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ATA DA DEFESA DA DISSERTACAO DE MESTRADO DE BARBARA MONTEIRO DE
CASTRO ATAIDE. Aos vinte e seis dias do més de fevereiro de 2019 is 09:00 horas, reuniu-
s¢ no Instituto de Ciéncias Biolégicas da Universidade Federal de Minas Gerais, a Comissdo
Examinadora da dissertagio de Mestrado, indicada ad referendum do Colegiado do Curso,
para julgar, em exame final, o trabalho intitulado ""Andlise de residuos conservados ¢
correlacionados de cisteino proteases"", requisito final para a obtengdio do grau de Mestre
em Bioquimica ¢ Imunologia, drea de concentragio: Bioquimica. Abrindo a sessdo, o
Presidente da Comissfio, Prof. Rafaela Salgado Ferreira, da Universidade Federal de Minas
Gerais, apds dar a conhecer aos presentes o teor das Normas Regulamentares do Trabalho
Final, passou a palavra i candidata para apresentagio de seu trabalho. Seguiu-se a arguigio
pelos examinadores, com a respectiva defesa da candidata. Logo apés a Comissiio se reuniu,
sem a presenga da candidata ¢ do publico, para julgamento e expedigiio do resultado final.
Foram atribuidas as seguintes indicagdes: Dr. Erich Birelli Tahara (Universidade Federal de
Minas Gerais), aprovada; Dra. Mariana Torquato Quezado de Magalhdes (Universidade
Federal de Minas Gerais), aprovada; Dr. Lucas Bleicher - Coorientador (Universidade
Federal de Minas Gerais), aprovada; Dra. Rafacla Salgado Ferreira - Orientador
(Universidade Federal de Minas Gerais), aprovada. Pelas indicacdes a candidata foi
considerada:

() APROVADA
( ) REPROVADA

O resultado final foi comunicado publicamente & candidata pelo Presidente da Comissio.
Nada mais havendo a tratar, o Presidente da Comissilo encerrou a reuniio ¢ lavrou a
presente Ata que serd assinada por todes os membros participantes da Comissdo
anmlpudou. Belo Horizonte, 26 de fevereiro de 2019,
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A Forca Que Nunca Seca

Ja se pode ver ao longe
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Mais do que o corpo dita

O que faz é equilibrio cego
A lata ndo mostra

O corpo que entorta

Pra lata ficar reta
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A lata so cerca, ndo leva

A 4gua na estrada morta

E a forca nunca seca

Pra 4gua que é tdo pouca
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Resumo

As proteinas evoluem ao longo do tempo, devido ao acumulo de mutacgdes,
insercoes e delecdes nos genes que as codificam. Posi¢cdes fortemente conservadas
geralmente referem-se a residuos que sao estritamente necessarios para a estrutura
da proteina ou para sua funcdo. A metodologia DRCN (Decomposition of Residue
Coevolution Networks) permite estudar coevolucdo de residuos em familias de
proteinas. Para tanto, consiste em cinco etapas basicas: filtragem do alinhamento,
calculo de correlacbes, decomposicao da rede, geracdo de arquivos de visualizacao
auxiliares e anotacdo de posicOes por busca automatica no UniProt. As cisteino
proteases sdo um grande e diverso grupo de enzimas que pertencem ao cla CAe a
familia C1 (familia da papaina) e podem ser encontradas em todos os animais e
reinos de plantas bem como em muitos virus e organismos procariotas. O presente
trabalho tem como objetivo analisar e discutir a importancia dos residuos
correlacionados e conservados da familia das cisteino proteases a partir do
alinhamento multiplo de sequéncias. Para tanto utilizamos, o software PFSTATS,
gue emprega a metodologia DRCN. Foram encontrados 34 residuos correlacionados
dispostos em 5 comunidades de residuos que coevoluem. A comunidade 1 é a maior
comunidade, sendo formada por 22 residuos que coevoluem tanto por questdes
estruturais, como por exemplo Cys22 e Cys63 e Cys56 e Cysl1l01, que realizam
pontes dissulfeto; quanto por questdes funcionais, como Pro2, Phe28, Gly35 e
Tyr89, que se localizam em sitios alostéricos preditos da cruzaina. A comunidade 2
€ composta por 6 residuos, dentre eles residuos da diade catalitica, Cys25 e His162,
e residuos Gly23 e Gly65, que coevoluem por questdes estruturais. As comunidades
3, 4 e 5 possuem apenas 2 residuos cada. O residuo Cys155 da comunidade 3
possui importancia estrutural, bem como os residuos Vall3 e Lys181 (comunidade
4) e GIn51 (comunidade 5). Os residuos da comunidade 5, Leu48 e GIn51 possuem
importancia funcional e o residuo Ser55 (comunidade 3) ainda ndo apresenta sua
funcdo descrita na literatura. Também foram encontrados 10 residuos que séo
altamente conservados evolutivamente nessa familia. Enquanto alguns residuos,
incluindo os que compdem a diade catalitica (Cys25 e His162), sdo conservados por
guestdes funcionais, outros o sdo por questdes estruturais (Ser49, Gly168, Gly189 e
Gly192).



Palavras chave: cisteino proteases, cruzaina, alinhamento mdultiplo de sequéncias,

correlagdo, coevolugéo.



Abstract

Proteins evolve over time, due to the accumulation of mutations, insertions and
deletions in the genes that encode them. Highly conserved positions generally refer
to residues that are strictly necessary for the structure of the protein or for its
function. The DRCN (Decomposition of Residue Coevolution Networks) methodology
allows the study of coevolution of residues in protein families. To do this, it consists
of five basic steps: filtering the alignment, calculating correlations, decomposing the
network, generating auxiliary visualization files and annotating positions by automatic
search in UniProt. Cysteine proteases are a large and diverse group of enzymes
belonging to the CA clan and the C1 family (papain family) and can be found in all
animals and plant kingdoms as well as in many viruses and prokaryotes. The present
work aims to analyze and discuss the importance of correlated and conserved
residues of the cysteine protease family from the multiple sequence alignment. For
this, we use the PFSTATS software, which employs the DRCN methodology. There
were 34 correlated residues found in 5 coevoluted communities. Community 1 is the
largest community, consisting of 22 residues coevolved by structural issues, such as
Cys22 and Cys63 and Cys56 and Cys101, which carry disulfide bridges; as well as
for functional issues, such as Pro2, Phe28, Gly35 and Tyr89, which are located in
predicted allosteric sites of cruzain. Community 2 is composed of 6 residues, among
them residues of the catalytic dyad, Cys25 and His162, and residues Gly23 and
Gly65, which coevolve for structural reasons. Communities 3, 4 and 5 have only 2
residues each. The Cys155 residue of community 3 has structural importance, as
well as residues Vall3 and Lys181 (community 4) and GIn51 (community 5). The
residues of community 5, Leu48 and GIn51 have functional importance and the
residue Ser55 (community 3) still does not present its function described in the
literature. Also 10 residues were found that are highly conserved evolutionarily in this
family. While some residues, including those that make up the catalytic dyad (Cys25
and His162), are conserved for functional reasons, others are for structural reasons
(Ser49, Gly168, Gly189 and Gly192).

Key words: cysteine proteases, cruzain, multiple sequence alignment, correlation,

coevolution.
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1. Introducéo

1.1. Evolucédo das Proteinas

A evolucdo € um processo no qual a selecdo para manutencdo de
determinados tracos em detrimento de outros ocorre a partir de uma pressao
seletiva do ambiente (EIJSINK, V. G. H. et al, 2005). As proteinas evoluem ao longo
do tempo, devido ao acumulo de mutacdes, insercdes e dele¢cdes nos genes que as
codificam. Também pode ocorrer duplicacdo génica, que por sua vez pode ser
seguida de mutacdo e selecdo resultando em divergéncia. Assim, esses
mecanismos evolutivos podem combinar-se culminando em uma proteina com
diferengcas em relagdo a proteina inicial (KINCH, L. N., GRISHIN, N. V., 2002).Para
gue nao haja perda da fungéo proteica, essas mutacdes devem ocorrer em residuos
que ndo sao criticos, direta ou indiretamente, para a sua atividade (GOBEL, U. et al,
1994). No caso de enzimas, mutacdes nos residuos que constituem o sitio catalitico
ocasionam inatividade da proteina. Mutacdes em residuos que ndo fazem parte do
sitio catalitico, mas que ocasionem alteracfes estruturais, resultantes de interacdes
entre residuos que outrora nao existiam ou que passardo a existir também podem

ocasionar inatividade da proteina uma vez que podem alterar a sua estrutura.

Portanto, dentro de rol de mutacfes que podem ocorrer durante 0 processo
evolutivo de uma proteina, uma pequena quantidade € permitida e ndo ocasiona
perda da funcéo proteica. Outras mutacdes podem gerar perda total ou parcial da
sua atividade. Posicdes fortemente conservadas geralmente referem-se a residuos
gue sao estritamente necessarios para a estrutura da proteina ou para sua funcao.
Sabe-se que a estrutura primaria de uma proteina determina a forma como ela se
enovelara e, consequentemente, a sua funcdo. Contudo, ha proteinas que possuem
sequéncias muito semelhantes e, no entanto, apresentam conformacfes
distintas.Tais casos demonstram que a estrutura terciaria também pode evoluir e
sofrer alteracdes (KINCH, L. N., GRISHIN, N. V., 2002).

Embora tenha sido sugerido que os residuos em uma proteina interagem
entre si e influenciam como cada residuo dessa proteina vai evoluir, por insuficiéncia
de dados que pudessem comprovar tal teoria, tradicionalmente pensava-se que 0s

residuos evoluiam independentemente uns dos outros. No entanto, com o avanc¢o da
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bioinformética bem como com a crescente disponibilidade de dados genémicos,
tornou-se possivel analisar a fundo o processo de coevolucdo das proteinas
(LITTLE, D. Y., CHEN, L., 2009).

A hipotese de covariacao levantada por Fitch e Markowitz postula que durante
0 processo evolutivo de uma proteina, a qualquer momento, apenas uma pequena
fracdo de residuos apresentam um grau de liberdade para variar. Haveria dentro da
proteina dois grupos de residuos: um grupo no qual os residuos poderiam sofrer
mutacdes sem causar danos a proteina tanto em questées estruturais quanto em
guestbes funcionais, e um outro grupo no qual os residuos nao poderiam sofrer
mutacéo sob pena de causarem danos a proteina. Quando um residuo X que integra
0 grupo de residuos que podem sofrer mutagcbes sofre uma mutacgéo,
automaticamente ele pode influenciar outro residuo, Y, deste mesmo grupo. O
residuo Y pode deixar de integrar o grupo de residuos que podem sofrer mutacoes,
migrando para o grupo de residuos que ndo podem mais ser alterados. Ou seja, a
mutacdo de um unico residuo possui influéncia na possibilidade, ou ndo, de mutacéo

de outros residuos da proteina.

Tal conceito de coevolugcdo é mais amplo e assim, a hipétese de covariacao
pode ser reafirmada da seguinte maneira: a qualquer momento durante 0 processo
evolutivo de uma proteina, apenas uma pequena fracdo de mutacdes € admissivel e
guando ha mutacdo em uma determinada posicédo as forcas seletivas associadas a
outros pontos passiveis de mutacdo podem ser alteradas, culminando numa
alteracdo do conjunto de mutacdes admissiveis para essa proteina. Portanto,
considerando-se um par de residuos, a variabilidade de um deles é dependente do
estado no qual se encontra o outro residuo (LITTLE, D. Y., CHEN, L., 2009).

As sequéncias das proteinas que se relacionam evolutivamente sao
selecionadas para preservar uma funcdo e, portanto, devem ser parcialmente
conservadas. Nesse contexto, ha residuos que se correlacionam e se acoplam pela
evolucdo (coevoluem). E os pares de residuos em suas respectivas posi¢cdes ao
longo de uma sequéncia proteica podem apresentar fortes correlacbes decorrentes
tanto de questdes funcionais quanto de questdes estruturais (SUTTO, L., et al,

2015).Portanto, residuos conservados em uma proteina geralmente possuem
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importancia funcional e/ou estrutural, sendo criticos, direta ou indiretamente, para o

funcionamento adequado da proteina.

1.2. Alinhamentos Multiplos de Sequéncias de Proteinas

Para estudar as sequéncias proteicas e analisar a relacéo evolutiva entre elas
faz-se necessério o uso de ferramentas. Essas ferramentas possibilitam explorar as
sequéncias proteicas de forma detalhada, analisar os residuos que sé&o
conservados, os que coevoluem bem como os residuos que sofreram mutacdes em
diferentes proteinas. A partir dessas informacfes pode-se avaliar o impacto dessas
mutacdes bem como a importancia da conservacédo de determinados residuos para
a funcao biologica da proteina.

Aléem disso, o sequenciamento do DNA e o0 consequente avanco e
aperfeicoamento das técnicas utilizadas para tal ocasionou o aumento substancial
do numero de genomas disponiveis nos bancos de dados. Houve também a
necessidade de aumento da capacidade computacional para processar e armazenar
adequadamente esses dados. Assim, a criacdo e aprimoramento de algoritmos se
fizeram extremamente necessarios e as técnicas de alinhamento de sequéncias

despontaram como ferramentas essenciais para a analise das moléculas.

O alinhamento de sequéncias de proteinas é uma técnica de comparacao
entre duas ou mais sequéncias, realizada por um algoritmo, e tem como objetivo
buscar caracteres individuais que se encontram em posi¢cdes equivalentes nas
sequéncias analisadas. Cada residuo é considerado um caracter e as sequéncias
sdo organizadas em linhas e os caracteres em colunas e a partir dai os algoritmos
buscardo a melhor correspondéncia para as sequéncias sob andlise. Para comparar
sequéncias de interesse frequentemente determina-se a identidade entre elas, que
guantifica os caracteres idénticos entre as sequéncias em valores de porcentagem.
Importante destacar que a identidade diz respeito a caracteres que se repetem (ou
nao) nas mesmas posi¢cdes em diferentes sequéncias enquanto a homologia refere-

se a ancestralidade comum para diferentes sequéncias (BENTON, D., 1996;
JUNQUEIRA, M. D., BRAUN, R. L., VERLI, H., 2014).

