho do seu
molde (351 AAs), e somente um Unico dominio, o CorA. Porém, de acordo com o perfil de
desordem estrutural da ALR1p apresentado pelos bancos de dados D?P2 e MobiDB 2.0, nas
figuras 3 e 4, respectivamente, é possivel observar que salvo o dominio CorA, quase toda a
proteina é desordenada. Fora deste dominio, ha ainda a presenca de uma pequena regido
ordenada proxima a porcao N-terminal da proteina. Sabendo que regifes intrinsicamente
desordenadas ndo possuem uma estrutura terciaria estavel, apenas a regiao correspondente
ao dominio CorA foi modelada. Esta regido engloba os residuos 403-800 da proteina ALR1 e
possui uma regido desordenada. A falta de uma estrutura terciaria estavel é derivada dos
aminoacidos que formam as IDRs, cuja composicdo possui uma alta porcentagem de
residuos polares e uma baixa porcentagem de hidrofobicos, caracteristica esta que dificulta
0 enovelamento proteico, até mesmo a formacdo de uma estrutura secundéaria de maior
complexidade, como hélices e folhas beta (LINDING et al., 2003). De fato, todas as regibes
desordenadas da proteina ALR1 se apresentaram como alcas na predicdo da estrutura

secundaria.
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Figura 3. Predicdo de Regides Intrinsicamente Desordenadas (IDRs) segundo o MobiDB 2.0 para a
proteina ALR1 (ALR1p). IDRs estdo ilustradas em laranja, estrutura ordenada em azul e do dominio CorA em
verde. (A) Predicao de desordem por diferentes algoritmos e a regido consenso abaixo do dominio CorA. (B)
Predicao de desordem segundo o consenso para a estrutura primaria da ALR1p.
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Figura 4. Predicdo de Regifes Intrisicamente Desordenadas (IDRs) segundo o D2P2 para a proteina
ALR1 (ALR1p). (A) Os algoritmos de desordem estdo expresso em diferentes cores. O nivel de concordancia
entre os algoritmos esta ilustrado em um gradiante de intensidade, na barra abaixo. Os segmentos em verde
representam desordem fora do dominio CorA, e em azul, dentro deste dominio. Todas essas representacfes
estdo alinhadas com a cadeia pepetidica representada em preto. (B) Predicdo de desordem, em amarelo,
segundo o consenso dos diferentes preditores para a estrutura primaria da ALR1p.
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De acordo com o MobiDB 2.0, quase metade da ALR1p é desordenada, apresentando
um grau de desordem no valor de 47,96%, assim, embora a ALR1p possua um total de 858
residuos de aminoacidos, apenas pouco mais da metade dos seus residuos é ordenada.
Segundo a literatura, a frequéncia de desordem proteica aumenta de eubactéria para
arqueobactéria para eucarioto, com uma frequéncia de 6-33%, 9-37% e 35-51%,
respectivamente, sendo maior em eucariotos multicelulares do que unicelulares. Em geral,
quanto maior a complexibilidade do organismo mais frequente é a desordem proteica
(DUNKER et al., 2002; FENG et al., 2006). Esse comportamento pode ser explicado pela
alta flexibilidade desse tipo de proteina que pode proporcionar uma melhor resposta a
mudancas do ambiente do que proteinas rigidas e por uma maior necessidade de
sinalizacado e regulacdo, que sdo fungbes associadas as IDRs (DUNKER et al., 2001).

Ainda, € possivel observar que o dominio CorA localiza-se na regido C-terminal da
proteina ALR1, e como mencionado anteriormente, ocupa os residuos de aminoacidos 403-
800, o que lhe confere uma amplitude de 398 aminoacidos, valor bem préximo aos 351
aminoacidos do seu homodlogo procarioto. Um dominio € uma parte da sequéncia
polipeptidica de enovelamento independente (e, potencialmente, de funcdo também
independente). Assim, se um dominio for recortado de um gene e expresso separadamente
ele deve, em principio, manter suas caracteristicas estruturais (VERLI, 2014). Dessa forma,
todos os demais 460 residuos de aminoacidos, que nao pertencem ao dominio CorA, nao
devem exercer nenhum papel funcional ou estrutural em relacdo a este dominio. Desses
460, aproximadamente, 400 estdo na porcdo N-terminal e 60 na porcdo C-terminal,
separados pelo dominio CorA. Neste sentido, em um estudo feito por Jong-min e Richard,
2005, nao foi encontrada nenhuma funcéo para estas extremidades em bancos de dados
para proteinas homoélogas, além do truncamento da ALR1p demonstrar que os primeiros 239
residuo de aminoacidos da porcdo N-terminal, e os 53 residuos C-terminais, ndo s&o
essenciais para a captacdo de magnésio pela proteina ALR1. Porém, para que ocorra uma
captacao efetiva de Magnésio pela proteina ALR1, parte do segmento de residuos 240-322
da porcdo N-terminal precisa estar presente. Esta regido ndo compreende o dominio CorA
(LEE; GARDNER, 2006). Curiosamente, a Unica regido ordenada da proteina ALR1 externa
ao dominio CorA abrange os residuos de aminoacidos 282-328, e parece corresponder a

uma alfa hélice, segundo a predicdo da estrutura secundaria.
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4.3) REFINAMENTO E VALIDACAO

