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APRESENTACAO

Em tempos de propagacédo em larga escala e “viralizacao” das informacdes pelo
advento da internet e redes sociais, cada vez mais torna-se necessario contetdo
soOlido e sustentavel que apresente informacodes relevantes e fidedignas de uma area
tdo importante quanto a saude. O Brasil € um dos paises onde os habitantes mais
procuram informacodes relativas a saude na internet, assim temos um dado que pode
ser positivo quando observado o contexto de maior leitura e busca de informacéao,
porém que imediatamente pode tornar-se negativo quando a fonte da informagao nao
é confiavel.

Assim, com grande expectativa apresentamos o primeiro volume da colecao
“Analise Critica das Ciéncias da Saude”. Um agregado de atividades de pesquisa
desenvolvidas em diversas regides do Brasil, que partem do principio da analise
minuciosa e fundamentada de questbes referentes a saude em diversos dos seus
aspectos.

Desde a pesquisa basica a pesquisa aplicada observamos fundamentos e
caracteristicas que influenciam diretamente no bem estar daqueles que receberao
os beneficios desses trabalhos, seja na forma direta pelo desenvolvimento de um
medicamento farmacéutico ou na forma indireta através de produtos que contribuem
para aumento da qualidade de vida.

As ferramentas e o conhecimento disponiveis nem sempre sdo adequados
para resolver os problemas de saude existentes, necessitando assim de pesquisas e
atividades cientificas que possam de gerar novas informacgdes e desenvolver maneiras
melhores, e mais efetivas, de proteger e promover a saude e de reduzir as doencgas.

Deste modo principios relevantes foram observados e organizados de forma
a explanar conceitos e resultados nas linhas de descelularizacdo pulmonares,
correlacdes clinicas, bioinformatica e analises clinicas, fotopolimerizadores, carcinoma
epidermdide, fatores de transcricao e obesidade, dor e estresse, sinais vitais e cuidados
intensivos, métodos farmacolégicos, reabilitacéo virtual, suplementacéao dentre outras
diversas tematicas ligadas a pesquisa basica e desenvolvimento.

Portanto, todo o material aqui apresentado nesse primeiro volume, assim
como no segundo volume da obra, é de fato importante ndo apenas pela teoria bem
fundamentada aliada a resultados promissores, mas também pela capacidade de
professores, académicos, pesquisadores, cientistas e da Atena Editora em produzir
conhecimento em saude nas condicées ainda inconstantes do contexto brasileiro.
Nosso profundo desejo € que este contexto possa ser transformado a cada dia, e 0
trabalho aqui presente pode ser um agente transformador por gerar conhecimento em
uma area fundamental do desenvolvimento como a saude.

Dr. Benedito Rodrigues da Silva Neto.
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CAPITULO 2

INTERACOES PROTEICAS COMO ESTRATEGIA PARA
ESTUDOS MICROBIOLOGICOS E DESENVOLVIMENTO
DE NOVAS ABORDAGENS PARA ANALISES CLINICAS

Benedito Rodrigues da Silva Neto
Graduacao em Ciéncias Biolégicas, Mestre em
Biologia Celular e Molecular, Doutor em Medicina
Tropical e Saude Publica . Goiania, GO, Brazil.
address: neto@doctor.com

RESUMO: As novas abordagens que utilizam
a proteGmica funcional como ferramenta para o
estudo das proteinas expressas em uma célula
de microrganismo patogénico, tem cada vez
mais sustentado as informacdes obtidas pelo
genoma. As modificagbes pos-translacionais das
proteinas, tais como fosforilagédo ou glicosilagéo,
séo fatores muito importantes na determinacéo
dafungao da proteina desde o aspecto estrutural
até a patogenicidade e viruléncia que esta pode
propiciar ao microrganismo. As interacdes entre
as proteinas sdo o foco deste estudo, deste
modo objetivamos apresentar as principais
técnicas de bioinformatica utilizadas como
mecanismo de entendimento dos principios
destas interagbes que por sua vez tem
apresentado novos caminhos e possibilidades
no estudo dos mecanismos de patogenicidade
dos microrganismos. Esta revisdo descreve
as tecnologias de andlise e estudo das
interagdes proteina-proteina desde analises in-
silico por intermédio da bioinformatica até as
possibilidades de aplicacdo no diagnostico. Por
intermédio deste estudo é possivel concluir que
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0S avancos na area da bioinformatica aplicada a
microbiologia tem contribuido na identificagao e
analise de proteinas .....de compostos de origem
natural ou sintética, que possaminibir ainteracéo
entre as proteinas, visando diversas utilizacbes
tais como no tratamento quimioterapico e
diagnostico sensivel e especifico de doencas
causadas por microrganismos patogénicos.