Em um alinhamento de sequéncias algumas vezes torna-se necessaria a

adicdo de lacunas ou gaps, que sao representadas por “-“ e se caracterizam como
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um ou mais eventos de inser¢ao ou delecdo. Tais eventos, denominados “indels” (in
significa insercdo e del significa delecdo) decorrem de processos mutagénicos e
dificultam o alinhamento, consequentemente tornando as interpretacbes mais
complexas. Em casos de anadlises evolutivas e filogenéticas, por exemplo, h&
eliminacdo das sequéncias que possuem um numero elevado de gaps e indels, pois
h& um nivel maior de incerteza quanto ao alinhamento das sequéncias (DO, C. B.,
KATOH, K., 2008; JUNQUEIRA, M. D., BRAUN, R. L., VERLI, H., 2014).

Para avaliar a significancia de um alinhamento multiplo de sequéncias
utilizam-se matrizes como a BLOSUM (Blocks of Amino Acid Substitution Matrix),
gue é uma matriz de substituicAo que pontua alinhamentos entre sequéncias de
proteinas divergentes. A matriz BLOSUM baseia-se em analises envolvendo regides
conservadas de familias de proteinas, que ndo possuem lacunas no alinhamento, e
no célculo da frequéncia relativa de aminoacidos bem como as probabilidades de
substituicdo. Assim, sdo calculadas pontuacdes para as substituicbes que possam
ocorrer a partir dos 20 aminoacidos. Como em um alinhamento sdo comparadas
sequéncias, procura-se verificar se em uma determinada posi¢ao os residuos séo os
mesmos em diferentes sequéncias. E a comparacdo dos diferentes possiveis
alinhamentos para um conjunto de sequéncias € realizada a partir de uma
pontuacdo dada a cada substituicdo possivel tendo como base o alinhamento das
proteinas relacionadas. Assim, 0os matches sdo as correspondéncias de caracteres
observadas em uma mesma coluna de diferentes sequéncias e sao pontuados
positivamente enquanto os mismatches séo as desigualdades de caracteres em uma
mesma coluna e sdo pontuados negativamente (JUNQUEIRA, D. M., BRAUN, R. L.,
VERLI, H., 2014). Pontuacdes positivas também sao atribuidas a substituicbes mais
provaveis de ocorrer enquanto pontuacdes negativas sdo dadas as substituicdes

menos provaveis.

Os alinhamentos de sequéncias de proteinas geralmente sdo gerados a partir
de um numero muito grande de sequéncias e pode ser denominado como MSA
(Multiple Sequence Alignment). Ao se fazer o alinhamento multiplo de sequéncias de
proteinas homologas, por exemplo, tem-se que residuos em posi¢cdes equivalentes
podem apresentar a mesma funcdo, e na medida em que se conhece a funcéo de
alguns residuos de uma determinada proteina de uma familia pode-se inferir a

funcéo dos residuos equivalentes de outras proteinas do alinhamento.
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Existem diversos bancos de dados que utilizam algoritmos para a
classificacdo das sequéncias de proteinas, tanto por similaridade estrutural, quanto
por similaridade de sequéncia. Um exemplo de banco de dados relevante e muito
utilizado € o Pfam (Protein families), que agrupa conjuntos de sequéncias protéicas
em familias a partir do alto grau de identidade entre elas. Cada familia de proteinas
presente no Pfam possui um alinhamento gerado previamente e a organizagao
dessas proteinas em familias gera uma maior organizacdo para o banco de dados.
Nos ultimos dois anos houve uma reorganizacdo substancial no Pfam e uma
mudanca importante € que ele passou a ser baseado principalmente na referéncia
de proteomas UniProt (Universal Protein) (FINN, R. D. et al, 2016).

Portanto, o avanco cada vez mais significativo das tecnologias referentes ao
estudo das proteinas, desde técnicas cristalograficas até ferramentas de
bioinformatica, tem permitido uma maior exploracdo e entendimento dessas
macromoléculas tao cruciais para a vida. Ha diversos métodos para o estudo das
familias de sequéncias proteicas. O fato de que a proteina deve ter sua estrutura
mantida de forma a preservar sua funcao restringe, de certa forma, a evolucao da
sequéncia proteica. Isso pode ser utilizado para a interpretacdo de mutacdes
correlacionadas que sédo observadas em uma familia de proteinas. Um método que
foi desenvolvido para tal consiste na analise de correlacbes entre os diferentes
residuos que sofrem mutacdo em um alinhamento multiplo de sequéncia. Tais
correlacbes podem ser utilizadas para previsdo de mapas de contato entre as
proteinas e esses mapas podem auxiliar no calculo da estrutura terciaria dessas
proteinas. O grau de correlacdo entre dois residuos relaciona-se a forca de contato
entre esses residuos e € mensurado a partir de um coeficiente de correlacao
mutacional. Os residuos sdo alocados em clusters onde um residuo deve estar
correlacionado com pelo menos algum outro residuo desse cluster. Os residuos
podem estar alocados em mais de um cluster e esses clusters podem se sobrepor
(GOBEL, U. et al, 1994). No entanto, tal método de estudo das proteinas apresenta
limitacdo de utilizacdo devido ao fato de ndo apresentar elevada fidedignidade,

ocasionando falsos positivos.

Outra técnica que foi desenvolvida para o estudo das sequéncias proteicas
consiste no mapeamento das interagdes energéticas que ocorre entre os residuos

de uma proteina a partir dos dados evolutivos de uma familia. Muitas proteinas
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podem propagar de forma eficiente a energia através de sua estrutura terciaria, o
gue também pode ser a base para propriedades bioldgicas como alosterismo e
transmissdo de sinais. Estudos mutacionais podem confirmar essas previsoes,
corroborando que a andlise estatistica da energia entre os residuos é um bom
indicador do acoplamento termodindmico entre o0s residuos de uma proteina
(LOCKLESS, S. W., RANGANATHAN, R., 1999). Contudo observou-se que essa
andlise energética entre os residuos ndo apresenta resultados tdo satisfatorios no

gue se refere ao estudo das proteinas.

Uma metodologia muito interessante e com excelentes resultados para o
estudo de familias de proteinas foi proposta por Bleicher, Lemke & Garrat (2011) e é
denominada DRCN (Decomposition of Residue Coevolution Networks). Ela consiste
em cinco etapas béasicas que sdo: 1. filtragem de um alinhamento mdltiplo de
sequéncias que represente a familia a ser estudada, 2. calculo de correlacdes para
os pares de residuos e construcao de rede de correlagdes, 3. decomposicdo da rede
de correlagcdes gerada em grupos de residuos que coevoluem, 4. geracdao de
arquivos de visualizacao auxiliares que facilitam o entendimento dos resultados e 5.
anotacao de posi¢cdes de residuos por busca automatica no UniProt com a relacéo
de todas as referéncias existentes para os residuos das proteinas da familia. Tal
metodologia também possibilita o estudo das familias proteicas com profundidade ja
gue sdo gerados dados como: comunidades de residuos que coevoluem, residuos

gue sao conservados e residuos que se anticorrelacionam.

1.3. Cisteino Proteases

A partir das ferramentas citadas anteriormente, alinhamento mdiltiplo de
sequéncias,andlise de conservacéo/coevolucdo e analise estrutural, pode-se realizar
um estudo mais completo das sequéncias protéicas que constituem uma familia.
Torna-se possivel a caracterizacdo de familias proteicas, buscando averiguar quais
residuos sdo conservados e quais se correlacionam pela evolugédo, e a partir dai
buscar o entendimento da importancia desses residuos para a fungdo bioldgica

dessas proteinas.
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As proteases ou peptidases sdo enzimas proteoliticas que catalisam a
hidrélise de ligacbes peptidicas de outras proteinas (STOKA, TURK & TURK, 2005).
Sabe-se que muitas proteinas passam por modificacdes poOs-traducionais
reversiveis, como por exemplo, fosforilacdo, no entanto a protedlise € um processo
irreversivel. Portanto, quando uma proteina é hidrolisada em alguma de suas
ligacBes peptidicas, € necessaria a tradugdo de uma nova proteina a partir do
respectivo mMRNA (CHAPMAN, RIESE & SHI, 1997). A protedlise € um mecanismo
empregado por praticamente todas as células e é importante na regulacédo da fungéo
e do destino metabdlico de suas proteinas. Nesse sentido as enzimas proteoliticas
estdo envolvidas na regulacdo de processos cruciais e irreversiveis como
coagulacao, digestdo, maturacao de citocinas e hormonios, apoptose e clivagem de
proteinas intracelulares (CHAPMAN, RIESE & SHI, 1997). Além disso, a protedlise
possui papel importante na renovacdo das proteinas. Assim, proteinas que ja
desempenharam suas fun¢des devem ser degradadas para que os residuos que as
constituem sejam reaproveitados em proteinas que serdo formadas (BERG, J. M;
TYMOCZKO, J. L.; STRYER, L, 2010).

Cisteino proteases sdo um grande e diverso grupo de enzimas que foram
classificadas por Rawlings e Barrett em clas e familias (CYGLER, MORT, 1997).
Segundo a base de dados de peptidases MEROPS (https://www.ebi.ac.uk/merops/),

o cla contém todas as peptidases que surgiram evolutivamente a partir de uma Unica
origem, o que engloba uma ou mais familias que apresentam relacdo evolutiva
através da similaridade de suas estruturas terciarias. Quando a estrutura terciaria
dessas peptidases ndo esta disponivel pode-se realizar a andlise dos residuos que
compdem o seu sitio ativo ou dos motivos em torno dos residuos do sitio ativo para

aloca-las no cla adequado.

Cada cla é identificado por duas letras, sendo que a primeira representa o tipo
de residuo catalitico das familias que estdo contidas neste cla. A letra “P” é utilizada
guando um cla contém familias distintas que, por sua vez, apresentam tipos de
residuos cataliticos também distintos, como por exemplo, no caso da Serina,
Treonina e Cisteina. Muitos clas sdo subdivididos em subclas porque ha evidéncias
de que houve uma divergéncia evolutiva antiga dentro do cla. Portanto, ha

peptidases dos seguintes clas: Aspartato, Cisteina, Glutamina, Metalo, Asparagina,
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Serina, Treonina, peptidases pertencentes a um cld ndo determinado e peptidases

pertencentes a um cla com familias variaveis.

Ainda segundo MEROPS, familia € um conjunto de enzimas proteoliticas
homoélogas. A homologia € evidenciada por uma significativa similaridade na
sequéncia de aminoacidos de uma enzima em relacdo a uma outra enzima da
familia. Cada familia é identificada por uma letra que representa o tipo de residuo no
sitio ativo (catalitico) da enzima junto com um dnico numero. Algumas familias séo
divididas em subfamilias porque h& evidéncias de que houve uma divergéncia
evolutiva antiga dentro da familia. Assim sendo, ha peptidases das seguintes
familias com as suas respectivas representacdes: Aspartato (A), Cisteina (C),
Glutamina (G), Metalo (M), Asparagina (N), Serina (S), Treonina (T), peptidases que
apresentam residuo catalitico desconhecido (U) e peptidases que apresentam
residuo catalitico variavel (P).

Enquanto a familia € considerada um grupo de enzimas onde qualquer das
enzimas que o compdem deve apresentar uma relacdo de evolucdo com pelo menos
alguma outra enzima integrante dessa familia,0 cla& compreende um grupo de
familias para as quais ha uma relacéo evolutiva apesar da falta de similaridade de

sequéncias estatisticamente significativa (CYGLER, MORT, 1997).

As cisteino proteases pertencem ao cla CA e a familia C1 (familia da papaina)
e podem ser encontradas em todos 0s animais e reinos de plantas bem como em
muitos virus e organismos procariotas (WIEDERANDERS, KAULMANN &
SCHILLING, 2003). Conforme dados da MEROPS ha na familia C1 15702
sequéncias catalogadas. Exemplos muito conhecidos e bem estudados de cisteino
proteases incluem a cruzaina, enzima principal do protozodario Trypanosoma cruzi, e
a papaina, enzima presente no mamao, Carica papaya. As cisteino proteases
podem ser classificadas como exopeptidases e endopeptidases (RZYCHON, M.,
CHMIEL, D., STEC-NIEMCZYK, J., 2004).

Nos ultimos anos as peptidases semelhantes a papaina e presentes nos
animais passaram a ser denominadas como catepsinas para distingui-las das
peptidases encontradas em outras classes de organismos (NOVINEC, M.,
LENARCIC, B., 2013). Peptidases semelhantes a papaina sdo proteinas

monomeéricas globulares com peso molecular médio de 25 a 35kDa (NOVINEC, M.,
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LENARCIC, B., 2013), sendo que a catepsina humana C € uma excecdo por ser
tetramérica (TURK, V., TURK, B., TURK, D., 2001). Estas proteinas possuem uma
estrutura composta por dois dominios, tendo o sitio ativo localizado em uma fenda
entre eles. O dominio L é composto por a-hélices e o dominio R € composto por
folnas B antiparalelas (TURK, V., TURK, B., TURK, D., 2001). A figura 1,
representada abaixo, ilustra a estrutura terciaria da cruzaina, uma importante
cisteino protease. Pode-se verificar a extremidade N-terminal (dominio L) constituido
por a-hélices,bem como a extremidade C-terminal, constituida por folhas
antiparalelas.
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’ Regido N-terminal

Figura 1. Estrutura da cruzaina com destaque das estruturas secundarias.Destacada a estrutura
da cruzaina(PDB: 3KKU) com a regido N-terminal constituida majoritariamente por a-hélices, regido
C-terminal constituida por folhasp antiparalelas. a-hélices em ciano, folhas B em magenta, algas em

rosa claro. Figura preparada com o programa Pymol (Schrédinger, LCC, 2015).

A atividade das cisteino proteases pode ser regulada por diversas formas e tal
regulacdo constitui-se em um balanco entre a quantidade de enzimas ativas
presentes e a quantidade de inibidores ativos presente. Uma desregulacao, seja de
enzimas ativas, seja de inibidores ativos, pode ocasionar consequéncias deletérias
para o organismo. Além da regulacdo que advém da expressdo génica, ha outros

fatores que atuam no controle da atividade das cisteino proteases. Séo eles:

1. pH. Muitas cisteino proteases apresentam instabilidade e/ou pouca
atividade em um ambiente neutro ao passo que suas funcbes sédo
otimizadas em ambiente &cido, encontrado no interior de vesiculas
intracelulares.