A geracdo de estruturas por modelagem comparativa envolve uma série de
substituicdes, inser¢cdes e dele¢cdes de aminoacidos. Dessa forma, mesmo com uma
identidade de sequéncia elevada, a cadeia lateral dos aminoacidos é menos precisa do que
a estrutura da cadeia principal, enquanto que com uma identidade de sequéncia mais baixa,
as estruturas geradas podem ter erros em ambas as cadeias laterais e principal. Os
programas de validacdo analisam a qualidade de uma estrutura proteica, e se 0 modelo
gerado pela modelagem comparativa ndo apresentar uma qualidade minima, sendo
aprovado pelos programas de validacao, este modelo precisa ser refinado (CALIXTO, 2013;
HEO; PARK; SEOK, 2013). Assim, a estrutura final, modelada e refinada da proteina ALR1,
foi avaliada segundo a geometria de sua cadeia principal pelos programas PROCHECK e
RAMPAGE, as interagcdes atdmicas nao covalentes pelo programa ERRAT, o perfil de
energia pelo ProSAweb e o enovelamento pelo Tm-align.

O PROCHECK e o Rampage analisam os angulos phi-psi para todo residuo de
aminoécido da proteina segundo o Grafico de Ramachandran, e classificam os modelos de
acordo com a porcentagem de residuos de aminoacidos nas regides mais favoraveis. Para o
Procheck, um modelo de boa qualidade apresenta mais de 90% de seus residuos nas
regides mais favoraveis, ao passo que o Rampage utiliza um valor aproximado de 98% dos
residuos em regides favoraveis (LASKOWSKI et al., 1993; LOVELL et al., 2003). O modelo
gerado possui 91,9% dos residuos nas regibes mais favoraveis e 8,1% em regides
permitidas segundo o Procheck, e 95,7% em regides favoraveis e 4,3% em regides
permitidas segundo o Rampage.

O ERRAT analisa as interacbes ndo covalentes entre os atomos nitrogénio (N),
carbono (C) e oxigénio/enxofre (O), segundo a nomenclatura do programa, em um total de
seis interacdes (NN, CC, OO, NC, NO, CO), e considera uma estrutura de boa qualidade
quando esta possui um escore > 50. Este valor é proporcional a resolucédo da estrutura, de
modo que valores em torno de 91% s&o esperados para estruturas de resolugéo 2.5-3.0 A
(COLOVOS; YEATES, 1993). O modelo gerado apresentou um score de 93.207. Os
resultados do PROCHECK, Rampage e ERRAT estéao ilustrados na figura 5.

O programa ProSA-web avalia a energia da estrutura e atribui um Z-score,
comparando este valor com aqueles obtidos de estruturas experimentais, de acordo com o

tamanho da proteina. Se o Z-score estiver fora da amplitude dos valores obtidos de

30



proteinas experimentais, a estrutura submetida provavelmente contém erros
(WIEDERSTEIN; SIPPL, 2007). O modelo gerado apresentou um Z-score = -6.1 Kcal/mol e
se encontra dentro da amplitude de valores experimentais.

O TM-align realiza um alinhamento estrutural e avalia a similaridade das estruturas de
acordo com os valores de Desvio Médio da Raiz Quadrada - RMSD (do inglés, Root Mean
Square Deviaton), que mede a distancia entre os residuos correspondentes, e TM-score,
que equilibra a distancia entre residuos de uma maneira menos independente do tamanho
das proteinas (ZHANG; SKOLNICK, 2005). Valores de RMSD < 2.0 A e TM-score > 0.5
indicam que as proteinas analisadas apresentam um mesmo enovelamento, o que €
esperado para proteinas de uma mesma familia. O modelo gerado, quando comparado com
o seu molde (PDB ID: 4i0u), apresentou um RMSD = 1.94 A e um TM-score = 0.88885. Os

resultados do ProSA-web e Tm-align estéo ilustrados na figura 6.
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Figura 5. Validacdo do modelo in silico da proteina ALR1 segundo o PROCHECK, RAMPAGE e ERRAT.
(A) O gréfico de Ramachandran segundo o PROCHEK apresentou 91,9% dos residuos em most favoured
regions e 8,1% em additional allowed regions. (B) O grafico de Ramachandran segundo o RAMPAGE
apresentou 95,7% em favoured region e 4,3% em allowed regions. (C) Segundo o ERRAT o modelo obteve um
score de 93,207.
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Figura 6. Validacdo do modelo in silico da proteinas ALR1 segundo o TM-alignh e o ProSA-web. (A)
Alinhamento estrutural segundo o TM-align (RMSD = 1,94 A e um TM-score = 0,88885). Em preto o molde
(PDB ID: 4i0uB) e em vermelho o modelo ALR1. (B) Validag&o da estrutura segundo o ProSA-web (Z-score = -
6,1) demonstra que o modelo gerado (em preto), apresenta-se dentro da faixa de qualidade do Protein Data
Bank.

