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RESUMO

A gp63 é um dos principais fatores de viruléncia em Leishmania. E responsavel por auxiliar a sobrevivéncia, nutricao
e replicagdo do parasito. O objetivo deste trabalho foi gerar e caracterizar a estrutura tridimensional da gp63 de L.
amazonensis (Lagp63). A geragdo do modelo estrutural foi realizado por modelagem comparativa, empregando o
programa Modeller, a partir da sequéncia de aminoacidos da Lagp63 depositada no GenBank. Os resultados obtidos
apontaram que a Lagp63 possui todos os elementos necessarios para o processamento pos-traducional e de
funcionamento. A estrutura da Lagp63 apresentou as mesmas caracteristicas estruturais da proteina molde, gp63 de
Leishmania major (Lmgp63). O alinhamento entre as estruturas de Lagp63 e Lmgp63 revelou grande conservagdo
estrutural, sobretudo das regies onde esta localizado o sitio catalitico. O estudo das cargas parciais aponta a mesma
distribuicao das cargas de superficie, indicando que ambas as proteinas possam clivar os mesmos substratos. Por fim,
a dindmica molecular apontou que a Lapg63 é estavel, tanto do ponto de vista estrutural, quanto de compacidade. De
acordo com os resultados, sugerimos que a Lagp63 seja um excelente alvo para o tratamento profilatico e/ou curativo
da LTA, através do desenho racional de farmacos baseado na estrutura gerada.

Palavras-chaves: gp63; modelagem comparativa; dindmica molecular; Leishmania amazonensis.

ABSTRACT

The gp63 is a major virulence factors in Leishmania, is responsible for assisting in the survival, nutrition, and parasite
replication. The objective of this study was to generate and characterize the three-dimensional structure of L.
amazonensis gp63 (Lagp63). The generation of the structural model was performed by comparative modeling, using
the program Modeller from the amino acid sequence Lagp63 deposited in GenBank. The results showed that the Lagp63
has all the elements necessary for the post-translational processing and functionality. The structure of Lagp63, showed
the same structural characteristics of the template-protein, Leishmania major gp63 (Lmgp63). The alignment between
the structures Lagp63 and Lmgp63 revealed great structural conservation, especially the regions where is located the
catalytic site. The study of the partial charges shows the same distribution of surface charges, indicating that both
proteins can cleave the same substrates. Finally, molecular dynamics showed that Lapg63 is structurally stable.
According to the results suggest that Lagp63 is an excellent target for the prophylactic and/or curative treatment of
American tegumentary leishmaniasis, through rational drug design based on structure generated.

Keywords: : gp63; comparative modeling; molecular dynamics; Leishmania amazonensis.

Revista CIENTEC Vol. 9, n° 1, 35-47, 2017



Caracterizacao in silico da gp63 de Leishmania amazonensis

1.Introducdo

A leishmaniose é uma doenca parasitaria,
de ampla distribuicdo geografica, provocada por
espécies do Leishmania spp. A leishmaniose é
encontrada em 88 paises de climas tropical e sub-
tropical. No Brasil, sdo registrados 26 mil novos
casos de leishmaniose a cada ano, sendo a maioria
deles atribuidos a Leishmania braziliensis e, em
menor propor¢do, a Leishmania amazonensis,
agentes etioldgicos da leishmaniose tegumentar
americana (LTA) (WHO, 2010; ALVAR et al.,
2012).

A LTA provocada pela L. amazonensis
apresenta ampla variedade de manifestagdes
clinicas, variando desde o surgimento de lesdes
Unicas e auto-limitadas, como é o caso da
leishmaniose cutdnea localizada (LCL), até
formas mais graves e disseminadas, tais como a
leishmaniose cuténea difusa (LCD)
(BARCINSKI et al., 1992; BALESTIERI et al.,
2002). Essas diferencas clinicas dependem
principalmente das caracteristicas moleculares do
parasito, bem como, da resposta imune do
hospedeiro (CONVIT et al., 1993). Enquanto o
curso da LCL é bem conhecido, as bases
moleculares que determinam a patogénese da
LCD ainda ndo foram totalmente determinadas. A
LCD é uma manifestacdo clinica rara e se
caracteriza pelo surgimento de vérias lesdes
nodulares ndo-ulceradas na pele, incontrolada
proliferacdo parasitaria, resisténcia a maioria das
estratégias terapéuticas e auséncia ou reducdo da
resposta imune celular contra o parasito
(CONVIT et al.,, 1993; BALESTIERI et al.,
2002). A maneira na qual a L. amazonensis
interage com o hospedeiro e influencia o quadro
clinico da infeccdo, reflete a refinada relacéo
parasito/hospedeiro estabelecida entre eles.