2. Potencial redox. O sitio ativo das cisteino proteases € um ambiente

oxidativo, portanto tais enzimas sdo mais ativas em um ambiente com
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maior potencial redox. Os endossomos que acumulam em seu interior as
cisteino proteases conseguem manter tal ambiente.

3. Sintese das enzimas em precursores inativos (zimogenos). Todas as
cisteino proteases requerem ativacdo proteolitica e tal ativacdo requere
um ambiente com pH acido, de forma a prevenir uma ativacao
indiscriminada dessas enzimas.

4. Direcionamento das enzimas para endossomos e lisossomos. As cisteino
proteases possuem sitios de N-glicosilacdo e quando esses sitios estdo
glicosilados eles se ligam a receptores de manose-6-fosfato, que sao os
principais receptores dos lisossomos que auxiliam no direcionamento das
enzimas.

5. Presenca de inibidores das cisteino proteases. Todos os fatores citados
anteriormente contribuem para a compartimentalizacdo da atividade das
cisteino proteases. Além disso, os inibidores atuam para controlar a
atividade enzimatica (CHAPMAN, H. A., RIESE, R. J., SHI, G. P., 1997).

Portanto, as formas mais importantes de regulacdo da atividade das cisteino
proteases sdo a ativacdo dos zimOgenos e a inibicdo por inibidores proteicos
enddgenos. Similarmente a outras proteases, as catepsinas sdo sintetizadas como
precursores inativos e, portanto, devem ser ativadas por remocao proteolitica do pro-
peptideo N-terminal (TURK, V., TURK, B., TURK, D., 2001).

O sitio ativo das cisteino proteases € localizado na interface entre ambos os
dominios, no topo da molécula, em uma fenda em forma de “V”. O mecanismo
catalitico das cisteino proteases € muito similar ao mecanismo catalitico das serino
proteases, uma classe muito conhecida de peptidases. Enquanto as serino
proteases possuem uma triade catalitica formada pelos residuos de Ser, His e Asp,
as cisteino proteases possuem uma diade catalitica, formada pelos residuos de
Cys25 e Hisl62. No entanto alguns outros residuos como Asnl75 e GInl9
(numeracado da papaina) parecem ser necessarios para estabilizacdo do adequado
posicionamento dos residuos da diade catalitica (NOVINEC, M., LENARCIC, B.,
2012). A figura 2, mostrada abaixo, representa a estrutura da cruzaina destacando
0s aminoacidos que compde a diade catalitica, bem como 0s que possuem provavel

envolvimento no processo de catélise.
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His162

Figura 2. Modelo estrutural da cruzaina com destaque dos aminoacidos que compde a diade
catalitica e possuem envolvimento no processo de catalise. Destacada a estrutura da cruzaina
(PDB: 3KKU) com a-hélices, folhas 3 e algas em rose claro. Nitrogénio em azul escuro, oxigénio em

vermelho e enxofre em amarelo. Figura preparada com o programa Pymol (Schrodinger, LCC, 2015).

Assim como ocorre no processo catalitico das serino proteases, a catalise das
cisteino proteases envolve a acilacédo e a desacilacdo da enzima, a entrada de uma
molécula de agua e a formacdo de dois intermediarios tetraédricos. Uma etapa
crucial do processo de catalise das cisteino proteases é a formacao de um par idnico
reativo composto pelos residuos Cys25 e His162, o que envolve a transferéncia de
prétons entre eles.A figura 3, ilustrada abaixo, mostra 0 mecanismo catalitico da

cruzaina, tomada como exemplo para as demais proteinas da familia.
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Figura 3. Mecanismo catalitico da cruzaina. Pode-se observar a representacao das oito etapas que
compdem o mecanismo catalitico da cruzaina, como exemplo do que ocorre para as demais cisteino
proteases. Ha dois possiveis mecanismos para a formagao do primeiro intermediario tetraédrico. O
primeiro mecanismo esta representado no quadro verde enquanto o segundo esta representado no
quadro rosa. A catalise das cisteino proteases ocorre mediante a acilagéo e a desacilacdo da enzima,
além de necessitar da entrada de uma molécula de agua. Também sao formados dois intermediarios
tetraédricos. Uma etapa crucial do processo de catalise € a formagdo de um par idnico tiolato-
imidazolico reativo composto pelos residuos Cys25 e Hisl62, o que envolve a transferéncia de
protons entre eles. E, EA, EA’, EA*", EX, FP, F, FX, EQ representam as etapas do processo de
catalise. Figura extraida de: ZHAI, X., MEEK, T. D., (2018).

Na primeira etapa do mecanismo catalitico das cisteino proteases (E)
verificam-se os residuos de Cys25 e His162 em sua forma neutra. A partir dai dois
mecanismos distintos podem ser observados. No primeiro mecanismo (quadro
verde), ocorre a ligacdo da enzima ao seu substrato, caracterizando a segunda
etapa (EA). Em seguida ocorre a transferéncia de prétons de Cys25 para His162 de
forma combinada com o ataque do tiolato recém-formado a carbonila da amida do
substrato (EA’), culminando na formacdo do primeiro intermediario tetraédrico
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(EX).No segundo mecanismo (quadro rosa) o ataque da carbonila pelo tiolato
acontece em duas etapas. Também ocorre a ligacdo da enzima ao seu substrato
(EA) e em seguida (EA*") ocorre a transferéncia de prétons de Cys25 para His162,
com consequente formacdo do par imidazdlico-tiolato. Subsequentemente ha o
ataque do tiolato a carbonila da amida, levando a formacao do primeiro intermediario
tetraédrico (EX). A reacdo de acilacado € completada apds o colapso do intermediario
tetraédrico com transferéncia de prétons do anel imidazélico para o nitrogénio da
ligacdo peptidica que sera hidrolisada. Ocorre a clivagem da ligagdo peptidica e
observa-se a ligacdo da porcao carbonilica do substrato a Cys25, formando a acil-
enzima (FP). A reacdo de desacilacdo é a mesma para os dois mecanismos. Ha a
desprotonacdo de uma molécula de agua (F) pela His162 neutra e a formacao do
segundo intermediario tetraédrico (FX). A seguir o intermediario tetraédrico sofre
colapso e consequentemente ha formacdo do produto carboxilato e restauracdo da
Cys25 e His162 em suas formas neutras (EQ) (ZHAI, X., MEEK, T. D., 2018).

Com relacédo as interacfes entre enzima e substrato, Schechtner e Berger
propuseram que as cisteino proteases podem interagir com sete residuos do
substrato e os locais de interacdo tanto da enzima com o substrato quanto do
substrato com a enzima sao designados pelas letras “S” e “P”, respectivamente. Nas
cisteino proteases quatro desses sitios de interacdo estdo na porcao N-terminal da
ligacéo peptidica a ser clivada (S4 a S1) enquanto os outros trés sitios de interacao
estdo na porcdo C-terminal da ligacédo peptidica a ser clivada (S1’ a S3’). Os sitios
de interacdo correspondentes no substrato também sdo em numero de sete e sao
nomeados de P4 a P3’ (NOVINEC, M., LENARCIC, B., 2013).

A figura 4, representada abaixo, ilustra os sitios de ligacdo da enzima e do

substrato a partir da nomenclatura proposta por Schechtner e Berger.
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Figura 4. Representacédo dos sitios de interac8es das cisteino proteases e seus substratos. A
enzima, representada em vermelho possui sete sitios de interacdo com o substrato. A seta vertical
representa a ligagdo peptidica a ser clivada e na por¢do N-terminal enzimética encontram-se quatro
sitios de interagdo com o substrato (S4 a S1) enquanto na porcdo C-terminal encontram-se os trés
sitios de interagcdo com o substrato (S1' a S3’). Em azul estdo representados os sete sitios de
interacdo do substrato com a enzima, P4 a P1 na por¢do N-terminal e P1’ a P3’ na por¢édo C-terminal.
Os sete sitios do substrato apresentam correspondéncia aos sitios enzimaticos S4 a S3'. Figura
extraida de: RZYCHON, M., CHMIEL, D., STEC-NIEMCZYK, J., (2004).

O alosterismo pode ser definido como uma modulacéo da funcéo proteica que
ocorre secundariamente a uma interacdo entre uma molécula, denominada
modulador alostérico, e um outro sitio da proteina, denominado sitio alostérico. O
sitio alostérico é distinto do sitio catalitico e o alosterismo ndo é uma propriedade
exclusiva das proteinas, podendo ser descrito como uma caracteristica inerente de
muitas macromoléculas. Nesse sentido, o alosterismo configura-se como outra forma
de controlar a populacdo de proteinas ativas e inativas, uma vez que a ligacédo de
um modulador alostérico no respectivo sitio alostérico pode levar a mudancas
conformacionais na estrutura proteica, e estas podem causar sua ativacdo ou
inativacdo (ALVAREZ, L. H. et al, 2019). Portanto, moduladores alostéricos podem
causar o aumento ou a diminuicho da atividade de uma determinada
macromolécula.Com relacdo aos sitios alostéricos das enzimas da familia das
cisteino proteases ainda nado existem estudos experimentais que tenham
demonstrado a existéncia desses sitios para a cruzaina. Estudos computacionais
realizados tomando como base a catepsina humana K foram capazes de predizer

sitios alostéricos potenciais, que servem para regulacdo da atividade enzimatica.
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Assim, foram preditos 7 sitios alostéricos distintos para a catepsina K (NOVINEC, M.
et al, 2014). Estudos mais recentes evidenciaram que a atividade da catepsina K é
modulada por glicosaminoglicanos que se ligam a enzima em diversos locais. Tais
glicosaminoglicanos podem produzir efeitos ativadores e inibidores da catepsina K e
inclusive podem conduzir a enzima para a formacdo de um dimero que apresenta
atividade de hidrolise do colageno aumentada. A condroitina-4-sulfato, um
glicosaminoglicano, tem sido implicada no papel de acelerar a atividade biol6gica da
catepsina K. Um trabalho realizado com a catepsina K mostrou que efetores se
ligam a um sitio alostérico na superficie da proteina e que os seguintes residuos séo
importantes para a ligacédo entre o efetor e a proteina: Alal, Asp3, Lys119, Lys122,
Argl23, Tyrl69, Lys176, Argl98 e Asnl99. Tais residuos sdo importantes ao
realizarem ligacGes de hidrogénio que auxiliam na ligacdo do efetor com a enzima
(NOVINEC, M., REBERNIK, M., LENARCIC, B., 2016).

Também foi demonstrado efeito da condroitina-4-sulfato na modulacéo
alostérica da catepsina S. Foram realizados experimentos com Varios
glicosaminoglicanos, no entanto, apenas a condroitina-4-sulfato possui um padréo
molecular capaz de reduzir significativamente o nivel de hidrolise de colageno tipo IV
pela catepsina S. A condroitina-4-sulfato também retardou a maturacdo da pro-
catepsina S em pH 4 de maneira dose-dependente por interferir na via de
processamento molecular. Ela também induziu mudancas conformacionais sutis na
catepsina S madura. Foram identificados na catepsina S 3 provaveis sitios

especificos para ligacdo da condroitina-4-sulfato (SAGE, J. et al, 2013).

Com relacdo a catepsina B, foi verificado um efeito protetor da heparina de
forma a prevenir a inativacdo da catepsina B decorrente de alteracdes de pH. Em
um ambiente &cido a estrutura da catepsina B apresenta-se estavel, no entanto em
ambiente alcalino pode-se observar pequenas flutuacdes na estrutura da enzima. A
heparina parece estabilizar essas flutuacdes de forma global, o que inclui a
estabilizacdo de regides como o loop de oclusdo e o sitio ativo. Além disso, em
ambiente alcalino pode-se observar uma maior separacdo entre os dominios R e L
da enzima, o que pode influenciar sobremaneira na sua capacidade catalitica, uma
vez que o sitio ativo localiza-se em uma fenda entre os dois dominios. Na presenca

da heparina essa separagdo aumentada nao ocorre, o que mostra um efeito protetor
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da heparina sobre a estabilidade da catepsina B em ambientes de pH alcalino
(COSTA, M. GS. et al, 2010).

Com relacdo a cruzaina, um estudo computacional realizou a predi¢do de 7
cavidades na superficie desta proteica, consideradas como potenciais sitios
alostéricos, predizendo também os residuos que integram cada sitio. O sitio 1 €
composto por 18 residuos, os sitios 2 e 4 sdo compostos por 10 residuos cada, 0s
sitios 3 e 7 sdo compostos por 16 residuos cada, o sitio 5 é composto por 17
residuos e o 6 por 19 residuos (ALVAREZ, L. H., 2017). Contudo, dados recentes
advindos de outro estudo computacional destacaram que, dentre esses 7possiveis
sitios alostéricos preditos, os sitios 1 e 3 parecem ser 0S mais provaveis para a
cruzaina (ALVAREZ, L. H. et al, 2019). A tabela 1 e as figuras5a 11 representados
abaixo mostram os residuos que compde 0s 7 provaveis sitios alostéricos da

cruzaina.
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Sitios alostéricos preditos para a cruzaina

Nome do sitio

Residuos que o compdem

Primeiro Met52, Ser55, Cys56, Asp57, Lys58, Asp60, Gly62, Trp74, Glu78,
Asn79, Asn80, Gly81, Ala82, Tyr84, Tyr89, Cysl101, Thrl02,
Thr103

Segundo Thrl53, Serl54, Cys155, Serl57, Glul58, Gly199, Ser200,
Asn201, GIn202, Leu204

Terceiro Thrl4, Alal5, Vall6, Lys17, Aspl8, Phe28, Glu35, Leu45, Thr46,
Asn47, Leu48, Glu50, Thr85, Glu86, Asp87, Tyr91

Quarto GIn51, Tyr89, Pro90, Ala92, Ser93, Glu9s, 1le97, Pro99, Prol00,
Thr102

Quinto Serl43, Thrl46, Tyrl4d7, Thrl48, Gly149, Gly150, Vall51,
Metl52, Thrl53, Serl54, Cys155, Vall56, Alal97, Lys198,
Gly199, Ser200, Asn201

Sexto Alal, Pro2, Ala3, Ala4, Aspl121, Glul22, Alal23, GIn124, Alal26,
Alal27, Tyrl69, Aspl71, Serl72, Prol76, Lys198, Gly199,
Ser200, Asn201, Lys206

Sétimo Trp7, GIn37, Leu40, Ala4l, Gly42, Valll6, Glull7, Leulls,

Prol119, Trp128, Vall31, Asn132, Ala212, Val213, Val214, Gly215

Tabela 1. Sitios alostéricos preditos computacionalmente para a cruzaina. Listados os 7

potenciais sitios alostéricos para a cruzaina com os respectivos residuos que os compde (ALVAREZ,

L. H., 2017).
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Figura 5. Estrutura da cruzaina com a representacdo do primeiro sitio alostérico predito
computacionalmente.Estrutura da cruzaina (PDB: 3KKU) com os residuos que compdem a diade
catalitica, Cys25 e Hisl162, destacados com carbonos em magenta. Residuos do primeiro sitio
alostérico em ciano.Nitrogénio em azul escuro, oxigénio em vermelho e enxofre em amarelo. Figura

preparada com o programa Pymol (Schrédinger, LCC, 2015).