4.4) ANALISE DA ESTRUTURA

A estrutura CorA do organismo Thermotoga maritima foi a primeira a ser elucidada pela
literatura e dessa forma, a maior parte do conhecimento sobre o dominio CorA é proveniente
de estudos com a estrutura deste organismo. Posteriormente, até mesmo quando a estrutura
MjCorA foi obtida, esta foi estudada comparando-a com a TmCorA, visto que ja era
conhecido residuos de aminoacidos essenciais para a funcédo deste dominio, bem como seu
mecanismo de acdo. Dessa forma, como neste estudo procedeu-se de maneira semelhante,
obtendo a estrutura da proteina ALR1 de S. cerevisiae, outro homélogo CorA, buscou-se
diferencas e semelhancas da ALR1p em relacdo aos seus homologos procariotos. Neste
sentido, a proteina ALR1, assim como as outras duas proteinas CorA presentes no PDB,
também é um homo-pentamero constituido de cinco monémeros, de acordo com a predi¢cao
do programa GalaxyGemini e a literatura (PAYANDEH; PFOH; PAI, 2013). As figura 7 e 8
ilustram o modelo ALR1p e seus homodlogos procariotos, respectivamente, e a figura 9
apresenta a regido N-terminal das proteinas CorA. Os dados da figura 8 foram retirados da

literatura.
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Figura 7. Estrutura da proteina ALR1. (A) Estrutura terciaria. Em vermelho é a hélice que forma o poro.
Também estdo indicados os segmentos transmembrana (TM1 e TM2) e as extremidades N e C-terminal. (B)
Vista lateral da estrutura quaternaria. (C) Visado extracelular da estrutura quaternaria. (D) Visado intracelular da
estrutura quaternaria. Em (B), (C) e (D), os mondmeros estéo representados em diferentes cores.

Figura 8. Estrutura dos homélgos TmCorA (NORDIN et al., 2013) e MjCorA (GUSKOV et al., 2012). (A)

Thermotoga maritima (PDB ID: 4i0u). Estrutura terciaria e quaternaria (vista lateral, extracelular e intracelular).
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(B) Methanocaldococcus jannaschii (PDB ID: 4ev6). Estrutura terciaria e quaternaria (vista lateral, extracelular
e intracelular). Em (A) e (B) as cadeias do homo-pentamero estéo representadas por diferentes cores.

De acordo com a figuras 7 e 8, é possivel observar que a ALR1p mantém o dobramento
caracteristico da superfamilia CorA, observado por seus homologos procariotos. Nota-se
que a proteina ALR1, assim como as demais proteinas CorA, possui uma forma de funil,
com uma regido N-terminal extensa e larga e uma curta e estreita por¢cdo C-terminal, sendo
ambas as extremidades localizadas no citoplasma. O poro é composto, na formacdo da
estrutura quaterndria, pela maior alfa hélice representada pelos monémeros. Esta hélice,
além de formar o poro, liga as extremidades N e C-terminal da proteina e abriga, na altura
da membrana plasmatica, o primeiro dominio transmembrana (TM1). Vale lembrar que a
superfamilia CorA é caracterizada pela presenca de dois segmentos transmembrana (TM1 e
TM2), sendo a triade GMN (Glicina/Metionina/Asparagina) localizada ao final da TM1.

A regido citoplasmatica ALR1p possui um conjunto de folhas beta e alfa hélices
semelhante aos seus homodlogos procariotos, visto que a proteina ALR1 possui um total de
nove hélices e seis folhas beta, contra oito hélices e sete folhas beta do organismo
Thermotoga maritima (TmCorA), e sete hélices e cinco folhas beta do organismo
Methanocaldococcus jannaschii (MjCorA). De fato, a literatura aponta para a extremidade N-
terminal das proteinas CorA como uma regido de menor conservacdo se comparada a
extremidade C-terminal. Além da quantidade de estruturas secundarias presentes na porcéo
citoplasmatica das proteinas CorA, outros aspecto relevante segundo a literatura, é a
maneira conformacional de como estas estruturas secundarias se localizam no espaco.
Desta maneira, a literatura descreve este conjunto de estrutura secundaria como um
sanduiche de folhas beta realizado por dois conjuntos de alfa-hélies. A figura 9 ilustra a
regido citoplasmatica das proteinas CorA, onde é possivel observar que este tipo de

descricéo encontra-se conservado entre a ALR1p e seus homologos.
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Figura 9. Extremidade N-terminal dos monémeros da CorA de acordo com a estrutura secundaria. Em
amarelo as folhas beta, em azul as hélices e em preto as algas. (A) ALR1p. As setas indicam as diferencas
significativas na estrutura, quando comparada aos seus homélogos CorA. (B) Thermotoga maritima (NORDIN
et al., 2013). (C) Methanocaldococcus jannaschii (GUSKOV et al., 2012).

Levando em conta todas as hélices presentes em cada estrutura, com excecao da hélice
que forma o poro e da TM2, ausentes na figura 9, todas as demais hélices estdo presentes
na porcao citoplasmatica da proteina. A presenca de uma hélice a mais do que seu
homologo TmCorA ocorre pois uma das hélices da proteina ALR1 é dividida em duas devido
a presenca de uma alca, como indicado pela seta 1. Esta al¢a, juntamente com a estrutura
desordenada da alca indicada pela seta 2, constituem as duas grandes diferencas
estruturais entre a proteina ALR1 e seus homdlogos procariotos. Vale ressaltar que a
estrutura indicada pela seta 2 é desordenada e dessa ndo constitui, necessariamente, uma
estrutura secundaria do tipo alca, podendo obter outras configuracbes como alfa-hélice ou

folha beta durante o mecanismo de agéo da proteina ALR1.