A interagdo da Leishmania com seus
hospedeiros é multifatorial. Contudo, as
moléculas de superficie desempenham papel de

destaque nessa relagdo. Uma dessas moléculas é a
gp63, uma metaloprotease zinco-depedente,
inicialmente descrita no género Leishmania como
uma glicoproteina de 63 kDa. A gp63 pode estar
associada & membrana através de uma ancora de
glicosilfosfatidilinositol (GPI) (ETGES et al.,
1986) ou se apresentar na forma secretada, ou
seja, sem sinal de adicdo de ancora GPI
(McGWIRE et al., 2002). O sitio catalitico da
gp63 é composto pelo motif HEXXH coordenado
ao zinco (SCHLAGENHAUF et al., 1998). A
gp63 desempenha diversas funcBes em
Leishmania, tais como: interacdo com o sistema
imune do hospedeiro, seja da resposta celular ou
humoral; manutengdo do vactolo parasitéforo;
interacdo com componentes intracelulares do
hospedeiro, tais como mTOR (mammalian target
of rapamycin); entre outras (HEY et al., 1994;
JARAMILLO et al, 2011). Mesmo
desempenhando um papel importante na interacdo
parasito/hospedeiro, a gp63 de L. amazonensis
(Lagp63) ainda é pouco estudada e
caracterizacdes, tais como, estruturais ainda néo
foram realizadas.

Uma vez que a caracterizacdo de uma
proteina € melhor conduzida de posse da estrutura
tridimensional, o objetivo deste trabalho foi gerar
e caracterizar, por meio de ensaios in silico, a
estrutura tridimensional da proteina em questdo.
Tais informagdes poderdo ajudar no entendimento
da interacdo da L. amazonensis com o hospedeiro
vertebrado, bem como, fornecer perspectivas
como base para a elaboragdo de a¢des de controle
e/ou eliminag&o do parasito.

2. MATERIAIS E METODOS
2.1 Recuperacao de sequéncias e estruturas

As sequéncias de aminoacidos da gp63
utilizadas neste trabalho foram recuperadas a
partir do GenBank e apresentam 0s seguintes
numeros de acesso: L. amazonensis (Q27673), L.
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major (P08148), L. guyanensis (AAA29242) e L.
braziliensis (XP_001562828). A estrutura molde
foi recuperada a partir do Protein Data Bank
(PDB), registrada sob o codigo de acesso 1LML.

2.2 Analises computacionais de predicdo e
comparacao

A busca de elementos cis envolvidos no
processamento pos-traducional e de comparacdo
da Lagp63 com gp63 de outras espécies, foi
realizada usando as seguintes ferramentas: a)
SignalP (BENDTSEN et al., 2004) para a
identificacdo do peptideo sinal; b) PredGPI
(PIERLEONI et al., 2008) para a predicdo do sitio
de adicdo da ancora GPI; c) ClustalW (LARKIN
et al., 2007) para o alinhamento de sequéncias de
aminocidos.

2.3 Geracgao da estrutura terciaria e andlises
computacionais complementares

Neste estudo, utilizamos a sequéncia da
Lagp63 recuperada do GenBank (Q27673). O
alinhamento de sequéncias foi gerado pelo
programa ClustalW2 (LARKIN et al., 2007) em
modo default. J& a predicdo da estrutura
secundéria foi realizada através do software PSI-
PRED (BRYSON et al., 2005).

A estrutura tercidria da Lagp63 ndo foi
experimentalmente determinada. Desse modo, a
determinagdo da estrutura terciaria foi realizada
por modelagem comparativa. A fim de escolher a
melhor estrutura molde, com cobertura e
percentual de identidade satisfatorios, foram
realizadas pesquisas via BLAST (Basic Local
Alignment Search Tool). O alinhamento entre a
Lagp63 e a proteina molde foi realizado pelo
programa Promals3D (PEI et al., 2008) e
manualmente acurado com o suporte do
DNATagger, uma ferramenta online de
visualizacdo de sequéncias. O programa Modeller

(9.10v) (SALI; BLUNDEL, 1993) foi usado para
gerar inicialmente 100 estruturas candidatas para
a Lagp63, sendo a que apresentou os melhores
pardmetros, incluindo os estereoquimicos, foi
selecionada para este trabalho. Tendo em vista
que a estrutura molde possui os heteroatomos
zinco e moléculas de agua associadas, estas foram
adicionadas manualmente ao arquivo .pdb da
Lagp63 recém-modelada.