Figura 6. Estrutura da cruzaina com a representacdo do segundo sitio alostérico predito
computacionalmente.Estrutura da cruzaina (PDB: 3KKU) com os residuos que compdem a diade
catalitica, Cys25 e His162, destacados com carbonos em magenta. Residuos do segundo sitio
alostérico em amarelo.Nitrogénio em azul escuro, oxigénio em vermelho e enxofre em amarelo.

Figura preparada com o programa Pymol (Schrédinger, LCC, 2015).
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Figura 7. Estrutura da cruzaina com a representacdo do terceiro sitio alostérico predito
computacionalmente.Estrutura da cruzaina (PDB: 3KKU) com os residuos que compdem a diade
catalitica, Cys25 e Hisl62, destacados com carbonos em magenta. Residuos do terceiro sitio
alostérico em laranja.Nitrogénio em azul escuro, oxigénio em vermelho e enxofre em amarelo. Figura
preparada com o programa Pymol (Schrédinger, LCC, 2015).

Figura 8. Estrutura da cruzaina com a representacdo do quarto sitio alostérico predito
computacionalmente.Estrutura da cruzaina (PDB: 3KKU) com os residuos que compdem a diade
catalitica, Cys25 e Hisl62, destacados com carbonos em magenta. Residuos do quarto sitio
alostérico em roxo.Nitrogénio em azul escuro, oxigénio em vermelho e enxofre em amarelo. Figura
preparada com o programa Pymol (Schrddinger, LCC, 2015).
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Figura 9. Estrutura da cruzaina com a representacdo do quinto sitio alostérico predito
computacionalmente.Estrutura da cruzaina (PDB: 3KKU) com os residuos que compdem a diade
catalitica, Cys25 e His162, destacados com carbonos em magenta. Residuos do quinto sitio
alostérico em verde. Nitrogénio em azul escuro, oxigénio em vermelho e enxofre em amarelo. Figura
preparada com o programa Pymol (Schrédinger, LCC, 2015).

Figura 10. Estrutura da cruzaina com a representacdo do sexto sitio alostérico predito
computacionalmente.Estrutura da cruzaina (PDB: 3KKU) com os residuos que compdem a diade
catalitica, Cys25 e His162, destacados com carbonos em magenta.Residuos do sexto sitio alostérico
em rosa shock. Nitrogénio em azul escuro, oxigénio em vermelho e enxofre em amarelo. Figura
preparada com o programa Pymol (Schrddinger, LCC, 2015).
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Figura 11. Estrutura da cruzaina com a representacdo do sétimo sitio alostérico predito
computacionalmente. Estrutura da cruzaina (PDB: 3KKU) com os residuos que compdem a diade
catalitica, Cys25 e Hisl162, destacados com carbonos em magenta. Residuos do sétimo sitio
alostérico em azul escuro. Nitrogénio em azul escuro, oxigénio em vermelho e enxofre em amarelo.
Figura preparada com o programa Pymol (Schrodinger, LCC, 2015).

Portanto, apesar de n&o haver evidéncias experimentais que possam
confirmar a existéncia desses 7 sitios alostéricos bem como dos residuos que o0s
compdem, estes estudos computacionais representam um ponto de partida para
pesquisas futuras que possam validar a existéncia desses sitios alostéricos na

enzima cruzaina.

Dentre as inimeras enzimas pertencentes a familia das cisteino proteases
algumas se destacam por serem alvo de muitas pesquisas, bem como por
possuirem envolvimento em processos biologicos relevantes. Assim, enzimas como
a cruzaina, papaina e as catepsinas humanas B, C, F, H, K, Z, O, S, W, L e V sao
extremamente relevantes. Abaixo segue uma descricdo do envolvimento e
importancia dessas enzimas em diversos processos biolégicos. Cumpre ressaltar
gue no presente trabalho a enzima cruzaina sera utilizada como um exemplo

representativo da familia das cisteino proteases.
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1.3.1. Cruzaina

A cruzaina € uma importante enzima do protozodario Trypanosoma cruzi,
agente etioldgico da doenca de Chagas, e é expressa em todos os estdgios de vida
do parasita: amastigota, tripomastigoa e epimastigota, sendo que nos epimastigotas
a sua expressdo € maior (SAJID, M. et al, 2011). Ela localiza-se em vesiculas
intracelulares durante o estagio de epimastigota do Trypanosoma cruzi, em um
ambiente levemente acido. Durante o estadgio de amastigota do ciclo de vida do
parasita a cruzaina passa a se localizar em sua superficie, onde o pH do hospedeiro
esta na faixa da neutralidade (pH: 7,4) (ARAFET, K., et al, 2017).

A cruzaina originalmente foi denominada cruzipaina, pois € a principal enzima
da familia da papaina do Trypanosoma cruzi. Assim, o termo cruzipaina refere-se a
enzima nativa derivada do parasita, enquanto cruzaina refere-se a forma
recombinante da proteina, que possui a regido C-terminal truncada. Na literatura
ambos os termos, cruzaina e cruzipaina, sao utilizados. No entanto, neste trabalho
sera utilizado apenas o termo cruzaina para descrever ambas as formas. A cruzaina
€ uma enzima constituida por 467 residuos e possui a arquitetura tipica de dominios
comum as demais enzimas da familia da papaina. Ela possui um peptideo sinal,
formado pelos residuos nas posicbes 1 a 18, responsavel pelo direcionamento da
proteina para o reticulo endoplasmatico. A pré-regido, composta pelos residuos 19 a
122, possui 3 fungdes: atua como uma chaperona intramolecular auxiliando no
dobramento correto da enzima nascente, possui atividade inibitéria enzimatica
potente e é um elemento essencial para o trafico intracelular. O dominio catalitico
possui 215 residuos (123 a 337) e a porcao C-terminal é formada pelos residuos 338
a 467 e contém um numero consideravel de modificacdes pds-traducionais (SAJID,
M. et al, 2011). Na figura 12, representada abaixo, estdo indicadas as regides da

cruzipaina e da cruzaina.
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Figura 12. Representacdo esquemédtica da cruzipaina e da cruzaina com sinalizagdo das
regides que as compdem. Em A, estrutura esquematica da cruzipaina composta pelo peptideo sinal
(residuos 1 a 18), pro-regido (residuos 19 a 122), dominio catalitico (residuos 123 a 337) e extensao
C-terminal (residuos 338 a 467). Em B, estrutura esquematica da cruzaina recombinante utilizada em
estudos biogquimicos e estruturais. Nessa estrutura ndo € observada a extensdo C-terminal, no
entanto, encontram-se as demais regides descritas para a cruzipaina. N: dominio N-terminal, C:
dominio C-terminal. C, H, N dentro do dominio catalitico representam Cys25, His162 e Asnl82,
respectivamente (numeracdo da cruzaina). Os quadrados sinalizados acima do dominio catalitico
representam pontes dissulfeto internas. Os sitios de N-glicosilagdo estdo representados por
guadrados preenchidos e os sitios de O-glicosilacdo estédo representados pelos circulos preenchidos.
Os locais de clivagem entre a pré-regido e o dominio catalitico e entre o dominio catalitico e a
extensdo C-terminal estdo destacados com uma seta cinza e os residuos que cercam a ligacdo de

cisdo estdo representados. Figura extraida de: SAJID, M. et al (2011).

O dominio catalitico da cruzaina possui duas regifes, uma formada por a-
hélices (L-dominio) e outra formada por folhas B antiparalelas (R-dominio). A diade
catalitica da cruzaina é composta pelos residuos Cys25 e His162. Estudos mostram
gue a cruzaina € uma enzima critica para a sobrevivéncia do parasita (LIMA, A. P,
C. A. et al, 2001) e possui importancia crucial para invasao celular e evasédo do
sistema imunolégico do hospedeiro, além de atuar nas funcbes de metabolismo e
reproducdo do parasita (SOUZA, A. S., OLIVEIRA, M. T., ANDRICOPULO, A. D,,
2017).

Devido ao fato da cruzaina ser uma enzima extremamente relevante para a
sobrevida do Trypanossoma cruzi, ela configura-se como um importante alvo
terapéutico para controle da doenca de Chagas. A doenca de Chagas, conhecida
também como tripanossomiase americana, € uma doenca potencialmente fatal e

encontra-se principalmente em 21 paises da América Latina, onde € transmitida
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majoritariamente por vetores, sendo que o principal vetor € o triatomineo conhecido
como “barbeiro”. Segundo a Organizacdo Mundial de Salde estima-se que cerca de
8 milhdes de pessoas estejam infectadas em todo o mundo, e a maior concentracao
de pessoas infectadas é na América Latina. Também s&o estimados mais de 10 mil
Obitos decorrentes das manifestacdes clinicas da doenca, sendo que mais de 25
milhdes de pessoas apresentam risco iminente de contrair a doenca. A doenca

muitas vezes ndo € curavel, a ndo ser que seja realizado o diagndstico precoce.

1.3.2. Papaina

A papaina € uma cisteino protease isolada do latex do mamao, Carica papaya
L, a partir do corte da sua pele verde, e quanto mais verde a fruta mais ativa € a
papaina. Esta enzima é importante em muitos processos biolégicos vitais e
apresenta extensa atividade proteolitica, sendo aplicada extensivamente na
medicina e na induastria alimenticia. Ela cliva ligacdes peptidicas envolvendo
aminoacidos basicos, como arginina e lisina e residuos localizados apos a
fenilalanina (AMRI, E., MAMBOYA, F., 2012).

A papaina pode ser usada na medicina como agente debridante, sem
apresentar efeitos nocivos sobre os tecidos sadios (FLINDT, M. L., 1979), como
auxiliar na remocao da carie dentaria (BEELEY, J. A., YIP, H. K., STEVENSON, A.
G., 2000), como tratamento adjuvante de lesdes esportivas e outras lesdes
traumaticas (DIETRICH, R. E., 1965). A papaina também tem sido utilizada com
bons resultados no tratamento de alergias relacionadas a problemas intestinais,
além de possuir atividade analgésica e anti-inflamatéria significativa no tratamento
da sinusite alérgica aguda (MANSFIELD, L E. et al, 1985).

7

Na industria alimenticia é utilizada como amaciante de carnes e em
cervejaria, podendo atuar também como agente clarificante. Também pode ser
utilizada na fabricacdo de alguns doces e queijo Nabulsi (ABU-ALRUZ, K. et al.,
2009).
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1.3.3. Catepsinas Humanas

As catepsinas humanas totalizam 11 e, com excecdo da catepsina S, sao
encontradas em uma ampla variedade de células. Acreditava-se que sua funcdo
primaria era a degradagcdo de proteinas de forma ndo seletiva no interior dos
lisossomos. No entanto, elas podem ser encontradas externamente aos lisossomos,
em situacfes especiais que muitas vezes caracterizam condi¢cdes patoldgicas
(TURK, B., TURK, D., TURK, V., 2000). Essas 11 catepsinas podem ser divididas da
seguinte forma (tabela 2 mostrada abaixo): grupo das catepsinas semelhantes a
catepsina B, grupo das catepsinas semelhantes a catepsina L, catepsina X,
catepsina C e catepsina W (sendo que essas 3 ultimas catepsinas nao fazem parte

de nenhum grupo ou subgrupo especifico).

Catepsinas Humanas

Grupos Subgrupo Componentes

Catepsinas semelhantes Catepsina B
aB

Catepsinas semelhantes | Catepsinas semelhantes | Catepsinas L, V, S, K
alL aL

Catepsinas semelhantes | Catepsina F
aF

Catepsinas semelhantes | Catepsina H
aH

Catepsina O

Outros Catepsinas X, C, W

Tabela 2. Divisdo das catepsinas humanas em grupos e subgrupos. Listados os 2 grupos de
catepsinas humanas com o0s respectivos subgrupos (quando houverem) e as enzimas que 0S
compdem. As catepsinas humanas X, C e W nao fazem parte de nenhum grupo ou subgrupo

especifico.
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A divisédo das catepsinas nos grupos de catepsinas semelhantes a B e a L foi
realizada inicialmente por Karrer et al (1993) considerando-se a presenc¢a ou ndo do
motivo conservado ERFNIN. O motivo ERFNIN (Glu-Arg-Phe-Asn-lle-Asn) € uma
sequéncia de consenso de residuos altamente conservados encontrados na regiao
pré-peptideo da enzima. Assim, as catepsinas semelhantes a L possuem tal motivo
em suas regides pro-peptideo enquanto as catepsinas semelhantes a B nédo
possuem tal motivo. Ademais, a distribuicdo filogenética sugere que esses dois
grupos foram estabelecidos no inicio do processo evolutivo da familia das cisteino
proteases. As proteases semelhantes a L sdo encontradas em organismos que
variam desde protozoarios a mamiferos enquanto provavelmente as proteases
semelhantes a B evoluiram antes da divergéncia dos platelmintos (KARRER, K. M.,
PEIFFER, S. L., DITOMAS, M. E., 1993).

As catepsinas semelhantes a B comp6em um importante grupo e apresentam
uma regiao pro-peptideo um pouco mais longa (62 residuos na catepsina humana B)
gue contém duas a-hélices curtas. Essas enzimas possuem um padrao conservado
de seis pontes dissulfeto e um loop oclusivo caracteristico que determina sua
atividade exoproteolitica (NOVINEC, M., LENARCIC, B., 2013). As enzimas que
compdem este grupo foram isoladas e caracterizadas a partir de outros organismos
além dos mamiferos, como em plantas, onde estdo envolvidas em uma forma de
apoptose secundaria a invasao de patdgenos, em mecanismos de defesa basais e
em processos de senescéncia (GILROY, E. M. et al, 2007; MCLELLAN, H. et al,
2009). Foram encontradas catepsinas semelhantes a B em espécies de Leishmania,
onde elas estédo envolvidas em apoptose (EL-FADILI, A. K. et al, 2010) e também no
parasita Toxoplasma gondii, onde apresentam fungdo critica para a invasdo do

hospedeiro pelo parasita (QUE, X. et al, 2002).