4.5) ANALISE DO PORO

Segundo a predicéo da regidao transmembrana da ALR1p realizada pelo programa PPM,
presente no banco de dados OPM, a regido TM1 € composta pelos residuos de aminoacidos
743-761 (VTMIGTMLVPLNVITGLFG) e a regido TM2 pelos residuos 778-798
(GILGVLLLLAVLGWFLASYWI). A triade GMN caracteristica da superfamilia CorA, na
proteina ALR1 abrange os residuos 761-763, estando logo apds o TM1. Lembrando que a

ALR1p possui 859 residuos de aminoacidos e o dominio CorA esta localizado na porgéao C-
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terminal, e a regido modelada corresponde aos residuos 403-800. O TM1 e TM2 da TmCorA
abrangem os residuos 293-312 e 326-345, sendo o GMN localizado nos residuos 312-314
(LUNIN et al., 2006). Quanto ao homologo MjCorA, seu TM1 e TM2 abrangem os residuos
259-279 e 291-311, sendo o GMN localizado nos residuos 278-280 (GUSKOV et al., 2012).
Dessa forma podemos observar que a ALR1p possui a porcdo C-terminal bastante similar
aos seus homologos, com a triade GMN localizada logo apés o TM1. A figura 10 ilustra a
andlise do TM1 da ALR1lp e de seus homélogos procariotos, segundo 0O programa
NetWheels.

[l Polar / Basic I Polar / Acid [ Polar / Uncharged [INonpolar

Figura 10. Representacado bidimensional do TM1 para poteinas CorA. (A) ALR1p. (B) TmCorA (NORDIN et
al., 2013).. (C) MjCorA (GUSKOQV et al., 2012).

De acordo com a figura 10, observa-se que nédo existe residuo de aminoacido polar no
TM1 da ALR1lp, de forma semelhante aos seus homoldgos. Nota-se, também, que a
proteina ALR1, assim como seu homdlogo MjCorA, possui quatro residuos polares ndo
carregados em seu segmento transmembrana TM1, contra trés residuos da TmCorA, porém,
somente a ALR1p possui um residuo de Asparagina (N), ao contrario de todos os residuos
de Treonina (T) existentes. Comparando os aminoacidos polares ndo carregados presentes
neste segmento, de acordo com a tabela 2, conclui-se a Asparagina possui caracteristicas
mais desejaveis, do que a Treonina, para efetuar o transporte de ions, visto que apresenta
uma menor hidrofobicidade e um maior potencial para formar pontes de Hidrogénio, além de

ter um ponto isoelétrico similar ao da Treonina.
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Tabela 2 - Caracteristicas dos Aminoacidos Treonina e Asparagina

Treonina (T) Asparagina (N)
Pontes de Hidrogénio 3 5
Ponto Isoelétrico 5,6 54
Hidrofobicidade 0,634 0,448
Formula o0 CoO

H,N—C—H HN—C—H

pasy 17 )f:
CH,
HN ©

Fonte: NCBI Amino Acid Explorer

(https://www.nchbi.nlm.nih.gov/Class/Structure/aa/aa_explorer.cgi)

Ainda, observa-se que todos os residuos de aminoacidos polares ndo carregados,
presentes na figura 10, encontram-se agrupados em um lado TM1. Essa disposi¢céo espacial
reflete a porcdo transmembranar onde o segmento TM1 se encontra, pois sendo a
membrana composta por uma bicamada fosfolipidica, espera-se que os residuos hidrofilicos
sejam orientados para o interior do poro e os hidrofébicos para o exterior, em contato com a
membrana. Os residuos de aminoacidos polares ndo carregados presente na TmCorA sdo
Treonina (T) 295, T299 e T305, e estdo todos envolvidos no transporte de ions segundo a
literatura, sendo T305 envolvido, ainda, no processo de reconhecimento de ions na entrada
do canal da TmCorA (ESHAGHI, 2006; LUNIN et al., 2006; NORDIN et al., 2013) e na
MjCorA, os residuos presentes na TM1 sdo T261, T264, T265 e T274, enquanto 0s trés
primeiros estdo relacionados com o transporte de ions, ndo existe dados para o residuo
T274 (GUSKOQV et al., 2012). Os residuos polares nao carregados apresentados no TM1 da
ALR1p séo, T744, T748, N754 e T757.

Um alinhamento estrutural pelo Tm-align, ilustrado na figura 11, demonstrou que 0s
residuos de TmCorA T295, T299, T305 alinham com os residuos da ALR1p, T744, T748 e
N754, e dessa forma, observa-se que somente o residuo T305 néo se encontra conservado
no ALR1p. Sabendo que a localizacdo desses residuos ndo conservados esta envolvida com
o reconhecimento de ions na entrada do canal, a proteina ALR1 pode ter uma tendéncia em
caputrar uma maior variedade de ions, devido a um maior potencial de pontos de hidrogénio
da Asparagina, assim como sua menor hidrofobicidade, em comparagdo com a Treonina.
N&o existe correspondente, na TmCorA, do residuo T757 da ALR1p. Um mesmo

alinhamento estrutural, porém com o homologo MjCorA, revelou que os residuos de MjCorA,
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T261, T265 e T274 alinham com os residuos de ALR1p, T744, T748 e T757. Nao existe
correpondente, na ALR1p, do residuo T264 de MjCorA. Embora ndo existam dados literarios
que sustentem alguma funcao para o residuo T274 de MjCorA, a sua posi¢ao similar com o
residuo T305 de TmCorA induz a uma similaridade de fungéo. Assim, T274, similar a T305,
pode estar envolvido com o reconhecimento de ions no inicio do canal, o que implicaria que
a proteina ALR1p teria dois residuos envolvidos nesta funcdo, N754 que ocupa a mesma

posicao do que T305 de TmCorA, além do T757 que equivale ao T274 de MjCorA.