O refinamento da estrutura foi conduzido
através da predicdo dos rotdmeros e minimizagéo
da energia. A minimizacdo foi realizada
empregando o campo de forga OPLS 2005
(Optimized Potencials for Liquid Simulations) em
5.000 passos de iteracéo.

O processo de validacdo estrutural
compreendeu 0s seguintes niveis: a) avaliacdo dos
pardmetros  estereoquimicos, empregando o
software Procheck (LASKOWSKI et al., 1993);
b) avaliacho da qualidade geral da estrutura,
alcancado pelo uso do programa ProSa
(WIEDERSTEIN; SIPPL, 2007).

Estudos de alinhamentos estruturais,
bem como a visualizagdo do modelo, foram
realizados empregando o programa Chimera
UCSF. J4 a determinacdo da superficie topoldgica
e das cargas parciais de superficie foi realizada
através do programa Molegro Molecular Viewer.

2.4 Dinamica Molecular

A dindmica molecular foi realizada com
0 auxilio do software GROMACS 4.6.6 (VAN-
DER-SPOEL, et al., 2005), instalado em preciséo
dupla. A estrutura da Lagp63 foi centralizada no
box de simulagdo dodecaédrico, respeitando a
distancia de 1 nm das bordas. Posteriormente, o
sistema foi solvatado, através da adicdo de agua
no box. O modelo de agua empregado foi o SPC
(do inglés, Single Point Charge). A neutralidade
do sistema foi alcancada através da adicdo de
atomos de cloro e/ou sédio, em quantidades para
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que esses ions atinjam a concentracdo de 0,001
mol/L. A energia do sistema foi minimizada, sem
restricGes, através do campo de forca OPLS-AA/L
(do inglés, Optimized Potentials for Liquid
Simulations).

A equilibracdo do sistema foi realizada
em duas fases. A primeira fase, referente a
estabilizacdo da temperatura, foi conduzida sob
um ensemble NVT (do inglés, constant Number of
particles, Volume, and Temperature) e consistiu
da simulacdo de 300 ps com flexibilidade restrita
(-DPOSRES). A temperatura foi mantida
constante a 300 K, através do tratamento
termostatico de Berendsen, com passo de
integracdo de 2 fs. O tratamento das forgas de
Coulomb foi realizado com o esquema PME (do
inglés, Particle Mesh Ewald), com cut-off de 1
nm. A frequéncia de anotacdo da trajetoria e da
velocidade nos arquivos foi de 2 ps. A segunda
fase foi conduzida pelo ensemble NPT (do inglés,
Number of particles, Pressure, and Temperature),
e visou a estabilizacdo da presséo do sistema. O
ensemble NPT apresenta 0s mesmos parametros
usados em NVT, exceto pela adi¢do do barostato
de Parrinello-Rahman e pela regulacdo da presséo
para 1 atm (atmosfera). Apds a equilibracéo, foi
realizada a dindmica molecular, com tempo de
simulagdo de 5 ns.

2.5 Hardware

Este trabalhado foi conduzido em duas
maquinas ndo paralelizadas. A configuragdo da
primeira maquina é a seguinte: processador Intel®
Core™ i7-4790, 32Gb de memdria RAM (1600
MHz), HD de 1Th e GPU VGA GigaByte
GeForce GTX660 Ti 2048MB, com sistema
operacional Red Hat Linux. J& a segunda
maquina, utilizada como suporte, possui 0
processador FX-8350, 8Gb de memédria RAM
(1600 MHz), disco rigido de 1Tb de
armazenamento e GPU VGA GigaByte GeForce

GTX660 Ti 2048MB, com sistema operacional
Linux, distribui¢do Ubuntu 12.04.