Dentro do grupo de catepsinas semelhantes a B, hd apenas uma catepsina
humana, a catepsina B.A atividade da catepsina B € mais amplamente investigada
em algumas patologias, dentre elas doencas reumaticas (LENARCIC, B. et al, 1988;
BAICI, A. et al, 1995; BAICI, A. et al, 1995) e diversos tipos de cancer, como
carcinomas de mama e colon, onde ela encontra-se geralmente associada aos
estagios de progressao tumoral bem como com malignidade. Assim, a expressao da
catepsina B esta regulada positivamente em numerosos tumores (MOHAMED M. M.,

SLOANE, B. F., 2006). Foram demonstrados efeitos benéficos da catepsina B sobre
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cognicao, neurogénese hipocampal e memdria espacial em ratos. Em humanos
observou-se uma correlagéo positiva entre niveis elevados de catepsina B, atividade
fisica e memdria com envolvimento do hipocampo (MOON, H. Y. et al, 2016).
Também foi demonstrado, em experimentos realizados com ratos, que a catepsina B
possui importante papel na clivagem da proteina 3 amildide, que é encontrada de
forma acumulada no meio extracelular de pacientes com doenca de Alzheimer
(WANG, C. et al, 2012).

As catepsinas do tipo L constituem o maior grupo e as enzimas que O
compdem s&o caracterizadas por um padrdo conservado de 3 pontes dissulfeto,
embora algumas enzimas possam apresentar pontes dissulfeto adicionais. Elas
também possuem o maior pro-peptideo, com mais de 100 residuos que se dobra
predominantemente em um dominio de a-hélice que contém os motivos que as
distingue do subgrupo de catepsinas semelhantes a B. O grupo de catepsinas
semelhantes a L € dividido em outros subgrupos: catepsinas semelhantes a L
(contém as catepsinas humanas L, V, S e K), catepsinas semelhantes a F (contém
apenas a catepsina humana F), catepsinas semelhantes a H (contém apenas a
catepsina humana H) e a catepsina O (ndo esta alocada em nenhum subgrupo)
(tabela 2) (NOVINEC, M., LENARCIC, B., 2013).

As proteinas do subgrupo das catepsinas semelhantes a L estdo envolvidas
em numerosas condi¢cdes fisiologicas e patoldgicas e dependendo da situacéo
podem agir sozinhas ou conjuntamente com outras peptidases (NOVINEC, M.,
LENARCIC, B., 2013). A secrecédo das catepsinas L, V, S e K a partir de macrofagos
ativados em processos inflamatoérios foi demonstrada, indicando que essas enzimas
sejam um fator causal principal para os danos teciduais ocorridos decorrentes da
inflamacéo cronica (PUNTURIERI, A. et al, 2000; REDDY V. Y., ZHANG, Q. Y.,
WEISS, S. J., 1995).As catepsinas semelhantes a L apresentam atividade de
degradacdo da elastina e tal atividade esta relacionada ao desenvolvimento de
condicBes patolégicas decorrentes da excessiva degradacdo de componentes da
matriz extracelular, como doencas cardiovasculares e pulmonares (CHENG, X. W. et
al, 2011; VEILLARD, F., LECAILLE, F., LALMANANCH, G., 2008). Essas catepsinas
também estdo implicadas em outras condi¢des inflamatorias, tais como pancreatite
(LYO, V. et al, 2012), bem como em diversos tipos de cancer (MOHAMED M. M.,

SLOANE, B. F., 2006), além de estarem provavelmente relacionadas na regulagéo
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do processo de geracdo de células adiposas, podendo ocasionar obesidade e
diabetes (HAN, J. et al, 2009; YANG, M. et al, 2008; YANG M. et al, 2007; TALEB, S.
et al, 2006).

A catepsina S é a peptidase mais importante no processo de apresentacdo de
antigenos (NAKAGAWA, T. Y. et al, 1999; SHI G. P. et al, 1999; DRIESSEN, C. et al,
1999). Ela é seletivamente expressa em células apresentadoras de antigenos, como
os linfécitos B, células dendriticas, macréfagos e microglia. Portanto a catepsina S
possui um envolvimento significativo na resposta imune adaptativa participando do
processamento de peptideos de proteinas estranhas. Ela também parece possuir
papel importante na artrite reumatoide, atuando no processo de degradacdo dos
joelhos, bem como na esclerose multipla (CLARK, A. K., MALCANGIO, M., 2012).

Por outro lado, a catepsina K é a principal peptidase com atividade
colagenolitica envolvida no processo de remodelamento 60sseo (NOVINEC, M.,
REBERNIK, M., LENARCIC, B., 2016). Mutacfes envolvendo o gene que codifica a
catepsina K ddo origem a uma doenca autossdmica recessiva rara denominada
picnodisostose, que se caracteriza por severas anormalidades 6sseas (GELB, B. D.
et al, 1996). A atividade excessiva da catepsina K tem sido associada com a
ocorréncia de osteoporose (NOVINEC, M., REBERNIK, M., LENARCIC, B., 2016,
BOONEN, S. et al, 2012) e ela também possui envolvimento na ocorréncia de
osteosarcomas, inclusive em situacdes de metastases (HUSMANN, K. et al, 2008). A
catepsina K também se relaciona a esquizofrenia e a sinalizacdo envolvendo
receptores semelhantes ao Toll, bem como a homeostase cardiovascular
(LENDECKEL, U. et al, 2009; ASAGIRI, M. et al, 2008; LECAILLE, F. et al, 2007).

A catepsina L é extremamente importante para a homeostase da pele (ROTH,
W. et al, 2000) e pode ser substituida em alguns casos pela catepsina V. Ela pode
ser encontrada no ndcleo das células, onde participa da regulacéo da progresséo do
ciclo celular mediante processamento de fatores de transcricdo (GOULET, B. et al,
2004; GOULET, B., TRUSCOTT, M., NEPVEU, A., 2006).

A catepsina V, por sua vez, é encontrada em vesiculas secretdrias no cértex
cerebral e hipocampo e € responsavel pela producdo dos peptideos
neurotransmissores encefalina e neuropeptideo Y (FUNKELSTEIN, L. et al, 2012).

Ela foi primariamente identificada no timo e testiculo e estd associada a miastenia
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grave, diabetes tipo 1 e doencas neurolégicas. E expressa em altos niveis nos
tumores colorretais e mamarios e também se relaciona a progressédo do cancer. A

sua atividade esta relacionada a N-glicosilac@o de seus sitios (NIWA, Y. et al, 2012).

A catepsina F distingue-se das demais peptidases semelhantes a papaina por
possuir um pré-dominio anormalmente longo, que contempla o pré-peptideo e
também uma sequéncia de aproximadamente 100 residuos, similarmente as
cistatinas (NAGLER, D. K., SULEA, T., MENARD, R., 1999). Ela possui o motivo
altamente conservado ERFNAQ (Glu-Arg-Phe-Asn-Ala-GIn) em sua regido proé-
peptideo, assim como as demais catepsinas semelhantes a L, no entanto, ao invés
de possuir o motivo ERFNIN, possui 0 motivo ERFNAQ (NOVINEC, M., LENARCIC,
B., 2013). A especificidade e atividade da catepsina F é similar as das catepsinas
semelhantes a L com as quais também se assemelha no que tange ao envolvimento
nos mesmos processos fisiopatologicos. A catepsina F esta envolvida na
apresentacao de antigenos (SHI, G. P. et al, 2000) e também tem sido encontrada
em placas aterosclerdticas onde esta implicada na degradacdo da lipoproteina de
baixa densidade (LDL) (OORNI, K. et al, 2004).

A catepsina H foi uma das primeiras catepsinas a serem identificadas. Ela
esta envolvida no processamento de varios neuropeptideos (BRGULJAN, P. M. et al,
2003; LU, W. D. et al, 2012), bem como no processamento da granzima B, além de
ser importante, porém nado indispensavel, para a maturacdo da proteina B
surfactante nos pulmdes (BUHLING et al, 2011). Estudos recentes mostram que a
catepsina H apresenta contribuicdo importante em patologias inflamatorias e
metastase. Os niveis de catepsina H encontram-se elevados nos processos
inflamatorios decorrentes de lesdes pulmonares agudas, pancreatite, miopatia
inflamatoria e aterogénese e esses niveis elevados correlacionam-se diretamente
com a gravidade do processo inflamatério nessas doencas. Os niveis de catepsina H
encontram-se aumentados em areas do cérebro na doenca de Huntington,portanto,
tal catepsina provavelmente correlaciona-se positivamente com processos
neuroinflamatérios na patogénese de doencas neuroldgicas. Estudos in vitro
demonstraram que as citocinas pro-inflamatoérias (TNF-a, IL-1B, IL-6, IFN-y) induzem
a liberacdo de catepsina H pela microglia e que a catepsina H induz ativagao
microglial caracterizada pela liberacdo de 6xido nitrico (NO) e varias outras citocinas

inflamatorias. Tais efeitos levam a um circulo vicioso que pode levar a uma
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inflamacgéo crénica. Também foi demonstrado um efeito toxico da catepsina H para

0s neurdnios, com consequente morte neuronal (FAN, K. et al, 2015).

Com relacdo a catepsina O cumpre destacar que ha& poucos estudos
avaliando a sua funcdo. Apesar dela ser amplamente expressa, ainda nao foi
profundamente investigada. Ela integra o grupo das catepsinas semelhantes a L, no
entanto, é a que menos se assemelha as demais enzimas do grupo (NOVINEC, M.,
LENARCIC, B., 2013).

A catepsina X pode também ser denominada como catepsina Z, catepsina B2,
carboxipeptidase ou catepsina IV. Ela é altamente expressa no sistema imunoldgico,
desempenhando importante funcdo na regulacdo do comportamento celular bem
como na sua diferenciacdo (OBERMAJER, N. et al, 2008; OBERMAJER, N. et al,
2008). A catepsina X também parece possuir papel na regulacdo da adesao celular,
juntamente com integrinas de superficie celular, além de realizar ligacdo aos
proteoglicanos da superficie celular (LECHNER, A. M. et al, 2006). Além disso,esta
associada a doencas neurodegenerativas, como a doenca de Alzheimer, e possiveis
alvos dessa enzima no Sistema Nervoso Central (SNC) seriam as a e y-enolases
(WENDT, W. et al, 2007; OBERMAJER, N. et al, 2009). Outros possiveis substratos
gue foram identificados séo alguns hormdnios peptidicos como a bradicinina
(NAGLER, D. K. et al, 2010). A catepsina X é regulada positivamente na mucosa
gastrica inflamada em infec¢cdes ocasionadas por Helicobacter pylori, bem como em
cancer gastrico, sendo assim um promissor marcador biolégico para tais patologias
(KRUEGER, S. et al, 2005).

A catepsina C, também denominada dipeptidil peptidase I, é a Unica dentre as
peptidases similares a papaina que € encontrada sob a forma de tetramero; as
demais sdo monémeros. As mutacdes que ocasionam perda da funcdo do gene
responsavel pela codificacdo da catepsina C apresentam como consequéncia o
desenvolvimento de um disturbio genético de carater recessivo, a sindrome de
Papillon-Lefévre. Tal sindrome caracteriza-se por hiperceratose das palmas das
maos e da sola dos pés, periodontite grave com perda prematura dos dentes por
volta dos 20 anos de idade, além do aumento da suscetibilidade as infec¢des, que
pode ocorrer em alguns casos (HART, T. C. et al, 1999). A catepsina C é expressa

de forma onipresente e possui também papel importante no sistema imunoldgico,
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atuando como ativadora de serino peptidases efetoras, tais como granzimas,
elastases e mieloblastinas (MCGUIRE, M. J., LIPSKY, P. E., THIELE, D. L., 1993;
PHAM, C. T., LEY, T. J., 1999; ADKISON, A. M. et al, 2002). Devido a essas
funcdes, tem sido considerada um importante alvo terapéutico para patologias nas
quais hd uma atividade excessiva dessa peptidase, tais como em doencas
inflamatdrias e auto-imunes (GUAY, D., BEAULIEU, C., PERCIVAL, M. D., 2010).

A catepsina W é encontrada no reticulo endoplasmatico e parece estar
expressa apenas em células T citotdxicas e células natural killer, sem ser essencial
para a citotoxicidade dessas células (STOECKLE, C. et al, 2009). Um estudo
recente mostrou que a catepsina W € um fator intracelular necessario para a entrada
do virus da gripe influenza A nas células alvo, bem como para o ciclo de vida viral.
Ela também €& importante para a fusdo entre as membranas virais e endossémicas.
Também foi demonstrado que a atividade proteolitica da catepsina W é necessaria
para o desempenho de sua fungdo “pré-viral” tornando-a assim um alvo potencial

para o desenvolvimento de medicamentos antivirais (EDINGER, T. O., 2015).

A partir da breve descricdo de algumas cisteino proteases pode-se concluir
gue todas apresentam funcdes relevantes e que, no caso das catepsinas humanas,
por exemplo, qualquer descontrole na atividade e expressao dessas enzimas pode

ocasionar sérias consequéncias para o equilibrio e a satde humana.
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2. Justificativa

As cisteino proteases sao um grande grupo de proteinas que fazem parte do
cla CA e da familia C1 (familia da papaina). Elas possuem uma ampla distribuicao
em Varios seres vivos, sendo encontradas em todos os animais e reinos de plantas
bem como em muitos virus e organismos procariotas (WIEDERANDERS,
KAULMANN & SCHILLING, 2003). Segundo a base de dados da MEROPS, ha na

familia C1 15702 sequéncias catalogadas.

Algumas proteinas dessa familia possuem destaque para a pesquisa como
possiveis alvos para desenvolvimento de farmacos, como por exemplo, a cruzaina
em relacdo a doenca de Chagas, a catepsina B em relacédo ao cancer, a catepsina S
em relacdo ao controle da apresentacdo de antigenos e possivelmente atenuacao
da resposta imune, a catepsina K em relacdo ao controle da osteoporose e a
catepsina L em relacdo ao processamento de antigeno e metabolismo de células
tumorais (MEROPS).