C-terminal

M-terminal C-terminal

N-terminal

Figura 11. Alinhamento estrutural entre os residuos polares ndo carregados presentes no TM1 das
proteinas CorA. Em azul sé@o os residuos presentes nos procariotos CorA e em roxo, os residuos da ALR1p.
(A) ALR1p (cinza) x MjCorA (amarelo) (GUSKOV et al.,, 2012). (B) ALR1p (cinza) x TmCorA (vermelho)
(NORDIN et al., 2013).

A analise das dimensdes da ALR1p pelo programa Mole 2.0 revelou que seu poro possui
um comprimento de 90 A, contra 65 A da TmCorA, ao passo que uma membrana
bifosfolipidica possui aproximadamente 30 A de espessura (PAYANDEH; PAI, 2006). Sendo
o residuo de Asparagina (N), presente na triade GMN e conservado na superfamilia CorA,
considerado a entrada do poro, o canal de TmCorA abrange os residuos N314-277
(PAYANDEH; PAI, 2006) e o da ALR1p 763-641. Para calcular a amplitude do canal da
ALR1p foi considerada como saida do poro a sua Ultima constric¢cdo, constituida pelos

residuos N239, a qual é formada pela estrutura secundaria do tipo alga representada pela
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seta 1 na figura 9. A figura 12 e 13 ilustram as dimensdes do poro para a proteina ALR1 e

seus homoélogos, respectivamente.

Figura 12. Poro da proteina ALR1 no sentido C-terminal para N-terminal. (A) Visualizacdo do Poro. As
cadeias da proteina estéo representadas em cores diferentes. (B) Dimensao do poro da proteina ALR1.

Distance (Angstroms)

Distovsce (Angatroms)
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Figura 13. Poro dos homélogos CorA da proteina ALR1. (A) TmCorA (NORDIN et al., 2013). Sentido do
grafico: C-terminal para N-terminal (B) MjCorA (GUSKOV et al., 2012). Sentido do gré&fico: N-terminal para C-
terminal.

Observa-se que por volta de 30-50 A de distancia todas as proteinas apresentam um
minimo global para o raio do canal, cujo valor tende a aumentar ap0s esse intervalo e volta a
diminuir somente na Ultima constricdo do canal, onde as proteinas TmCorA e Alrlp
apresentam um valor do raio do poro em torno de 2 A. N&o se sabe em que residuo de
aminoacido terminaria o canal da MjCorA ( GUSKOV et al., 2012; CLEVERLEY et al., 2015),
logo, a saida do canal apresentada pelo grafico € hipotética, para esta proteina em
especifico. Porém, no que diz respeito ao minimo global, existem valores de raio especificos
por proteina, visto que no caso da TmCorA, este valor ¢ de aproximadamente 1,35 A, da
MjCorA é de 0,77 A, e da ALR1p, de 1,9 A. O ion Mg é transportado pelos procariotos CorA
em seu estado parcialmente hidratado, o qual possui um raio de 2,09 A (NORDIN et al.,
2013), porém uma regido hidrofébica no interior de um canal ndo precisa estar fisicamente
fechada para impedir a passagem de ions. Neste sentido, um poro hidrofébico, com raio de
até 4,5 A, se encontra completamente fechado a ions. Tal poro se abre parcialmente caso o
raio aumente para um valor aproximado de 5,5 A, e se abrira completamente se o raio for
maior do que 7 A (BECKSTEIN et al., 2003).

Segundo o programa Mole 2.0, os residuos que formam o poro da ALR1p séo: Glicina
(G) 758, Asparagina (N) 754, Valina (V) 751, Valina 743, Leucina (L) 740, Valina 736,
Asparagina 733, Serina (S) 729, Glutamina (Q) 726, Leucina 722, Asparagina 642.
Observando estes residuos, nota-se a presenca de tés perfis ao longo do poro da ALR1p. A
primeira por¢cdo do canal € formado pelos residuos G758 e N754 e confere um carater
hidrofilico ao canal, seguido por uma por¢do hidrofébica, formada pelos residuos V751,
V743, L740 e V736. No terceiro e ultimo perfil o canal volta a ser hidrofilico, sendo formado
pelos residuos N733, S729, Q726, L722 e N642. A regido onde o poro apresenta o valor de
minimo global corresponde a por¢éo hidrofébica da proteina. Resultado semelhante ocorre
com seus homologos, visto que segundo a literatura, o fechamento do canal da TmCorA e
MjCorA ocorre por meio de trés residuos hidrofobicos. No primeiro organismo, estes
residuos sdo Metionina (M) 302, L294 e L291 (NORDIN et al., 2013), e no segundo, L260,
M257 e M253 (GUSKOV et al., 2012). Um alinhamento estrutural, segundo a figura 14 entre
a ALR1p e e seus homologos demonstra que os residuos que compde a regidao de minimo

global estédo alinhados entre si.
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Figura 14. Alinhamento estrutural entre os residuos hidrofébicos. Em azul sdo os residuos hidrofébicos
dos homdélogos procariotos, e em roxo, os residuos da ALR1p. (A) ALR1p (cinza) x MjCorA (amarelo)
(GUSKOV et al., 2012). (B) ALR1p (cinza) x TmCorA (vermelho) (NORDIN et al., 2013).