PALAVRAS-CHAVE:
Microrganismo. Diagndéstico. Bioinformatica

Proteina.  Interacéo.

INTRODUCAO

Fungdes celulares s&o controladas
por complexos proteicos cujas proteinas
componentes interagem de forma dinédmica
e cooperativa no tempo e espacgo. Desta
forma, a analise de interagdes e localizagdes
de determinadas proteinas, podem propiciar
informacdes importantes sobre suas funcdes
no ambiente celular. A func&o biologica de
uma proteina & fortemente sugerida quando
séo identificadas proteinas com as quais ela
se associa, ou seja, quando sao conhecidos
0s componentes desse complexo. Assim,
o estudo da interacdo entre proteinas pode
colaborar na elucidagdo de func¢des bioldgicas
de componentes desta rede de interacéo e na
definicdo dos mecanismos celulares nos quais
as mesmas estejam envolvidas, possibilitando

maior eficacia na elucidacdo do mecanismo de
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viruléncia e patogenicidade de microrganismos.

Interacdes entre proteinas do hospedeiro e do patdgeno séo tipicamente estudas
utilizando-se experimentos tradicionais de bioquimica e genética em pequena escala,
dirigindo o foco para uma proteina ou via metabdlica por vez. Métodos de investigacao
em grande escala, como por exemplo, purificacdo por afinidade in tandem e
experimentos de duplo hibrido em leveduras, permitem uma deteccédo mais abrangente,
mas ao custo de taxas significativas de falsos positivos e/ou negativos 1 (HART et al.,
2006). Em combinacdo com dados experimentais, métodos computacionais podem
ser utilizados para melhorar a cobertura, precisdo e eficiéncia na identificacdo de
interacdes proteina-proteina (IPPs) e muito provavelmente poderdo complementar
as abordagens experimentais em grande escala para caracterizar redes de interacao
patdbgeno-hospedeiro, otimizando métodos tradicionais e desenvolvendo novas
estratégias para analises clinicas2 (JANSEN et al., 2002; LEE et al., 2004),

Deste modo presente estudo discute e avalia as publicacdes recentes no ramo
da protedmica funcional abordando as principais ferramentas utilizadas no estudo da
interacdo de proteinas de microrganismos como base para inova¢ées no diagnostico
preciso e na pesquisa avangada.

METODOLOGIA

A pesquisa trata-se de uma revisao narrativa de literatura, realizada seguindo
as etapas de identificacdo do tema, estabelecimento de critérios para incluséo
e exclusao de trabalhos, selecdao das informacbes a serem incluidas, sintese
do conteudo encontrado e elaboracdo de propostas para sanar as dificuldades
encontradas e perspectivas para o futuro da area. O levantamento bibliografico foi
realizado através de pesquisa nas bases de dados: LILACS, SCIELO e PubMed. Os
termos descritores utilizados foram: genémica functional, bioinformatica, proteina,
interacdo e mircrorganismo. Foram utilizados textos nas linguas portuguesa e Inglesa.
ApoOs leitura dindmica dos principais conteudos encontrados, foram selecionados os
principais trabalhos que versaram sobre a tematica de interacéo e anélise de proteinas.

ANALISE DE DADOS

Devido as preocupag¢des com toxicidade e efeitos secundarios, a maioria dos
estudos com microrganismos para descoberta de farmacos alvo-dirigidas tem sido
focada em proteinas exclusivas do patdgeno. Entretanto, essa abordagem nao
evita um problema recorrente, o desenvolvimento de resisténcia a antibibticos. Para
minimizar esse risco, novas estratégias de desenvolvimento de farmacos baseadas
em conhecimento integrativo dos processos celulares e dos mecanismos patogénicos
sao urgentemente necessarias (WANG et al., 2013).