3. Resultados e Discusséo
3.1 Andlises da sequéncia de aminoacidos da
Lagp63

Uma vez que a Lagp63 é uma enzima
extracelular, o primeiro elemento cis a ser
buscado foi o peptideo sinal (PS). O software
SignalP 3.0, indicou os residuos N-
MSVDSSSTHRHRCVAARLVPLAAAGA-C

como PS, com clivagem entre os residuos Ala26
e Ala27 (Fig. 1). O PS é uma série de residuos
hidrofobicos localizado na extremidade amino-
terminal da proteina. Este é reconhecido pelo
reticulo endoplasmatico rugoso, imediatamente
apos a sintese proteica, e translocado para o
meio extracelular (BENDTSEN et al., 2004). A
gp63 é uma molécula de acdo extracelular e
localiza-se predominantemente na membrana
citoplasmatica. Nesse sentido, o segundo
elemento cis a ser investigado foi a presenca do
sinal de adicdo da ancora GPI. Para tal, foi
utilizado o software big-Pl Predictor, que
apontou o residuo Asn574 (Fig. 1) como o sitio-
Omega. Esse sitio é o local de adigdo da ancora
GPI, sendo os residuos downstream a Asn574
clivados da proteina (PIERLEONI et al., 2008).
Membros da classe das Metzincinas apresentam
um mecanismo ndo usual para o controle da
atividade enzimética no ambiente intracelular,
esse mecanismo € conhecido como cysteine
switch (GOMIS-RUTH, 2003). Para identificar
0s aminoacidos envolvidos nesse processo, foi
realizado um alinhamento entre os residuos da
Lmgp63 e Lagp63. Os resultados apontaram 0s
aminoacidos de Ala27 a Asn98, com destaque
para Cys48 (Fig. 1), como participantes do
cysteine switch; esse trecho de aminoécidos
também é referido como propeptideo. Membros
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da familia das Metzincinas sdo hidrolases que
apresentam ampla gama de substratos. Dessa
forma, caso estejam ativas no interior das
células, essas enzimas poderiam digerir diversos
componentes intracelulares. O cysteine switch
confere a inatividade enzimatica, através de um

residuo de cisteina, no caso deste estudo a
Cys48, projetado no interior da fenda catalitica.
Consequentemente, enxofre, presente na cadeia
lateral da cisteina, atuara como quelante do ion
zinco, impedindo o processo hidrolitico.
(GOMIS-RUTH, 2003)

Figura 1. Modifica¢Bes pos-traducionais da Lagp63. A seta, linha e linha tracejada correspondem ao peptideo
sinal, propeptideo e peptideos clivados na adigdo da ancora GPI, respectivamente. As barras verticais em
vermelho representam sitios de clivagem. O triangulo representa a cisteina envolvida no mecanismo de cysteine
switch; ja o circulo corresponde ao sitio dmega. Os residuos contidos no box azul correspondem aos aminoécidos

envolvidos na composigao do sitio catalltlco da Lagp63.

MSUDSSSTHRHR(VAARLVPLAAAGA‘AVTVAVGTAAAnAHRGAVQHR(]HDAMOARVRQS\J‘AAQRP‘-AF’SA

VSAVGLPHVTLDAGNTAAGADPSTGTANVVRAANWGALRIAVSAEDLTDPAYHCARVGQRVNNHVGDIVT

CTAEDILTDEKRDILVKHLVPQALQLHRERLEKVQQVQGKWKVTGMTADVCRYFKVPPAHVTGGVTNTDFV

LVUASVFSEESVLAHATTCOVFADGHPAVGVINIPAANIASRVDQLVTRUVAMAEALGFSGTFFDRUC

IVQKUPD\.’RGKP\"FTPMINSSTAVAKARFQV’CCNSLF\’lFMEDQCSAAPGSETKANAQDFIMAPTASAGV

¥YTALTMAVFQDLGFYQADFSKAEAMPWGRNAACAFLSEKCMANGITKWPAMFCNESADAIRCPTSRLGVG

MCOVTPYQALPPYLQYFTDPFLAGSSAFMDYCPVVVPYADGSCAQSASEADAAFKAFNVFSDAAACIDGA

FRPKTTHGLIKSYAALCANVKCDTAARTYSVQVRGSSGYANCTPGLRFDLSTVSDAFEKGGYVTCPPYVE
L]

VCQGNAQAIKDGGNAAGRRGPRAATALVVAALLAVA

A investigacdo da conservagdo entre a
sequéncia de aminoacidos de Lagp63 e outras
gp63 foi realizada através de alinhamento global
(Fig. 2). O alinhamento revelou grande
conservacdo entre as gp63 de diferentes
espécies. Além disso, a conservagdo de alguns
residuos, tais como cisteinas e prolinas, indicam
compartilhamento de caracteristicas estruturais.