Segundo o alinhamento estrutural dos residuos hidrofébicos, observa-se que os residuos
da ALR1p V743, L740 e V736 alinham com os residuos L260, M257 e M253 da MjCorA,
enquanto que os residuos da TmCorA M302, L294 e L291 alinham com os residuos da
ALR1p, V751, V743 e L740. Embora seus homologos CorA possuam apenas trés residuos
envolvidos no fechamento do canal, a ALR1p deve possuir quatro residuos com esta funcao,
visto que M253 da MjCorA e M302 de TmCorA ndo se alinham entre si, porém os dois
alinham com diferentes residuos hidrofébicos da ALR1p, V736 e V751, respectivamente. A
Valina é um amino&cido mais hidrofobico do que a Metionina, além desta Ultima possuir um
atomo de Enxofre em sua estrutura. A polaridade do atomo de Enxofre da Metionina permite
a ligacdo de ions metdlicos e facilita seu transporte (YU, 2011), além da mutacdo de uma
Treonina por Metionina, entre as Treoninas que atuam no transporte de ions da TmCorA,

nao alterar o transporte de ions (NORDIN et al., 2013).
4.6) ANALISE DA REGIAO CITOPLASMATICA

Consoante a literatura, existem dois sitios de ligacdo ao metal nos homodlogos

procariotos TmCorA e MjCorA, na regido citoplasmatica, cujas composi¢cdes ndo sao
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conservadas para um unico residuo especifico, mas sim para residuos de propriedades
guimicas semelhantes (PAYANDEH; PAI, 2006; GUSKOV et al., 2012). Para TmCorA, estes
sitios s&o formados pelos residuos Acido Glutamico (E) 88, Acido Aspartico (D) 89, N92,
Glutamina (Q) 95, E100, D175, D179, D253 e Histidina (H) 257 (ESHAGHI, 2006;
PAYANDEH; PAI, 2006). Para MjCorA, D54, Q62, E68, E69, D70, Tirosina (Y) 137, N141,
E142, E215, N216, D219 e D223 (GUSKOQV et al., 2012). Por meio de um alinhamento
estrutural entre os homologos CorA e a ALR1p é possivel visualizar quais residuos de
aminoacidos da proteina ALR1 sdo equivalentes ou estdo proximos, sendo residuos polares

carregados ou nao, dos residuos apresentados pelos homologos.

180°

Figura 15. Alinhamento estrutural entre ALR1 e TmCorA para sitio de ligacdo a metal. ALR1p estd em
cinza e seus residuos destacados em roxo. TmCorA (NORDIN et al., 2013) esta em vermelho e seus residuos
destacados em azul.

180° 180°

Figura 16. Alinhamento estrutral entre ALR1 e MjCorA para sitio de ligagdo a metal. ALR1p esta em cinza
e seus residuos destacados em roxo. MjCorA (GUSKOV et al.,, 2012) esta em amarelo e seus residuos
destacados em azul.
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A partir da andlise das figuras 15 e 16 é possivel observar potenciais residuos para um
sitio de ligagdo ao metal na proteina ALR1, além de identificar, na regiéo citoplasmatica das
proteinas CorA, somente dois sitios de ligacdo a metal, facilmente visualizados por regides
demarcadas em azul e roxo nas figuras. Quando comparado contra o TmCorA, a ALR1p
apresenta os seguintes residuos equivalentes: E482, D483, M486, T489, E494, D569, D573,
T702, N706. Desses, somente a Metionina 486 € considerada um residuo hidrofébico, porém
seu atomo de Enxofre Ihe confere um pequeno perfil polar, tanto que, em um estudo
indicado na literatura, a mutacdo de um residuo hidrofilico por um hidrofébico, T299M, nao
causou uma inibicdo significativa e os mutantes TmCorA demonstraram uma atividade de
transporte similar ao modelo selvagem (NORDIN et al., 2013). Se comparada ao MjCorA, os
residuos equivalentes sédo: T480, E488, E494, L495, Fenilalanina (F) 496, Y565, D569,
D570, D698, H699, T702 e N706. A andlise da ALR1p contra a MjCorA resultou em dois
residuos hidrofobicos, L495 e F496, e ndo sdo considerados sitios de ligacdo ao metal.
Dessa forma, ao todo a ALR1p possui um total de 15 possiveis sitios para ligagdo ao metal:
T480, E482, D483, M486, E488, T489, E494, Y565, D569, D570, D573, D698, H699, T702 e
N706. A TmCorA e MjCorA possuem um total de aproximadamente 9 e 12 sitios de ligacéo a

metal segundo a literatura.

4.7) ANALISE DE CONSERVACAO

O mecanismo de acdo das proteinas CorA homodlogas da ALR1p consiste em dois
grupos de residuos de aminoacidos, hidrofébicos e hidrofilicos, que se revezam no interior
do canal segundo a disponibilidade de ions Mg no ambiente intracelular. Em altas
concentracgdes, os sitios de ligacdo ao metal, presentes na regido citoplasmatica da proteina
CorA, se tornam ocupados pela ligagdo ao Magnésio, ao passo que em baixas
concentracdes, estes ions nao estdo presentes para se ligarem aos sitios de ligacdo ao
metal. Como estes sitios sdo adjacentes a hélice que forma o poro, os ions Mg quando se
ligam ou se liberam destes sitios, causam uma tor¢ao nesta hélice em torno do seu préprio
eixo, expondo residuos hidrofébicos e hidrofilicos presentes no TM1 de maneira alternada,

abrindo e fechando o canal. A figura 17 ilustra este mecanismo.
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Figura 17. Mecanismo de acdo da TmCorA e alinhamento estrutural do residuo N288. (A) Residuos
envolvidos no mecanismo de acéo da TmCorA. (B) ALR1p (cinza) x TmCorA (vermelho) (NORDIN et al., 2013).
(C) ALR1p (cinza) x MjCorA (amarelo) (GUSKOV et al., 2012). Em (B) e (C) o residuo da ALR1p esta em roxo
e o do seu homélogo em azul.