Dentre essas estratégias integrativas, podemos citar o estudo de IPPs, um dos
mecanismos mais comum responsavel pelo funcionamento de grande numero de
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processos fisiolégicos na célula. Dessa forma, IPPs constituem a base de fung¢des
celulares e também patologicas. Uma vez que muitas proteinas exercem sua fungéao
biolégica apenas quando fazem parte de um complexo corretamente montado,
interacdes proteina-proteina, os interatomas tém sido extensamente estudados, desde
o desenvolvimento de novos antimicrobianos ao diagnéstico clinico (PIERROT et al.,
2012).

Apesar de sua importancia, a maioria das IPPs ocorre por meio de sitios
relativamente pequenos que sdo essenciais para a alta afinidade de ligacdo. Estas
regides podem ser referidas como hot spots de ligagdo (BOGAN & THORN, 1998;
CLACKSON & WELLS, 1995). A existéncia de mdultiplos contatos nas interfaces
entre proteinas foi demonstrada por analises mutacionais, onde em muitos casos a
modificacdo de apenas uma cadeia lateral crucial pode abolir uma IPP. Além disso,
essas pequenas regioes, onde a maior parte da energia de ligacéo se localiza, séo
consideradas novos alvos de farmacos, ja que sua ligacdo a pequenas moléculas
pode coibir a interacdo entre proteinas. Outro modo de acéo de inibidores seria a
ligacdo em outros sitios que levariam a uma mudang¢a de conformagao capaz de
interferir com a interface IPP (BUCHWALD, 2010; PIERROT et al., 2012). Logo, a
interface IPP pode ser uma alternativa aos alvos de farmacos atuais e com menor
possibilidade de desenvolvimento de resisténcia, ja que os hot spots devem ser
extremamente conservados e, consequentemente, menos sujeitos a mutacdes. Assim,
apresentamos a seguir uma atualizacao literaria abordando os principais conceitos
para o desenvolvimento de estudos de interacdo de proteinas em microrganismos
como apresentado no fluxograma da figura 1.

Modelagem comparativa por homologia

De modo geral, os modelos das proteinas envolvidas nos complexos podem ser
preditos seguindo o critério de alinhamento da sequéncia a ser modelada (alvo) com
todas as estruturas 3D que ja foram depositadas no banco de dados de proteinas
(PDB) ( BERENDSEN,et al., 1995). Familias de proteinas também podem ser
selecionadas como entrada para o alinhamento neste tipo de abordagem, entao um
modelo 3D da sequéncia alvo é construido a partir de um template particular ou a partir
de varios deles. O algoritmo MODELLER tem sido amplamente utilizado neste tipo de
abordagem (ModWeb; ESWAR et al., 2003), classificando as estruturas seguindo o
escore ZDOPE (baixa energia) dentre as estruturas do PDB com mais alta identidade
no alinhamento.

Decomposicao e identificacao de dominios estruturais

Muitas proteinas podem ser divididas em subunidades modulares denominadas
dominios, podendo estar associados a fungdes biologicas especificas. Um dominio,
portanto, pode ser considerado como a unidade evolutiva de estrutura e funcéo
bioldgica. Uma colecdo de familias de dominios de proteinas amplamente utilizada é a
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Pfam (PUNTA et al., 2012), construida a partir de alinhamentos multiplos de sequéncias
de proteinas. Embora seja reconhecido que a estrutura 3D de dominios de proteinas é
evolutivamente mais conservada do que sua sequéncia de aminoacidos (ILLERGARD
et al., 2009), comparar estruturas 3D € mais complexo que comparar sequéncias
unidimensionais (1D). Assim, os estudos evolutivos de proteinas tém comparado, e
agrupado, sequéncias 1D de aminoacidos e nucleotideos ao invés de estruturas 3D.

De fato, algoritmos de correspondéncia de padrdes eficientes, como o FASTA
e 0 BLAST, séao ferramentas amplamente utilizadas para a busca de bancos de
dados de sequéncias de aminoacidos e nucleotideos, entretanto ndo ha um padrao
amplamente aceito em como alinhar e comparar duas estruturas de proteinas (SIPPL
& WIEDERSTEIN, 2008). O algoritmo Kpax (RITCHIE et al., 2012), permite realizar
buscas rapidas em bancos de dados estruturais visando identificar sequéncias
proteicas homologas que, embora divergentes (baixa identidade), possuem estruturas
3D conservadas, fornecendo informacdes importantes sobre possiveis IPPs.