Esses residuos sdo grandes influenciadores da
estrutura terciaria da proteina, a cisteina pela
possibilidade de formagdo de pontes dissulfeto
com outra cisteina, enquanto que a prolina
apresenta cadeia lateral extremamente rigida,
devido sua conformacéo ciclica
(SCHLAGENHAUF et al., 1998; YAO et al,
2003).
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Figura 2. Alinhamento mdltiplo entre sequéncias de aminoacidos de gp63 de diferentes espécies do género
Leishmania. As cores vermelho e azul correspondem as cisteinas e prolinas, respectivamente. Ja os asteriscos,
dois pontos e pontos finais representam os residuos idénticos, altamente similares e similares, respectivamente

Lmgp63 MSVDSSSTHRRREVAARLVRLAAAGAAVTVAVGT AAANAHAGALQH
Lggp63 Mgl NSSSTHRRRSVAARLVRLAAAGVAAAL AVGT AAAWAHAAATIEH
Lbgp&3 MLDSSSTHRRRSVAARLVRLAAAGVAAALAVGT AAAWAHAAATFHI

Lagps3 [FAYI
Lngp63 [gAYHEARVGQHVKDHAGAT
Lggp63 [FDYHSTRVGQRVSNHADET
Lbgp&3 [§DYHETRVGORVSNHADET

Lmgp63 GVINI[gAANT ASRYDQLVTRVVTHEMAHAL GFSGEFFEDARTVAN

'VHDAMQARVRQSVADHHK ARGAVSAVG
THDKL QARVRDSATHRR

THDKL QARVRDSAAHRRI
T L T R T e e P S T T DL S T P S T P S

AEDVLTEEKRDILVSYLIjgQALQLHAERL KVRQVQGTWKVTGMT GDY
AEDVLTEEKRDILVSYLI[FOALQLHAERLRVRQVOQGSWKVTGMT GDY

TR e R T R T e P T

ARVGQRVNNHVGDT AEDILTDEKRDILVEHLVgQALQLHRERLKVQQVQGKWKVTGMT ADVIERY FK Vg AHVT GOVTNTDFVLY VASVgSEESVL ANATTEQVFADGHgAY 239
AEDILTNEKRDILVKHLIjGQAVOLHTERLKVOQVQGKWKVTDMVGDI@GDFK VIgQAHI TEGFSNTDFVMYVASVSEEGVL ANATTROTFSDGHEAY 240

NVRGKNFDVIgVINSST AVAKAREQY GEDTLEYL EVEDQGGAGSAGSHIKMRNAQDELM

VTLDAAHTAAAAI HEGSARSVVRDVNNGALRIAVSTEDLTD 120
SAVSAVGLEYTALDAADT - - ----------- VARAADWGTLRIAVSTADLTD 107

SAVSAVGLGYTALDAADT------------- VARAAUNGTLRIAVSTADLTD 107
R L R TRRE JE Rk R, Rk

Lagp&3 HS‘.’DSSSTHRHg‘."AARL‘.ﬁLAAAGAAVTVAVGTAAAWAHAGAVQH%IHDAHQARVRQS‘.’AAQRESAVSAVG%‘NLDAGN’MAGA STGTAN VVRAANNGALRIAVSAEDLTD 119

GKFKVIgERHVAKGVSNADFVLYVASVIFSERGVL ANATTRQVFSDOHGAY 227
GEFK’ EAHVAKG\"SNADFVLYVAS SHEGVLANATTRQVFSDOHRAV 227
LE *,

PECRER  RRERRERR RRERRRRRE KK R

ABAAGYYTALTMA 350
LEYLEVEDQGGSGSAGSHLKGRNAKDEL MARASAAGYYTALTMA 347

Lagp63 GVINIMNIASF?YDQLVTRWAHEHAHALGFSGTFFDRVGIVQK:EDVRGKEY MINSSTAVAKAREQY%;LEYLEMEDQG-SMEGSHIKA-NAQDELM%’FASAGWTALTMA 357

Lggp63 GVINIFAANI \"SRYDQGTFRTVTHEVAHALGFSSTFFKSAGI\"KSVTNLRG@FA WINSSTVVAKAREQY!