De acordo com a figura 17, para o homologo TmCorA, os residuos de aminoacidos
hidrofébicos envolvidos no mecanismo de acdo sdo, M302, L294 e M291, e os hidrofilicos
sdo T299, T295, e N288. No organismo M. jannaschii,, 0os residuos hidrofébicos sdo M253,
M257 e L260, e os hidrofilicos, N254, T261 e T265. Ao longo deste trabalho, a partir da
analise do poro da proteina ALR1p por meio do estudo do segmento TM1 e das dimensdes
do poro, verificou-se a similaridade dos residuos hidrofilicos e hidrofobicos, respectivamente.
Dessa maneira, entre os residuos envolvidos no mecanismo de acédo das proteinas CorA de
procarioto, salvo o residuo N288, todos os demais ja foram analisados. Novamente, por
meio de um alinhamento de estrutura, ilustrado na figura 15, observa-se que o residuo N288
de TmCorA alinha com T737 da ALR1p e com N254 da MjCorA, embora exista um residuo
de Asparagina (N), direcionado para o canal, logo abaixo do T737, o N733, como
demonstrado pelo programa Mole 2.0.

Segundo as analises anteriores, os homélogos procariotos apresentam em seu TM1
somente residuos de Treonina, em um total de quatro para a MjCorA e trés para a TmCorA,
ao passo que a proteina ALR1 apresenta um residuo de Arginina e trés de Treonina, T744,
T748, N754 e T757. Quanto aos residuos hidrofébicos envolvidos na dimenséo do poro e no
mecanismo de acdo, enquanto os homodlogos procariotos apresentam um total de trés,
M302, L294 e L291 para a TmCorA, e L260, M257 e M253 para o MjCorA, a ALR1p parece
ter quatro residuos envolvidos nessa funcdo, V751, V743, L740 e V73, além da preferéncia

por residuos de Valina, ao invés de Metionina ou Leucina.
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Porém, a ALR1p é evolutivamente muito distante das homoélogas em Methanocaldococcus
jannaschii e da Thermotoga maritima, seus homdlogos procariotos, e as diferencas
encontradas podem ser benéficas para a proteina ALR1, em um processo de evolucéo.
Dessa forma, sabendo que residuos de aminodcidos que sé&o estruturalmente ou
funcionalmente importantes para as proteinas se encontram conservados, uma analise da
proteina ALR1, com homodlogos mais proximos, pode ajudar a confirmar a importancia de
alguns residuos especificos. A analise filogenética segundo o ConSurf mede o grau de
conservacao dos residuos de aminoacido segundo uma escala que varia de 1-9, onde 1 é o
mais variavel possivel e 9 o mais conservado. A figura 18 ilustra a analise filogenética para
toda a proteina ALR1p. e a tabela 3 apresenta os resultados desta analise de maneira mais

especifica, segundo os residuos importantes apontados pelos homoélogos CorA.
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Figura 18. Analise filogenética para a ALR1p. (A) Proteina inteira. (B) Parte estrutural da proteina ALR1p,
gue a diferencia dos homologos CorA.

Por meio da figura 18 observa-se que na regido citoplasmatica, de um total de sete alfa-
hélices e seis folhas beta, quatro hélices ndo sdo conservada, porém as duas regides de
ligagdo a metal permancem conservadas. A ALR1p possui uma hélice a mais do que seu
homologo TmCorA, além de uma regido desordenada, ambas representadas na figura 18A,
e com maior destague na 18B, onde percebe-se uma regido de estrutura secundaria do tipo
alca hélice alca. Este regido é a area de maior diferenca estrutural entre a ALR1p e seus
homologos CorA, ja que todas as proteina CorA possuem um conjunto de hélices e folha
beta em seu dominio citoplasmatico. A primeira al¢ca desta regido forma a saida do poro

segundo o programa Mole 2.0 e a segunda é desordenada e de funcdo desconhecida. A
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analise da conservacao estrutural do dominio transmembrana demonstra que somente o
TM2 é complemente variavel e o TM1 mistura residuos de conservacdo média a elevada,
porém nenhum variavel.

A respeito da andlise de conversacdo funcional da ALR1p, todos os residuos
equivalentes aqueles importantes e essenciais para a funcdo dos seus homologos
encontram-se com elevado grau de conservacédo, e dessa forma, 0 mecanismo de acdo das
proteinas CorA deve estar conservado. A tabela 3 apresenta os resultados da analise de
conservacdo filogenética de maneira mais especifica, segundo os residuos importantes

apontados pelos homologos CorA.