Ancoragem molecular

Ha trés aspectos fundamentais mutuamente inter-relacionados para a realizagao
da ancoragem molecular: i) a representacdo do sistema, ii) o algoritmo de busca
conformacional e iii) a forma de classificar os resultados. A escolha do tipo de
representacédo do sistema, como os atomos/residuos séo representados, decide os
tipos de algoritmos que podem ser empregados e o tipo de funcéo escore que sera
usada na classificacdo dos ligantes. De maneira geral, estes sao os elementos mais
criticos envolvidos nos protocolos de ancoragem molecular (HALPERIN et al., 2002).

Os algoritmos de busca tém a finalidade de explorar os graus de liberdade do
sistema gerando os possiveis modos de ligacdes entre a proteina e o ligante. Ao
mesmo tempo, a fungdo escore € capaz de selecionar aquelas conformacgdes geradas
de maior probabilidade de ocorréncia. Naturalmente, os aspectos criticos de um
algoritmo de busca s&o sua velocidade de execucéo e sua habilidade em explorar as
conformacgdes de maior relevancia. A funcao escore deve representar adequadamente
aenergia livre de ligacao envolvida na interacao do sistema proteina-ligante, permitindo
a classificagcdo dos modos de ligacées mais provaveis. Estas estimativas, por meio de
funcbes escores, sé&o bastante complicadas devido a dificuldade em incluir os efeitos
entropicos do sistema, isto é, tratar adequadamente os efeitos do solvente (ALONSO
et al., 2006; LIMONGELLI et al., 2012).

Nos estudos que requerem testes com varios ligantes (screening virtual), as
solucdes devem ser mais rapidamente determinadas para ndo comprometer o tempo
de CPU. Neste caso, dois importantes passos séo geralmente necessarios: uma busca
global seguida por outra refinada. Varios algoritmos tém sido desenvolvidos usando
estas estratégias, acopladas aos recursos de paralelismo dos algoritmos para melhor
desempenho (BIESIADA et al., 2011).

Nas interacdes proteina-proteina, podemos partir da premissa de que, a nivel
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molecular, cada IPP é composta de uma interface fisica tridimensional. Logo, se
as estruturas individuais de um par de proteinas que interagem sao conhecidas, a
principio, seria possivel predizer a estrutura do complexo a partir de um algoritmo
de ancoragem molecular (docking). No entanto, apesar do melhoramento desses
algoritmos (LENSINK & WODAK, 2010), ainda é um desafio produzir modelos 3D
satisfatérios de um complexo de proteinas utilizando técnicas ab initio (docking cego,
por exemplo).

BN-PAGE

E possivel detectar alguns complexos multiprotéicos com diferentes tamanhos em
ummesmo experimento pelo método eletroforético “Blue Native” (BN-PAGE) e identificar
seus componentes por espectrometria de massas. O BN-PAGE foi desenvolvido para
separar complexos proteicos nativos a partir de membranas biologicas e proteinas
(acida e basica) hidrossoluveis. Em combinagdo com uma segunda dimensdo de
SDS-PAGE, torna-se possivel determinar a massa molecular, estados oligoméricos,
detectar subcomplexos e o nivel de pureza da amostra (SANTANA et al., 1992). O
sucesso do BN-PAGE, naturalmente depende da solubilizacdo da amostra nativa.

Analise das interac6es por LC-MS/MS e bioinformatica

A espectrometria de massas (MS) € uma técnica que mede a relacdo entre
a massa e a carga (m/z) de moléculas ionizadas em fase gasosa (GROSS, 2004).
De uma maneira geral, um espectrébmetro de massas € constituido por uma fonte
de ionizacdo, um analisador de massas um detector e um sistema de aquisicao de
dados. Na fonte de ionizagdo de moléculas sao ionizadas e transferidas para a fase
gasosa. No analisador de massas os ions formados séo separados de acordo com
suas relagcdes m/z e posteriormente detectados (usualmente por elétron multiplicador)
(FENN et al., 1989; GROSS, 2004).