Assim, devido ao fato dessas proteinas possuirem envolvimento em
patologias importantes e/ou em mecanismos fisiologicos significativos, faz-se
necessario o conhecimento mais aprofundado das mesmas. No presente trabalho
estudamos a familia de cisteino proteases a partir da realizacdo de um alinhamento
multiplo de sequéncias e andlise dos residuos correlacionados e residuos
conservados dessas proteinas. A partir desses dados sera discutida a importancia e
funcdo de cada comunidade de residuos, assim como de residuos especificos,
mediante analises de bioinforméatica e de referéncias encontradas na literatura.
Cumpre destacar que as proteinas que serdo tomadas como referéncia da familia de
cisteino proteases nesse trabalho sdo: a cruzaina, a papaina e as catepsinas

humanas.

Diante do exposto, a importancia do presente trabalho justifica-se pela
necessidade de obter um melhor entendimento da estrutura das cisteino proteases,
dos seus residuos correlacionados e conservados, bem como da importancia destes
para a estrutura e funcdo dessas cisteino proteases. Portanto, tal trabalho contribui
para o corpo de conhecimentos da ciéncia basica na medida em que busca entender

de uma forma mais detalhada e aprofundada a familia das cisteino proteases.
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3. Objetivos

3.1. Objetivo Geral

Analisar e discutir a importancia dos residuos correlacionados e conservados da
familia das cisteino proteases a partir do alinhamento multiplo de sequéncias tendo

como referéncia as enzimas cruzaina, papaina e catepsinas humanas.

3.2. Objetivos Especificos

e Determinar a conservagcdo e a correlacdo de residuos que coevoluem nas
cisteino proteases tendo como referéncia as enzimas cruzaina, papaina e
catepsinas humanas mediante aplicacdo da metodologia DRCN proposta por
Bleicher, Lemke & Garratt (2011).

e Discutir a importancia e a funcdo de residuos conservados e que coevoluem

nas cisteino proteases e em cada comunidade.
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4. Materiais e Métodos

4.1. Decomposicado de Redes de Correlacdo de Residuos

A analise de sequéncias das cisteino proteases foi realizada empregando-se
a metodologia DRCN (Decomposition of Residue Coevolution Networks), que foi
proposta por Bleicher, Lemke & Garratt (2011) e consiste nos seguintes passos:

1. Filtragem do alinhamento: considerando-se que a Unica entrada para
tal método seja um alinhamento multiplo de sequéncias, é necessario
gue ele constitua-se uma amostra representativa da familia. Portanto, o
software elimina tanto sequéncias de tamanho menor que o esperado
para a proteina em questdo quanto sequéncias muito parecidas

(redundantes).

2. Calculo de correlacdes: € realizado um calculo de correlagao,
denominado escore de correlacdo, para cada par de residuos (com as
suas respectivas posi¢coes). Escores positivos indicam correlacdo, ou
seja, a presenca de um residuo em uma posi¢cdo aumenta a ocorréncia
de outro residuo em outra posicdo. Escores negativos indicam anti-
correlacdo, ou seja, a presenca de um residuo em uma posic¢ao diminui
a ocorréncia de outro residuo em outra posicao. A partir do calculo de
todos o0s escores possiveis para um alinhamento € construida uma
rede de correlacdes (a partir dos escores mais significativos, acima de

um determinado valor de corte).

3. Decomposicdo da Rede: a rede de correlacbes é decomposta em
comunidades e cada comunidade € composta por residuos altamente
conectados entre si, mas ndo ao resto da rede. A espessura das linhas
gue liga dois residuos é diretamente proporcional ao grau de
correlacdo entre eles. As comunidades representam grupos de
residuos que tendem a aparecer simultaneamente em um subconjunto

de uma familia de proteinas (residuos que coevoluem).
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4. Geragao de arquivos de visualizagdo auxiliares: sdo gerados arquivos
que facilitam o entendimento dos resultados (tabelas de residuos
conservados, matrizes de auto-correlagao, figuras representando as

redes de correlagdo, entre outros).

5. Anotacdo de posi¢cdes por busca automética no UniProt: o software
realiza uma busca na base de dados UniProt de todas as referéncias
existentes as posi¢cdes encontradas nas proteinas de uma familia e as

lista.

Portanto, tal ferramenta possibilita uma analise mais aprofundada de uma
familia de proteinas e por isso foi escolhida para atender aos objetivos propostos
para este trabalho.

4.2. Obtencéao e Filtragem do Alinhamento

A obtencado do alinhamento de todas as proteinas que integram a familia das
cisteino proteases foi realizada a partir do Pfam, que promove a anotacdo das
familias de proteinas a partir dos seus motivos estruturais. Para realizacdo da
analise do alinhamento da familia das cisteino proteases foi utilizado o programa
PFSTATS (Protein Families Statistics) (FONSECA-JUNIOR, N. J. et al, 2018) que
analisa as familias de proteinas através de métodos estatisticos e calcula a
conservacao e a correlacdo de residuos especificos bem como as suas posi¢cées na

proteina.

Foi utilizado o cédigo de acesso Pfam das cisteino proteases, PF00112, o que
gerou inicialmente 20698 sequéncias. A partir dai foi realizada filtragem do
alinhamento pelos filtros de minima cobertura e maxima identidade. Um filtro de
minima cobertura com valor 0.8 foi aplicado ao alinhamento, o que significa que
foram removidas do alinhamento inicial sequéncias que apresentavam menos de
80% das posicbes esperadas para dominios cisteino-protease. O filtro de maxima
identidade € aplicado para evitar o viés de redundancia, que levaria a detecgéo de
posi¢cdes equivocadamente detectadas como conservadas ou coevoluidas devido a

sua presenca em grande numero de sequéncias parecidas. O valor utilizado foi de
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0,8, portanto a cada vez que um par de sequéncias com uma identidade maior que

80% era detectado, uma dessas sequéncias era eliminada.

Tais filtros resultam em um alinhamento de maior qualidade, que possibilita
andlises de correlacdo mais consistentes. A filtragem do alinhamento foi realizada a
partir da interface do PFSTATS.

4.3. Céalculo do Sub-Alinhamento Minimo

Para determinar o numero minimo de sequéncias que caracterizam o menor
sub-alinhamento com representatividade estatistica, define-se o sub-alinhamento
minimo, que é gerado apds a aplicacdo dos filtros, utilizando uma versao adaptada
do procedimento descrito por Dima & Thirumalai (2006). Para tal é realizada uma
nova amostragem na qual a média da entropia de Shannon, também denominada
medida da variabilidade, para todas as posicbes do alinhamento é calculada,
enquanto ha remocdo de sequéncias aleatorias do alinhamento. O calculo da

entropia de Shannon é realizado através da equacao 1 descrita abaixo:

M
H = z PilogZPi
=1

Equacdo 1. Célculo da entropia de Shannon.Férmula utilizada para o calculo da entropia de
Shannon. Em uma determinada posi¢do do alinhamento mdltiplo de sequéncias tem-se que i é um
indice que representa um determinado tipo de residuo; M é o nimero total de residuos e Pi é a

frequéncia do residuo i em sua respectiva posicao.

Um grafico bidimensional é construido com o valor médio de entropia para
todas as posicoes do alinhamento no eixo das ordenadas e o tamanho do

alinhamento no eixo das abscissas. O sub-alinhamento minimo é um nuUmero
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aproximado de sequéncias para o qual a retirada de sequéncias aleatdrias ainda nédo
causa alteracdes significativas da média da entropia de Shannon em relagdo ao

alinhamento original.

Tanto o célculo do sub-alinhamento minimo quanto a formagéo e visualizagao
do grafico bidimensional da média da entropia de Shannon foram realizados a partir
da interface do PFSTATS.

4.4. Construcao de Rede de Correlagcdes e Anticorrelacdes

ApOs o calculo do sub-alinhamento minimo é necessario definir a correlagéo e
anticorrelacdo de pares de residuos e suas respectivas posi¢des no alinhamento
multiplo. Considerando-se dois residuos, tem-se que a presenca de um deles em
uma determinada posicédo pode aumentar ou reduzir a freqiiéncia do outro em outra

posicdo em um valor minimo.

Assim, uma correlacdo provavel entre dois pares de residuos e suas
respectivas posi¢des, como por exemplo, o residuo X na posi¢cao A e o residuo Y na
posicédo B é definida quando ha uma frequéncia minima de Y na posicdo B no sub-
alinhamento que contém todas as sequéncias que possuem X na posicao A. A
frequéncia esperada de sequéncias que contém Y na posicdo B para um sub-
alinhamento que contém todas as sequéncias com X na posicdo A deveria ser a

mesma observada para todo o alinhamento.

A partir dai pode-se calcular a probabilidade de ocorrer uma variacdo na
frequéncia para um determinado alinhamento mediante a aplicacdo da distribuicédo
binomial cumulativa tanto para as correlagcbes quanto para as anticorrelacbes. O
escore de correlacéo é definido pelo logaritmo na base 10 da probabilidade binomial
cumulativa de um residuo X ser encontrado em uma posicdo A, dada a sua
frequéncia esperada, com sinal invertido. Uma probabilidade binomial cumulativa de
101° indica um escore de correlagdo de 10. Para anticorrelacdes o célculo é
realizado da mesma forma, no entanto, a probabilidade binomial cumulativa é
calculada de forma a encontrar um valor menor ou igual ao niumero de sequéncias

gue contém X na posicao A, considerando-se a frequéncia de X na posicao A.
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As equaclOes 2 e 3 abaixo, desenvolvidas por Bleicher, Lemke & Garratt
(2011), descrevem o calculo das correlagbes e anticorrelacdes entre pares de

residuos em um sub-alinhamento minimo.

P

_ Al N (nB)" ( B nB)”A_"
corr= Zn=nB/A (=] X)) X\1-%
P ng n na—n
. _ /A nai ng ng\ A
anticorr= ., nl(ng—n)! X ( N ) X (1_ W)

Equacbes2 e 3. Célculo da distribuicdo binomial cumulativa para a definicdo de correlacdes e
anticorrelagc@es validas. Férmulas utilizadas para o calculo da distribuicdo binomial cumulativa para
definicdo de correlagcbes (equacdo superior) e anticorrelacdes (equacdo inferior). na representa o
namero de sequéncias que contém o residuo na posicdo A; ns representa o nimero de sequéncias
gue contém o residuo na posicdo B; N é o nuUmero total de sequéncias no alinhamento. O primeiro
termo, somatdério, na primeira equacéo é aquele no qual a probabilidade cumulativa para correlacdes
serd calculada e definida a partir da probabilidade de serem observadas o nimero de sequéncias que
contém A e B (ng/a) até o nimero total de sequéncias do sub-alinhamento (N). Na segunda equacéo,
anticorrelacdes, o termo somatorio € calculado a partir da probabilidade de ser observada nenhuma
sequéncia que contenha A e B até o nimero observado de sequéncias que contenha A e B (nag). Os
demais termos que sdo comuns a ambas equagfes se referem a (considerando-se a sequéncia de
aparecimento dos termos da esquerda para a direita): combina¢cfes possiveis de sequéncias que
possuem um certo nimero de sequéncias que contenham B (n) dentro do sub-alinhamento na; a
frequéncia observada de B no alinhamento mudltiplo inicial elevada a um determinado ndmero de
sequéncias contendo B (n) dentro do sub-alinhamento na (frequéncia esperada de ns), que representa
a probabilidade de encontrar B e o inverso da frequéncia observada de B no alinhamento multiplo
inicial elevado ao nimero de sequéncias que ndo contém B (n) dentro do sub-alinhamento na, que

representa a probabilidade de ndo encontrar B.

Para indicar que a presenca de um residuo em uma determinada posi¢ao

diminui a probabilidade de ocorréncia de um outro residuo em uma determinada
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posicdo utilizam-se numeros negativos. Esses numeros negativos servem para
definir anticorrelacéo. Portanto, em uma probabilidade binomial cumulativa de 10-1° o
escore de anticorrelacéo é -10. Nesse caso é exigido um valor absoluto de escore
minimo de 10 para definir uma correlacdo e uma anticorrelacdo vélidas. As
equacdes 4 e 5 desenvolvidas por Bleicher, Lemke & Garratt (2011) e mostradas

abaixo evidenciam tal conceito.

Escore corr = —10g19Pcorr

Escore anticorr = l0g10Pcorr

Equacbes 4 e 5. Célculo dos escores de correlacdo e anticorrelacdo. Férmulas utilizadas para o
célculo dos escores de correlacdo (férmula superior) e de anticorrelagdo (féormula inferior). O céalculo
desses escores € realizado a partir do logaritmo da probabilidade binomial cumulativa. Para

anticorrelacdo o escore € indicado por nimeros negativos.

O célculo das correlacbes e anticorrelacbes para a familia das cisteino
proteases foi realizado a partir da interface do PFSTATS e o escore minimo utilizado
para o calculo de correlacdes e anticorrelacGes foi de 10. Para que uma correlacéo
entre dois residuos seja valida é necessario que a variacdo da frequéncia de um
residuo em um sub-alinhamento definido por outro residuo seja maior que o cutoff
previamente definido. O tamanho minimo desse sub-alinhamento também deve ser
maior que o que foi calculado previamente e a probabilidade binomial cumulativa da

correlacdo ter ocorrido ao acaso deve ser menor que 10,

Portanto, os pares de residuos séo selecionados desde que a presenca de
um residuo ocasione um aumento na frequéncia de um outro residuo para 80% ou
mais para correla¢des, ou uma diminui¢do na frequéncia do outro residuo para 20%

OouU menos para anticorrelacgoes.
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4.5. Geracao e Visualizagao de Dados

Ap6s a construcdo da rede de correlacdes e anticorrelacdes o PFSTATS gera
uma gama de resultados que sdo expressos em tabelas que contemplam os
residuos conservados, matrizes de correlacdo entre os residuos, tabelas de residuos
correlacionados separados por comunidade, figuras contendo as redes de
correlacdo e anticorrelacdo, dentre outros dados. E também gerada uma lista com
referéncias obtidas no UniProt para todas as posi¢cdes de residuos encontradas nas

proteinas da familia.