FAARVINSSTAVAKAREQY
B I L I L O SRR T E e

DVT[YQA L FLAGSSAFMD ADGSEAQSASEADAAFKA 476
GVTRHEG SLAGYSAFMD SDGSATORASEAHASLLE 479
IVLTRTS OYFOYI——I' LTGLSDFMD DDGSWAQRASETSEOMOA 467

Lbgp&3 GYMNI[FAANIVSRYDQGTTRTVTHEVAHALGFSSVFFEGT GIVKSVTNLRG
e L e L S B e P T T I C SN S S ST L

Lagp63 VFQDLGFYQADFSKAEAMEWGRNAASAFL SEKEMANGT TKWg AMFASN- ESADAT
Lmgp63 IFQDLGFYQADFSKAEVMENGONAGEAFLTNKEMEQSVT G AMASN- ESEDAT
Lggp63 VFEDLGFYQADFAKAEVMENGRNASEDFLTKKEMENNIT (WEEMASNT TDENALS

Lbgp&3 VFEDLGFYKADFTKAEVMENGRNA! DFLTK HERNIT EH IN- TDEMNALS

c koo ok bk kb Rk ok ok dhkk ok kEEk Rk

Lagp63 FNVFSDAAASTDGAFRFKTTHGLIKSYAALWANYKEOTAARTY SVOQVRGSSGYAI
Lmgp63 FNVFSDAARSIDGAFAEKATDGIVKSYAGLWANYCEOTATRTY SVQVHGSNDYTI
Lggp63 FNVFSDAARSLDGAFHETATREDVT - Y ASMEANVKEDT AARTY SVQVRGSSGY V.

Lbgp63 FNVFSDAARSLDGAF REDVT - Y AGMEANVKEDT AARTY SWQVRGSSGY V.

dokkkckkdk ok kkkkkk T T T e T T T T T

Lagp63 VAL- 597
Lngp63 VAL- 602

Lggps3 TAEA 590
Lbgp63 TAEA 589
 k

3.2 Concepcdo e validagdo do modelo

estrutural da Lagp63

A estrutura terciaria da Lagp63 ndo foi
determinada por meios experimentais, mas sim
por métodos in silico. Neste estudo, a
determinacdo estrutural da Lagp63 foi realizada
por modelagem comparativa, através do método
de restri¢des espaciais (SALI; BLUNDEL, 1993).
Devido & auséncia de outras moléculas moldes, foi
utilizada apenas uma estrutura como molde, a
gp63 de L. major (PDB ID: 1LML), com
resolucio de 1.8 A (SCHLAGENHAUF et al.,
1998). Lagp63 e Lmgp63 compartilham 79% de
identidade e 85% de similaridade. O alto grau de
compartilhamento de residuos idénticos €
extremamente  importante na  modelagem
comparativa, pois o percentual de identidade entre
a proteina-molde e a proteina-alvo é diretamente

GESVELATLSEAFVNGSYT
GESVELATLSAAFVNGSYT
Hokok Kk ok ok EE kR €k

LEYLEVEDQGGSGSAGSHLKGRNAKDELMAASAAGYYTNLTMA 347

LVLTHT SV QYFQYFTOE TLTGLSDFMD DDG AQRASEFSSDHQA 466
* ok R **** Aok k kkk,

VE
VE

QANVQGATSSGNAAAGRR
QANVOQGATSSGNAAAGRR

RAAVTALLVAALLA SB6
RAAATALLVAALLA 585
CkE hRkkkokkk b kkok kb kb

GLRFDLSTVSDAFEKGGY! VEV[®OGNAQATKDGGN - AAGRRGER- AATALVVAALLA 594
GLRVELSTVSNAFEGGGYT VEVEOGNVOAAKDGGNT AAGRRGERAAATALLVAALLA 599

proporcional a qualidade do modelo final
(SCHWEDE, 2013).