Ate a década de 80, a necessidade de ionizar as moléculas para obter um
espectro de massas era um grande obstaculo enfrentando no caso de moléculas
biologicas de alta massa molecular. Nos métodos de ionizag&o disponiveis na época,
as moléculas a serem ionizadas deveriam estar fase gasosa, sob alto vacuo e as altas
temperaturas, condi¢des incompativeis com biomoléculas Esse problema foi resolvido
com o surgimento de duas técnicas brandas para ionizar moléculas bioldgicas grandes,
sao: a espectrometria de massas com base na dessorcao e ionizacao das proteinas de
laser, auxiliado por uma matriz (MALDI — Matrix-Assisted Laser Disorption lonization),
gue analisa a massa através do tempo de v6o dos ions no tubo de analise (ToF - Time
of Flying); e a espectrometria de massas baseada na ionizagéo por pulsos elétricos em
médio liquido (ESI — ElectroSpray lonization); (ROCHA et al., 2005).

Os experimentos desenvolvidos no laboratério necessitam ser complementadas
pelas analises virtuais feitas com o auxilio de um computador (HOCHSTRASSER,
1998). Além de softwares para analisar a separacao eletroforetica, ferramentas
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bioinformaticas foram desenvolvidas. Algumas destas esta disponivel através da
Internet ao usuario: ExPASy (www.expasy.ch/www/tools.html) (HOCHSTRASSER et
al., 1995).

Estes softwares permitem ndo somente a identificacdo das proteinas, mas
também de uma caracterizacéo adicional que varia do céalculo das propriedades fisico-
quimicas basicas até a predicdo de potenciais modificagcdes péds-traducionais e de
estruturas tridimensionais 3D. A proteina encontrada e as bases de dados dos géis
bidimensionais s&o o nucleo da bioinformatica na pesquisa de proteomas. SWISS-
PROT é um exempilo tipico de uma base de dados (BAIROCH & APWEILER, 1998).

Modelagem comparativa de proteinas-alvo

Uma vez selecionadas as proteinas-alvo, e, caso ndao haja uma estrutura 3D
depositada no PDB, as mesmas passarao por um processo de modelagem comparativa,
seguindo o protocolo do programa MODELLER. O procedimento de modelagem inicia-
se com o alinhamento da sequéncia a ser modelada (alvo) com todas as estruturas
3D que ja foram depositadas no banco de dados de proteinas. Familias de proteinas
também podem ser selecionadas como entrada para o alinhamento feito pelo programa.
Asaida é um modelo 3D da sequéncia alvo, construido a partir de um template particular
ou por varios deles. A qualidade das estruturas preditas serd medida com o programa
ERRAT (COLOVOS; YEATES, 1993) nos servidores do laboratdrio NIH-MBI (http://
nihserver.mbi.ucla.edu). Os gréaficos de Ramachandran dos modelos serdo conferidos
no servidor RAMPAGE (LOVELL et al., 2003).

Dinamica molecular dos modelos

Conhecendo o modelo inicial dos pares de proteinas do complexo, sejam eles
preditos por homologia ou obtidos diretamente a partir dos bancos de proteinas, o
proximo passo envolve a execucdo de simulagdes de dinamica molecular com cada
modelo, de modo que se possa melhorar a orientagcdo de suas cadeias laterais e
reproduzir a estabilidade estrutural de cada uma em solucéo. O software GROMACS
(BERENDSEN et al., 1995) € usado nas simulagdes de dindmica molecular usando
seu proprio campo de forga. O receptor sera solvatado num modelo de caixa cubica
usando o modelo de agua SPC. Para tratar as aproximacdes envolvendo as intera¢des
eletrostaticas sera usado o método Particles Mesh Ewald (DARDEN et al., 1993), cujas
condicoes periddicas de contorno da caixa seréo consideradas em todas as direcoes.
O programa g_cluster (DAURA et al., 1999), ferramenta do préprio GROMACS, sera
usado para selecionar aquelas conformagdes que melhor representarem a trajetoria
ao longo do tempo.

Predicao dos modos de interacao dos complexos

As estruturas obtidas tanto do banco de dados PDB como pelo processo de
modelagem por homologia descrito acima, serdo decompostas em seus dominios
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conservados identificados no banco de dados Pfam’ (PUNTA et al, 2012). Cada
dominio sera utilizado como entrada para uma busca por similaridades estruturais com
proteinas que conhecidamente realizam interagdes com outras, utilizando para isso o
programa Kpax? (RITCHIE et al., 2012).