4.6. Analise dos Dados e Buscas Bibliogréficas

Foi realizada extensa busca bibliografica para subsidiar a analise dos dados
referentes aos residuos correlacionados de cada comunidade bem como acerca dos
residuos conservados, descrevendo sua importancia e funcdo dentro da proteina.
Para tal foram consideradas as enzimas cruzaina, papaina e as catepsinas
humanas. Para os residuos sobre os quais ainda nao existem dados na literatura
gue sejam capazes de sustentar uma andlise concreta foram realizadas inferéncias

a partir das estruturas analisadas no Pymol.

Foram preparadas figuras a partir do programa Pymol (Schrdodinger, LCC,
2015) representando as comunidades encontradas e 0s respectivos residuos que as
constituem, usando como modelo representante da familia de cisteino proteases a
cruzaina. Também foi preparada uma figura contendo os residuos conservados que
foram encontrados na familia de cisteino proteases usando como modelo a enzima

cruzaina.

4.7. Diagrama de Ramachandran

Para a obtencdo dos diagramas de Ramachandran para a cruzaina (PDB:
3KKU) foi utilizado o servidor MolProbity, disponibilizado pela Duke University School

of Medicine, através do endereco eletrénico http://molprobity.biochem.duke.edul/.

Além dos graficos obtidos para todos os residuos (general case), também foram


http://molprobity.biochem.duke.edu/
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gerados gréficos para os residuos de isoleucina e valina, glicina, pré-prolina e
prolina (configuracdes cis e trans). Ademais, foi gerada uma tabela contendo os

angulos @ e Y para todos os residuos da enzima.



60

5. Resultados

5.1. Obtencéo e Filtragem do Alinhamento

O alinhamento inicial foi realizado a partir de 20698 sequéncias de cisteino
proteases, extraidas do UniProt, utilizando o programa PFSTATS. Em seguida foi
realizada filtragem do alinhamento mediante aplicacdo dos filtros de minima
cobertura e maxima identidade. O emprego de cutoffs de 0,8 para ambos os filtros
resultou em remocédo de 6377 sequéncias pelo filtro de minima cobertura e de 9303
sequéncias pelo filtro de méaxima identidade. Portanto, o niumero de sequéncias
remanescentes no alinhamento final filtrado foi de 5018, conforme representado na
Tabela 3.

Alinhamento Sequéncias Sequéncias Alinhamento
Inicial removidas por | removidas por | final (filtrado)
filtro de filtro de
minima maxima
cobertura identidade
Total de 20698 6377 9303 5018
sequéncias

Tabela 3. NUmero de sequéncias filtradas a partir do alinhamento multiplo da familia das

cisteino proteases contendo todas as sequéncias do UniProt. O alinhamento mdltiplo foi obtido
pelo software PFSTATS.

5.2. Célculo do Sub-Alinhamento Minimo

Apés analise do gréafico da média da entropia de Shannon para definicdo dos

sub-alinhamentos gerados a partir da remocao aleatéria de sequéncias foi definido

um valor de 33% (1656 sequéncias) para o sub-alinhamento minimo. Tal valor de

sub-alinhamento

minimo  é

estatisticamente

relevante

mantém a
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representatividade. A figura 13, representada abaixo, mostra o grafico com a média

da entropia de Shannon e o tamanho do sub-alinhamento minimo.

0,48

0,44 |

04 |

0,36
I 1656 sequences(0.33)

0,32

0,28

0,24

Shannon value entropy for each SA

02 |
0,161 I S N R S—
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Size of minimum sub-alignment (SA)

Figura 13. Média da entropia de Shannon para cada sub-alinhamento gerado a partir da
remocdo de sequéncias aleatdrias. No eixo das abscissas tem-se o tamanho do sub-alinhamento

minimo e no eixo das ordenadas o valor da entropia de Shannon para cada sub-alinhamento minimo.

5.3. Decomposicado dos Residuos em Comunidades

A partir da andlise de correlacdo da familia de cisteino proteases foram
encontrados um total de 34 residuos correlacionados dispostos em 5 comunidades.
Cada comunidade é composta por um grupo de residuos que coevoluem, e néo
estdo positivamente correlacionados de forma significativa com os demais residuos
das outras comunidades. Os residuos de cada comunidade foram numerados a
partir do seu posicionamento na estrutura da cruzaina, tomada como representante
da familia de cisteino proteases. Portanto serdo apresentados todos residuos com a

sua numeracao correspondente referente a cruzaina.

A comunidade 1 é a maior comunidade, sendo composta por 22 residuos
listados em ordem crescente de posicionamento: Pro2, Asp6, Arg8, Cys22, Trp26,
Phe28, Glu35, Cys56, Gly62, Cys63, Gly66, Tyr89, Cysl101, Prol34, Tyrl47, Gly150,
Vall67, Asn170, Tyrl77, Trpl78, Tyrl93 e Cys203.
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A comunidade 2 possui 6 residuos listados em ordem crescente de
posicionamento: GIn19, Gly23, Cys25, Gly65, Tyr91 e His162.

As comunidades 3, 4 e 5 sdo compostas por apenas 2 residuos cada, listados
em ordem crescente de posicionamento. Comunidade 3: Ser55 e Cysl55;
comunidade 4: Vall3 e Lys181; comunidade 5: Leu48 e GIn51.

5.4. Construcédo da Rede de Correlacdes

A partir da obtencédo de uma rede de correlacdes entre os residuos torna-se
possivel a segregacdo dos mesmos em comunidades nas quais eles apresentam
correlacdes entre si. Assim, 0s residuos que compdem uma mesma comunidade séo
correlacionados, mas ndo se correlacionam aos residuos que fazem parte das
outras comunidades da rede. Na figura 14, representada abaixo, pode-se observar
gue as linhas que unem os residuos possuem espessura diretamente proporcional
ao grau de correlacdo entre esses residuos. Portanto, quanto mais espessa for uma

linha unindo dois residuos, maior o grau de correlacdo entre esses dois residuos.
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Legenda

Comunidade 1: azul
Comunidade 2: roxo
Comunidade 3: verde
Comunidade 4: vinho
Comunidade 5: laranja

Figura 14. Rede de correlacdo da familia de cisteino proteases obtida a partir do alinhamento
multiplo realizado pelo PFSTATS. As linhas verdes representam a correlacdo entre os residuos e a
espessura das mesmas esta diretamente relacionada ao grau de correlacdo entre esses residuos.
Apbs realizacdo do alinhamento mudltiplo foram apontadas cinco comunidades de residuos que
coevoluem. Residuos da comunidade lestéo indicados em azul, residuos da comunidade 2 em roxo,
residuos da comunidade 3 em verde, residuos da comunidade 4 em vinho e residuos da comunidade

5 em laranja.

5.5. Residuos Correlacionados por Comunidade

Os residuos correlacionados de cada comunidade foram representados na
estrutura da cruzaina para uma visao geral do posicionamento dos mesmos na
estrutura da proteina e dentro da sua respectiva comunidade. As
figurasl5al9representadas abaixo correspondem as comunidades 1 a b5,
respectivamente, e representam a estrutura da cruzaina com o0s residuos

correlacionados de cada comunidade.
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Figura 15. Residuos correlacionados dacomunidadel destacados na estrutura da cruzaina.

Destacada a estrutura da cruzaina (PDB: 3KKU) em cartoon rosa claro com os residuos
representados na forma de bastBes. Nitrogénio em azul escuro, oxigénio em vermelho e enxofre em
amarelo. Os painéis de A a D representam todos os residuos que integram a comunidade 1 e esses
residuos estdo alocados em uma mesma figura por proximidade na estrutura. Figura preparada com

o programa Pymol (Schrddinger, LCC, 2015).
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Figura 16. Residuos correlacionados da comunidade 2 destacados na estrutura da cruzaina.
Destacada a estrutura da cruzaina (PDB: 3KKU) em cartoon rosa claro com os residuos
representados na forma de bastBes. Nitrogénio em azul escuro, oxigénio em vermelho, enxofre em

amarelo. Figura preparada com o programa Pymol (Schrodinger, LCC, 2015).

Figura 17. Residuos correlacionados dacomunidade3 destacados na estrutura da cruzaina.
Destacada a estrutura da cruzaina (PDB: 3KKU) em cartoon rosa claro com os residuos
representados na forma de bastes. Nitrogénio em azul escuro, oxigénio em vermelho, enxofre em

amarelo. Figura preparada com o programa Pymol (Schrédinger, LCC, 2015).
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Figura 18. Residuos correlacionados da comunidade 4 destacados na estrutura da cruzaina.
Destacada a estrutura da cruzaina (PDB: 3KKU) em cartoon rosa claro com os residuos
representados na forma de bastBes. Nitrogénio em azul escuro, oxigénio em vermelho, enxofre em

amarelo. Figura preparada com o programa Pymol (Schrodinger, LCC, 2015).

Figura 19. Residuos correlacionados da comunidade 5 destacados na estrutura da cruzaina.
Destacada a estrutura da cruzaina (PDB: 3KKU) em cartoon rosa claro com os residuos
representados na forma de bastfes. Nitrogénio em azul escuro, oxigénio em vermelho, enxofre em

amarelo. Figura preparada com o programa Pymol (Schrédinger, LCC, 2015).
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5.6. Matrizes de Correlagao

Outro dado importante obtido a partir da analise de correlagdo entre o0s
residuos das comunidades da familia das cisteino proteases diz respeito & matriz de
correlacdo entre eles. A matriz de correlacdo evidencia a probabilidade de
ocorréncia entre dois residuos em determinada posi¢cdo e pode ser expressa em
porcentagem. A primeira coluna (coluna “all’) indica a porcentagem de ocorréncia de
determinado residuo no alinhamento global. As colunas seguintes da matriz
relacionam-se com as linhas e considerando-se um determinado residuo X
(sinalizado em uma coluna) em uma dada posi¢ao a probabilidade de ocorréncia de
um residuo Y (sinalizado em uma linha) em determinada posi¢céo, & expressa em
porcentagem. Os dados da matriz de correlagcdo permitem que sejam realizadas
analises de correlacdo entre os residuos das comunidades e tais analises sao
expressas numericamente. Portanto, foram obtidas matrizes de correlagéo para as 5

comunidades de residuos conservados que estao representadas nas tabelas 4 a 8.

Na matriz de correlacdo da comunidade 1 (Tabela 4) pode-se observar a
porcentagem de ocorréncia dos residuos em todas as proteinas do alinhamento bem
como a porcentagem de correlacdo entre todos os residuos da comunidade. Para
elucidar o significado de uma matriz de correlacdo sera analisado o residuo de
Cysb6. A Cysb6 estad presente em 84,77% de todas as proteinas da familia e
guando ha um residuo de cisteina na posicdo 101 a ocorréncia do residuo de
cisteina na posicdo 56 aumenta de 84,77% para 95,36%. Ou seja, a ocorréncia de
um determinado residuo em uma posicao especifica aumenta a ocorréncia de um
outro residuo em outra posicdo também especifica. O mesmo tipo de analise pode
ser realizado para quaisquer outros residuos que fazem parte da matriz de
correlacdo. A partir da analise dos dados dessa matriz pode-se dizer que os indices
de correlacdo entre os residuos da comunidade 1 sdo altos, acima de 65% e
majoritariamente em torno de 70 a 80%, sendo que entre alguns residuos séo