Tabela 3 - Grau de Conservacdo dos Aminoacidos Importantes da ALR1p

Residuo Grau Funcéo

T737 8 Residuo hidrofilico na hélice do poro
T744
T748
N754
T757
V751
V743
L740
V736
T480
E482
D483
M486
E488
T489
E494
Y565
D569
D570
D573
D698
H699
T702
N706

Residuo hidrofébico na hélice do poro

Sitio de ligacéo a metal

Q| ©| ©| ©| ©| W © O ©f O O O ©| ©| © N ©f | N 0 ©| O ©
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4.8) ANALISE DO INTERATOMA FiSICO

A Biologia de Sistemas estuda a interacdo entre as diversas proteinas e genes
encontrados em uma célula, dentro do contexto de uma rede de interacdo ampla e dinamica,
sendo a construcdo desta rede essencial para facilitar a compreensdo dos complexos
sistemas bioldgicos (COSTANZO et al., 2010). Neste sentido, existem dois tipos de
interacdo, a proteica e a genética. As interacdes proteicas reinem a maquinaria molecular e
sustentam todas as respostas celulares, enquanto que as interacdes genéticas revelam as
relacdes funcionais entre os genes (STARK et al., 2006). Dentro deste contexto, obteve-se,
a partir de 10 bancos de dados, o interatoma da proteina ALR1 acerca das interacfes
proteicas e observou-se um total de 37 interagdes. As figuras 19 e 20 ilustram o resultado do
interatoma da proteina ALR1 de uma maneira geral e especifica de acordo com a frequéncia

das proteinas nos bancos de dados, respectivamente.

GCo7 SO PUF3

Figura 19. Interatoma acerca das interacdes proteicas da ALR1p.
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Figura 20. Proteinas do interatoma da ALR1p segundo a frequéncia nos bancos de

dados de interacéo.

De acordo com a figura 20 observa-se que nao existe um bando de dados central que
arquive todas as interacfes proteina-proteina publicadas, visto que os bancos de dados
capturaram apenas uma fracdo dos dados publicados, e portanto, suas informacdes séo
complementares e podem ser unificadas para aumentar e melhorar o conhecimento sobre o
interatoma. De fato, observa-se que a intersecdo e a sobreposi¢cdo entre esses bancos de
dados nao é grande, pois nenhuma proteina foi predita pelos 10 bancos de dados ao mesmo
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tempo, e, de um total de 37 proteinas, somente duas foram preditas por 9 bancos de dados
e outas duas por oito bancos, sendo a grande maioria das proteinas concentrada na faixa de
3-6 bancos de dados, 0 que representa uma baixa amplitude para um total de 10 bancos de
dados utilizados. De maneira contraria, as oito proteinas representadas por apenas um
banco de dados precisam ser ainda validadas por experimentos futuros, visto que, associada
a esta Unica predicdo, as interacdes proteicas podem ser determinadas por um conjunto
diversificado de técnicas experimentais, incluindo técnicas de pouca acuracia que possuem
uma alta taxa de falsos positivos (KERRIEN et al., 2012).

Ainda, de um total de 37 proteinas analisadas, somente duas foram encontradas na
literatura associadas com a resposta ao Cadmio. Dagmar e colaboradores, 2014, analisaram
o transcriptoma do organismo S. cerevisiae em resposta a exposicao aguda a 10 metais,
Ag+, AI3+, As3+, Cd2+, Co2+, Hg2+, Mn2+, Ni2+, V3+, and Zn2+, estabelecendo uma
diferenca minima de 50% para o grupo controle ndo tratado com o objetivo de definir uma
mudanca na expressao génica. Foram encontrados 172 genes que tiveram seu perfil de
expressdo génica alterado, sendo os genes SSAl1 e SSE1 também encontrados no
interatoma da proteina ALR1, preditos por cinco bancos de dados. SSA1 e SSE1 sédo
chaperonas induzidas pela intoxicacdo pelo Cadmio e e auxiliam o correto dobramento das
proteinas, inibem e resgatam os agregados proteicos, e degradam proteinas anormais,
ocasionando uma resposta ao Cadmio, visto que a degradacdo de aberracfes proteicas
contribui para a tolerancia e sobrevida celular (HOSINER et al., 2014).

5) CONCLUSAO

A proteina ALR1 é conhecida na literatura por transportar uma variedade de metais,
sendo estes metais tOxicos ou essenciais, e embora a atividade de efluxo de Cadmio ja
tenha sido comprovada, sua fungdo priméaria € permitir o influxo de ions Magnésio. De
acordo com este trabalho conclui-se que a ALR1p é de fato um homodlogo distante dos
organismos Methanocaldococcus jannaschii e Thermotoga maritima, visto que manteve a
estrutura caracteristica da superfamilia CorA (2 TMs + GMS), além de possuir residuos de
aminoacidos conservados na mesma posi¢cdo de residuos considerados essenciais para
seus homologos, e assim, o0 mecanismo de agcao deve estar preservado, ainda que existam

pequenas alteracdes na estrutura, quando comparada a seus homologos procariotos. Nao
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se sabe o motivo pelo qual a ALR1p aparenta ter uma menor seletividade para captacao de
ions, porém, foi estabelecido que esta proteina apresenta dois residuos conservados na
entrada do poro cujas fungbes, em seus homadlogos, é a captacdo de ions. Os homélogos
apresentam somente um Unico residuo nesta posi¢cdo, e um raio do canal com um valor
menor se comparados a proteina ALR1. O interatoma desta proteina demonstrou somente
duas outras proteinas, SSA1 e SSE1, em conformidade com uma intoxicacdo aguda pelo
Céadmio, embora nenhumas dessas duas proteinas sejam especificas para uma resposta ao
Cd. Dessa forma, sendo a ALR1p uma proteina canal de baixa seletividade, segundo a
literatura, associada ao fato de ja ter sido relacionada com o efluxo de Cd, e somando os
resultados encontrados neste estudo, acredita-se que a ALR1p deva ser capaz de mediar o
efluxo de Cadmio, porém estudos posteriores sSdo necessarios para comprovar seu
mecanismo de acao, visto que assim como seus homélogos, a proteina ALR1 se encontra

em seu estado conformacional fechado.
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