Busca de inibidores por triagem virtual de alto desempenho (VHTS)

Possiveis sitios de ligacéo das IPPs geralmente sdo submetidos a uma campanha
de varredura virtual para identificar moléculas com potencial terapéutico e/ou com
potencial para fins de diagnéstico. Cada alvo é submetido a ancoragem molecular virtual
por meio dos programas GOLD 5.1% (CCDC, Cambridge, Reino Unido) e AutoDock
VINA (CHANG et al., 2010; MANUSCRIPT, 2011; TROTT & OLSON, 2010). Para
explorar a flexibilidade dos ligantes, o numero de execug¢des do algoritmo genético do
GOLD (VERDONK et al., 2003) ¢ estabelecido em 50. O método de ranqueamento dos
resultados por este programa sera o GoldScore, que leva em consideracao energias
de pontes de hidrogénio e van der Waals entre ligante e proteina, assim como torsdo e
energias de van der Waals do ligante. A colecao de compostos virtuais com atividade
anti-IPP é utilizada, e as moléculas que apresentarem os melhores resultados in
silico serao encomendadas para posteriores testes in vitro a nivel de inibicdo de
atividade enzimatica e producéo de subprodutos que subsidiem futuros processos em
diagnoéstico, tratamento ou identificacdo de microrganismos patogénicos.

Refinamento das interac6es proteina-ligante

Para os ligantes selecionados como potenciais candidatos a inibir a interacéo
dos complexos, por exemplo, os modos de interagao preditos na etapa anterior para
cada um deles, sdo submetidos a novas simula¢cdes de dindmica molecular para
determinar as interacdes intermoleculares entre eles quando solvatados. Nessa etapa,
a topologia de cada ligante é gerada usando o GlycoBioChem PRODRG2SERVER
(SCHUTTELKOPF & VAN AALTEN, 2004) e a topologia do receptor usando o campo
de forca GROMOS96. Ainda, é possivel realizar nesta etapa a selegcdo de compostos
que possuam afinidades pelas regides do receptor que ndao sejam propriamente
aquelas da interacao entre o receptor e a proteina ligante, mas também pelas regides
da superficie da proteina, cuja interacédo com os compostos possam alterar a estrutura
do sitio de interacao e inibir a interacdo do complexo proteina-proteina. Esse tipo de
analise, somente podera ser verificado por meio de simula¢des de dindmica molecular
para os compostos selecionados. Por isso, é fundamental na etapa anterior, relativa a
triagem virtual de compostos, que os testes de docking sejam realizados ndo somente
para um sitio de interacdo particular, mas pelo menos para as cavidades consideradas
mais importantes da superficie do receptor, pois deste modo conseguimos entender

1 http://pfam.sanger.ac.uk
2 http://kpax.loria.fr
3 http://www.ccdc.cam.ac.uk/Solutions/GoldSuite/Pages/GOLD.aspx
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ndo apenas a relacdo de inibicado do complexo para fins terapéuticos como também
€ possivel analisar toda a superficie da proteina inferindo assim novas possibilidades
de interagbes que possam contribuir por exemplo para kit’'s comerciais de diagnéstico
rapido.

CONCLUSAO

A partir das fontes literarias discutidas, visualizamos os avangos na area da
bioinformatica aplicada a microbiologia onde é possivel Identificar proteinas que
interagem entre si, bem como identificar compostos de origem natural ou sintética, que
possam inibir a interagao entre as proteinas, visando diversas utilizagbes tais como no
tratamento quimioterapico e diagnéstico sensivel e especifico de doengas causadas
por microrganismos patogénicos.

Observamos neste estudo que é possivel identificar proteinas ligantes de
proteinas especificas de microrganismos utilizando ferramentas de bioinformatica no
estudo de interatoma virtual. Vimos também a possibilidade de validar os complexos
identificados no interatoma virtual através de blue native (BN-PAGE) e espectrometria
de massas.

Finalmente, concluimos que com as técnicas de bioinformatica ja disponiveis em
plataformas gratuitas € possivel identificar compostos que interferem nas interacdes
entre as proteinas ligantes de fungos, virus e bactérias utilizando docking molecular
e screening virtual, visando o desenho racional de farmacos e métodos sensiveis de
analises das proteinas de membrana, parede ou do citoplasma destes microrganismos.
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