A validacdo estrutural da Lagp63 foi
realizada com o auxilio dos seguintes softwares:
PROCHECK e ProSa. Esses programas s&o
responsaveis pela avaliagdo da qualidade
estereoquimica e pela qualidade geral do modelo,
respectivamente. O PROCHECK (Fig. 3A)
aponta que a maioria dos residuos (86.9%) se
encontra em regides mais favoraveis (A, B, L) no
grafico de Ramachandran, enquanto que 11,6%,
1% e 05% se localizam nas regides
adicionalmente permitidas (a, b, I, p),
generosamente permitidas (-a, -b, -I, -p) e regies
ndo permitidas, respectivamente. O programa de
validacdo ProSa gera seu resultado baseado no Z-
score, sendo o resultado para Lagp63 de -9,79
(Fig. 3A). Para que uma estrutura seja validada, a

Revista CIENTEC Vol. 9, n° 1, 35-47, 2017



P. H. M. Calixto et al.

mesma devera apresentar o menor percentual de
impedimentos

estereoquimicos possivel. No caso da
Lagp63 apenas dois residuos (Val189 e Ala382),
equivalente a 0,5% do total de aminoacidos da
proteina, apresentam impedimentos
estereoquimicos, segundo o grafico de

Ramachandran. Além disso, ao ser analisado pelo
ProSa, a estrutura devera apresentar o valor do Z-
score no intervalo permitido para os diferentes
comprimentos de proteinas (LASKOWSKI et al.,
1993; WIEDERSTEIN; SIPPL, 2007).

Figura 3. Validagéo estrutural da Lagp63. A) Representacéo de todos os aminoacidos no gréafico de Ramachandran.
Os tridngulos representam os residuos de Glicina e devido as particularidades da cadeia lateral, ndo é capaz de
apresentar impedimentos estereoquimicos. B) Resultado do ProSa e o valor do Z-score.

Psi (degrees)

Phi (degrees)

3.3 Estrutura geral da Lagp63

Uma vez validada, procedeu-se a
caracterizacdo proteica (Fig. 4). Estruturalmente,
a Lagp63 é uma proteina compacta e dividida em
trés regides: amino-terminal, central e carboxi-
terminal. A regido amino-terminal compreende
0s aminoacidos Val99 a Leu269 e apresenta perfil
de enovelamento semelhante ao modulo catalitico
de outras enzimas zinco-dependentes. Também
nessa regido, se localizam os residuos que
compdem o sitio catalitico HEXXH (His263,
Glu264 e His267), sendo o fragmento peptidico de
assinatura das proteases zinco-dependentes
(GOMIS-RUTH, 2003).

10
X-ray
B NMR
Z-Score: -9.79
o
g
A
L3 ;
]
-15
7200 200 400 600 800 1000
Number of residues
A regido central compreende 0s

aminoacidos Gly270 a Ser387 e apresenta um
perfil de enovelamento compacto com a-hélices
anti-paralelas e fitas-p anti-paralelas, formando o
cerne dessa regido. Uma Unica ponte dissulfeto é
responsavel por ligar as regides central e carboxi-
terminal. Integrantes da familia das Metzincinas
possuem um motif catalitico estendido
HEXXHXXGXXH, onde a glicina faz parte de uma
pequena alca que projeta a terceira histidina
dentro do sitio catalitico, colocando sua cadeia
lateral em coordenagdo com o &tomo de zinco.
Interessantemente, a Lagp63 apresenta uma
insercdo de 61 aminoécidos entre a glicina Gly270
do motif estendido e a His332, que também se
coordena ao zinco. Essa insercéo esta presente em
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todos os membros do grupo das leishmanolisinas
(SCHLAGENHAUF et al.,, 1998; GOMIS-
RUTH, 2003; RAZZAZAN et al., 2008;
CALIXTO et al., 2014).

His263, His267 e His332 em distancias
de 2.3A, 2.2A e 2.2A, respectivamente. Em
adicdo aos trés residuos de histidina no sitio
catalitico, existe uma molécula de 4&gua
coordenada ao zinco. Esta molécula de agua esta
localizada préxima ao atomo de zinco e é o
nucleéfilo responsavel por atacar o substrato, no
mecanismo de hidrolise. Ainda no sitio ativo da
Lagp63, o atomo de zinco parece estar
coordenado com a cadeia lateral do Glu264, em

A disposicdo das cadeias laterais dos
aminoacidos que se coordenam ao zinco é similar
ao das outras zinco-proteases. O atomo de zinco
estd coordenado as cadeias laterais da
uma distancia de 1.8A, de forma semelhante a
descrita em trabalhos anteriores (CALIXTO et al.,
2013).

A regido carboxi-terminal corresponde
aos aminoacidos Glu388 a Asp571. Dentro dessa
regido estdo localizadas seis das nove pontes
dissulfeto da Lagp63, indicando que este dominio
é extremamente rigido. Nessa regido, se localiza o
sitio dmega, 0 amino&cido no qual a &ncora GPI é
adicionada

Figura 4. Modelo estrutural da Lagp63. A) Estrutura tridimensional da Lagp63, onde vermelho, verde e azul
representam as regides amino-terminal, central e carboxi-terminal, respectivamente. B) Representacéo do dtomo de
zinco coordenado a cadeia lateral dos trés residuos de histidina do sitio catalitico.

3.4 Conservagdo estrutural da Lagp63

Tendo em vista a extensa conservacdo dos
aminoacidos, como evidenciado na Fig. 2, foi
empreendida a avaliagdo da conservagdo
estrutural. Para tal, foi realizado o alinhamento
estrutural entre Lagp63 e Lmgp63 (Fig. 5). O
alinhamento estrutural entre Lagp63 e Lmgp63
revelou que ambas as proteinas apresentam as
mesmas caracteristicas estruturais, especialmente

das regides carboxi-terminal e central. Ademais, 0
RMSD (Root-mean-square deviation) foi de
0,058 indicando grande similaridade estrutural
entre as estruturas analisadas. Esse mesmo grau de
conservacdo foi evidenciado em trabalhos
anteriores (CALIXTO et al., 2013; CALIXTO et
al., 2014).

A interagcdo enzima/substrato ndo €
regida exclusivamente pelos aspectos
topoldgicos, sendo, portanto, multifatorial. Um
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desses fatores sdo as cargas de superficie,
especialmente as presentes na interface de contato
entre a enzima e o substrato (SHEINERMAN et
al., 2000). Baseado no exposto foi realizado a
investigacdo das cargas parciais de superficie. O
perfil de distribuicdo das cargas parciais apontou
que as fendas cataliticas, tanto da Lagp63, quanto

da Lmgp63, sdo positivas. Um padrdo oposto
ocorre ao redor da fenda catalitica das duas
enzimas. Esse achado, associado a conservagao
estrutural, sugere que a Lagp63 pode interagir
com 0s mesmos substratos clivados pela Lmgp63,
desempenhando, portanto, funcfes semelhantes
nos dois parasitos.

Figura 5. Alinhamento estrutural. As estruturas em vermelho e azul correspondem a Lagp63 e Lmgp63,

respectivamente.

Figura 6. Distribuicdo das cargas parciais de superficie. As cores azul, vermelho e branco correspondem as cargas
positiva, negativa e neutra, respectivamente. O asterisco aponta a localiza¢do do sitio catalitico.
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3.5 Dindmica molecular da Lagp63

A fim de verificar o comportamento da
proteina em A&gua, foi realizado o ensaio de
dindmica molecular. A dindmica consistiu na
simulacéo de 5 ns, como verificado na figura 7. A
analise do RMSD, isto é, quanto a proteina altera
sua conformagdo em relagdo a estrutura original,
indica que a Lagp63 se estabilizou por volta de
500 ps, permanecendo estavel até o término da

simulacdo. A variagdo da Lagp63 no decorrer da
dindmica foi relativamente baixa, apresentando
pico maximo de 2A, refletindo a estabilidade
proteica da estrutura. A analise do raio de giragdo,
que reflete a qualidade da compacidade proteica,
apontou que o enovelamento da Lagp63 é
extremamente estavel, diante da pequena variacdo
no decorrer do tempo. Dados semelhantes foram
relatados por Bianchini e colaboradores (2006) ao
realizarem a dindmica molecular da Lmgp63.

Figura 7. Dindmica molecular da Lagp63. A) Variagcdo do RMSD em fungéo do tempo. B) Variacéo do raio de giracdo

em funcéo do tempo.
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4. CONCLUSAO

A Lagp63 possui importancia capital na
interacdo da L. amazonensis com o hospedeiro.
Devido a importancia, como fator de viruléncia, o
estudo da Lagp63 abre novas possibilidades para
0 tratamento profilatico e/ou terapéutico da
infeccdo pela L. amazonensis, que poderia
diminuir drasticamente o nimero de novos casos
de LTA. Uma dessas possibilidades é o desenho
racional de farmacos baseado na estrutura da
Lagp63, tendo em vista sua alta qualidade e
estabilidade estrutural. Por conseguinte, o parasito
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seria eliminado diretamente pela acdo do farmaco,
ou pelo menos, teria sua densidade populacional
reduzida, o que diminuiria a morbidade e
possibilitaria a eliminacdo do parasito pelo
sistema imunoldgico.
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