valores ainda mais altos, em torno de 90%.
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All C203 F28 E35 || V167 || Y193 || G62 C56 C63 | C101 || C22 D6 P2 R8 Y147 || G150 || P134 || W178 || N170 || Y177 || G66 | W26 Y89
C203 || 69,96 0 80,11 || 78,56 || 73,15 || 78,43 || 81,92 || 79,74 | 78,56 || 78,96 || 79,33 | 74,99 || 72,87 || 75,52 || 78,3 || 76,36 || 75,13 || 76,47 || 79,19 | 80,36 || 75,89 || 76,72 | 87,47
F28 73,28 || 83,92 0 88,61 || 79,87 || 80,09 (| 78,37 || 78,05 || 76,72 | 78,32 || 78,18 || 76,49 || 74,56 || 77,53 || 77,11 || 75,24 | 72,55 || 76,57 || 75,05 || 76,63 || 77,01 || 78,53 || 82,65
E35 |l 67,87 || 76,21 || 82,07 0 81,91 || 80,58 || 70,56 || 68,69 || 67,95 || 68,4 || 68,81 || 71,51 | 67,69 || 71,98 || 69,6 || 68,15 || 66,79 || 68,05 || 64,41 67 68,91 || 70,2 || 77,77
V167 || 69,44 || 72,61 || 75,69 || 83,8 0 80,64 || 71,08 || 69,14 (I 68,86 || 69,92 || 69,07 |I 70,42 || 68,89 | 68,68 || 70,07 || 69,34 || 69,84 || 67,78 || 67,01 || 67,57 | 69,69 || 68,92 | 72,91
Y193 || 68,39 || 76,67 || 74,74 || 81,2 || 79,42 0 73,86 69 68,31 || 70,28 || 68,29 || 71,37 || 70,58 || 72,11 || 70,24 || 68,98 || 70,25 || 67,97 | 67,45 || 69,08 || 69,81 | 69,75 || 76,46
G62 || 72,25 || 84,6 || 77,27 || 75,1 || 73,95 || 78,02 0 80,84 | 79,78 || 80,86 || 80,08 || 77,07 || 76,46 | 76,24 || 79,57 | 77,62 || 78,48 | 76,81 || 80,53 || 80,71 || 77,35 || 75,27 | 86,87
C56 || 84,77 || 96,62 || 90,29 || 85,79 || 84,4 | 85,52 || 94,85 0 95,15 || 95,36 || 96,66 || 88,15 || 87,96 || 88,58 | 93,43 || 91,83 || 90,68 || 93,14 || 96,6 || 97,28 || 90,58 | 90,42 || 96,51
C63 || 86,52 || 97,16 || 90,59 || 86,61 || 85,8 | 86,42 || 95,54 | 97,12 0 95,36 | 98,63 || 88,44 || 88,56 || 88,76 || 93,87 | 92,3 91,8 || 93,54 || 96,85 || 96,68 || 92,27 | 91,45 || 96,06
C101 || 83,62 || 94,37 || 87,09 || 84,27 || 84,2 || 85,93 || 93,59 || 94,07 || 92,16 0 93,01 || 88,39 || 87,71 || 88,6 || 91,79 || 89,83 | 91,29 || 89,67 | 92,65 || 93,09 || 88,66 | 87,76 || 95,18
C22 || 84,45 || 95,77 || 90,1 || 85,62 84 84,33 || 93,62 || 96,29 || 96,28 || 93,94 0 88,59 || 88,53 || 89,22 || 93,03 || 91,13 || 89,57 | 92,87 96 95,78 || 91,09 || 90,54 || 94,97
D6 82,21 || 88,12 || 85,81 || 86,61 || 83,37 || 85,78 || 87,7 || 85,48 | 84,03 || 86,9 | 86,23 0 92,48 || 98,07 || 86,37 || 84,92 || 85,38 || 83,96 | 84,86 || 84,99 | 84,85 || 85,58 (| 89,02
P2 72,98 || 76,02 || 74,25 || 72,79 || 72,4 || 75,32 || 77,24 || 75,73 || 74,7 || 76,56 || 76,51 || 82,1 0 84,63 || 76,6 || 74,86 || 76,48 || 77,45 || 77,76 || 77,17 || 76,18 | 75,7 || 76,77
R8 74,14 || 80,02 || 78,43 || 78,62 || 73,32 || 78,17 | 78,23 || 77,46 || 76,06 | 78,55 || 78,32 | 88,44 | 85,97 0 78,05 || 76,7 | 76,95 || 78,43 || 78,28 || 79,4 || 77,12 || 78,23 || 81,1
Y147 || 85,03 || 95,17 || 89,47 || 87,2 85,8 || 87,33 || 93,64 || 93,71 || 92,26 || 93,34 || 93,67 || 89,33 || 89,24 || 89,51 0 90,75 || 90,12 || 91,43 || 93,64 | 93,03 || 90,86 || 90,29 || 95,21
G150 || 88,57 || 96,68 || 90,94 || 88,93 || 88,43 || 89,33 || 95,16 || 95,94 || 94,49 || 95,15 || 95,57 || 91,49 || 90,85 || 91,63 || 94,53 0 93,75 || 93,32 || 96,27 || 96,21 || 91,04 || 90,74 || 95,51
P134 || 85,55 || 91,87 || 84,7 || 84,18 || 86,03 || 87,88 || 92,93 || 91,51 || 90,76 || 93,39 || 90,72 || 88,85 || 89,65 || 88,79 [ 90,67 || 90,55 0 88,15 || 91,28 || 91,6 || 87,75 || 86,15 || 92,84
w178 || 81,19 || 88,75 || 84,83 || 81,4 | 79,24 || 80,7 || 86,32 || 89,21 || 87,78 || 87,07 | 89,29 || 82,93 || 86,16 | 85,89 || 87,3 || 85,54 | 83,66 0 92,27 || 91,91 || 85,62 || 87,38 || 87,44
N170 || 72,5 | 82,07 || 74,25 || 68,8 || 69,97 || 71,51 || 80,82 || 82,62 | 81,16 || 80,34 || 82,42 | 74,85 || 77,25 || 76,56 | 79,85 || 78,81 || 77,36 || 82,39 0 87,6 || 77,21 || 78,71 || 81,68
Y177 || 72,47 | 83,23 || 75,77 || 71,53 || 70,51 || 73,2 | 80,96 | 83,16 || 80,97 | 80,67 || 82,18 || 74,92 | 76,63 || 77,61 || 79,28 || 78,72 || 77,6 | 82,03 || 87,55 0 76,8 78,3 | 82,98
G66 || 86,98 || 94,35 || 91,4 |i 88,31 || 87,29 || 88,78 || 93,12 || 92,94 || 92,76 || 92,23 || 93,81 || 89,77 || 90,79 || 90,48 || 92,94 || 89,41 || 89,22 || 91,72 || 92,62 || 92,18 0 92,2 | 93,51
W26 || 79,26 || 86,93 || 84,94 || 81,99 || 78,67 || 80,84 | 82,58 || 84,54 | 83,78 | 83,19 || 84,98 || 82,52 || 82,21 || 83,64 | 84,17 || 81,21 || 79,83 || 85,31 || 86,04 || 85,65 | 84,02 0 86,14
Y89 || 65,55 || 81,96 || 73,93 || 75,1 || 68,82 || 73,28 || 78,81 || 74,62 || 72,77 || 74,61 || 73,71 || 70,98 | 68,95 || 71,71 || 73,39 || 70,68 || 71,14 || 70,59 || 73,84 || 75,06 || 70,47 || 71,23 0

Tabela 4. Matriz de correlagdo dos residuos da comunidade 1 gerada a partir do alinhamento multiplo das cisteino proteases. Os dados sdo apresentados em

porcentagem e na tabela constam todos os residuos que coevoluem na comunidade 1. Tabela gerada pelo PFSTATS como parte dos resultados obtidos a partir do

alinhamento da familia de cisteino proteases.
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Na matriz de correlacdo da comunidade 2(tabela 5) pode-se observar que a
Cys25, por exemplo, estd presente em 89,11% de todas as sequéncias da familia,
enquanto na presenca de Gly23 a porcentagem de ocorréncia da Cys25 aumenta de
89,11% para 95,56%. A partir da analise dos dados dessa matriz pode-se dizer que
os indices de correlacdo entre os residuos da comunidade sdo bem altos, com

valores acima de 84% e majoritariamente acima de 90%.

All C25 | G23 | G65 | Y91 | H162 | Q19

C25 | 89,11 0 95,56 | 91,93 | 90,94 | 92,58 | 91,29

G23 | 82,84)88,84] O 88 | 86,38 85,5 | 84,82

G65 | 88,49 | 91,3 94 0 90,67 | 90,02 || 89,25
Y91 | 87,75 89,56 91,5 [ 89,91 O 88,36 || 88,33

H162 || 95,45 99,17 | 98,51 | 97,1 | 96,1 0 96,99
Q19 | 95,21 | 97,55 | 97,48 || 96,02 | 95,83 || 96,75 0

Tabela 5. Matriz de correlacdo dos residuos da comunidade 2 gerada a partir do alinhamento
multiplo das cisteino proteases. Os dados sdo apresentados em porcentagem e na tabela constam
todos os residuos que coevoluem e se correlacionam na comunidade 2. Tabela gerada pelo

PFSTATS como parte dos resultados obtidos a partir do alinhamento da familia de cisteino proteases.

No caso da comunidade 3 (Tabela 6) tem-se que a porcentagem de
ocorréncia tanto da Cys155 quanto da Ser55 em todas as proteinas do alinhamento
€ em torno de 50%, um valor mais baixo quando se compara com a porcentagem de
ocorréncia dos residuos em todas as proteinas do alinhamento das comunidades 1 e
2 (que fica em torno de 70 a 80%, podendo chegar em alguns casos a valores em
torno de 90%). Uma outra observacdo importante a se fazer é que dentre as
proteinas referéncia neste estudo apenas a cruzaina e a catepsina C possuem na
posicdo 55 ou na posi¢do correspondente um residuo de serina. A catepsina B
possui uma treonina e as demais proteinas que sao referéncia neste estudo

possuem um aspartato em tal posicdo. A incidéncia de cada residuo na presenca do



70

outro entre os dois residuos da comunidade 3 apresenta percentuais altos, acima de

80%, ainda que individualmente eles estejam presentes pouco acima de 50%.

All | C155 | S55
C15555,03] O |86,1
S55 52,35 819 | O

Tabela 6. Matriz de correlacdo dos residuos da comunidade 3 gerada a partir do alinhamento
multiplo das cisteino proteases. Os dados sdo apresentados em porcentagem e na tabela constam
todos os residuos que coevoluem na comunidade 3. Tabela gerada pelo PFSTATS como parte dos

resultados obtidos a partir do alinhamento da familia de cisteino proteases.

Na comunidade 4 a porcentagem de ocorréncia tanto da Lys181 quanto da
Vall3 em todas as proteinas do alinhamento também é em torno de 50%, como
observado para a comunidade 3. Os indices de correlacdo entre os dois residuos da

comunidade 4 também séo valores altos, em torno de 80%(Tabela 7).

All | K181 | Vi3

K181 | 52,03 0 80,03

V13 | 52,07 | 80,09 0

Tabela 7. Matriz de correlac&o dos residuos da comunidade 4 gerada a partir do alinhamento
multiplo das cisteino proteases. Os dados sdo apresentados em porcentagem e na tabela constam
todos os residuos que coevoluem na comunidade 4. Tabela gerada pelo PFSTATS como parte dos

resultados obtidos a partir do alinhamento da familia de cisteino proteases.

Finalmente, na comunidade 5 a porcentagem de ocorréncia tanto da Leu48
guanto da GIn51 em todas as proteinas do alinhamento € em torno de 68%, um

valor mais alto que o observado nas comunidades 3 e 4 mas ainda menor quando se
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compara com a porcentagem de ocorréncia dos residuos em todas as proteinas do
alinhamento das comunidades 1 e 2. Assim como nas demais comunidades
descritas anteriormente, os indices de correlacdo entre os dois residuos da
comunidade 5 sao valores altos, em torno de 80% (Tabela 8).

All | L48] Q51

L48 | 68,19 O | 80,25

Q51)68,75]80,9] O

Tabela 8. Matriz de correlacdo dos residuos da comunidade 5 gerada a partir do alinhamento
multiplo das cisteino proteases. Os dados sdo apresentados em porcentagem e na tabela constam
todos os residuos que coevoluem na comunidade 5. Tabela gerada pelo PFSTATS como parte dos

resultados obtidos a partir do alinhamento da familia de cisteino proteases.

5.7 Residuos Conservados

Os residuos conservados da familia das cisteino proteases foram obtidos a
partir da determinacdo de um cutoff minimo de conservacdo de 80% e estdo
descritos na tabela 9, representada abaixo com a numeracdo dos residuos da
cruzaina e com os respectivos indices de ocorréncia em toda a familia de cisteino
proteases. Foram encontrados 10 residuos que sdo conservados evolutivamente
nesta familia. Assim, o residuo GIn19, por exemplo, é encontrado em 87% de todas

as proteinas do alinhamento.
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Residuos conservados

Q19 | C25 | S49 | H162 | G168 | N182 | S183 | W184 | G189 | G192

indice de 87% || 84% | 84% | 89% | 94% | 92% | 86% | 83% | 85% | 91%

conservacgao

Tabela 9. Tabela de residuos conservados gerada a partir do alinhamento mdultiplo de cisteino
proteases. Os indices de conservacdo de cada residuo sdo apresentados em porcentagem e na
tabela constam todos os residuos conservados na familia de cisteino proteases. A numeracao dos
residuos apresentada é a da cruzaina, que nesse estudo é a representante da familia de cisteino
proteases. A numeracao dos residuos das demais proteinas dessa familia sdo correspondentes as da
cruzaina. Tabela gerada pelo PFSTATS como parte dos resultados obtidos a partir do alinhamento da

familia de cisteino proteases.

A figura 20 representa todos os residuos conservados da familia de cisteino
proteases na estrutura da cruzaina, para uma visdo geral do posicionamento dos

mesmaos.

Figura 20. Residuos conservados da familia de cisteino proteases destacados na estrutura da
cruzaina. Destacada a estrutura da cruzaina (PDB: 3KKU) em cartoon rosa claro. Residuos
conservados representados na forma de bastfes. Nitrogénio em azul escuro, oxigénio em vermelho,

enxofre em amarelo. Figura preparada com o programa Pymol (Schrédinger, LCC, 2015).
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5.8 Diagrama de Ramachandran

Para definir os residuos que se encontram em posi¢cdes energeticamente
favoraveis e analisar os angulos ¢ (phi) e y (psi) de alguns residuos dentro da
sequéncia tais como prolina e glicina, foi gerado o Diagrama de Ramachandran para
a cruzaina através do servidor MolProbity. Na figura 21 observam-se todos os
residuos da cruzaina, todas as glicinas e todas as prolinas nas conformacdes cis e
trans. Pode-se observar que 97,8% (222 dos 227) dos residuos estédo localizados

em regides favoraveis do diagrama.
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Figura 21. Diagrama de Ramachandran para a estrutura da cruzaina. Representados os angulos
@ (phi) e y (psi) de todos os residuos da cruzaina no canto superior esquerdo, para todos os residuos
de glicina no canto superior direito, para todos os residuos de prolina na conformacao trans no canto
inferior esquerdo e para todos os residuos de prolina na conformacéo cis no canto inferior direito. As
regibes favorecidas estdo representadas em azul claro, as regibes permitidas, porém com algum
impedimento energético estdo representadas em azul escuro e as regides ndo permitidas estdo
representadas em branco. Diagrama gerado pelo servidor MolProbity.
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6. Discusséao

6.1 Comunidade 1

A comunidade 1 é a maior comunidade de residuos -correlacionados
identificada neste estudo, sendo composta por 22 residuos. Dentre eles encontram-
se cinco residuos de cisteina: Cys22, Cysb56, Cys63, Cys101 e Cys203, destacados
na figura 22 abaixo. Todos eles apresentam ocorréncia mediana ou elevada na
familia, sendo que Cys203 é o residuo encontrado com menor frequéncia. Assim,
Cys22 é encontrada em 84,45% das sequéncias, Cys56 em 84,77%, Cys63 em
86,52%, Cysl1l01 em 83,62% e Cys203 em 69,96%. Cys22 forma uma ponte
dissulfeto com Cys63 e esta a uma distancia de 8A de Cys25, e ambos os residuos,
Cys22 e Cys63, sdo classificados como residuos proximais ao sitio ativo. Cys56
forma uma ponte dissulfeto com Cys101 e encontra-se a uma distancia de mais de
15A de Cys25. Cys56 e Cys101 séo classificados como residuos remotos, devido a
sua maior distancia em relacdo a Cys25 (LEE, G. M., et al, 2012). Cys22 e Cys101
se encontram em alcas separadas e Cys56 e Cys63 em pequenas a-hélices
distintas. O residuo Cys203 realiza ponte dissulfeto com o residuo Cys155, sendo
que este ultimo integra a comunidade 3. Cys 203 é encontrado em uma pequena a-
hélice e é classificado como residuo remoto por estar a uma distancia de mais de
15A de Cys25 (LEE, G. M., et al, 2012).
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Figura 22. Representacdo da estrutura da cruzaina destacando os residuos de cisteina que
fazem parte da comunidade 1 e suas distancias em relacdo a Cys25. Destacada a estrutura da
cruzaina (PDB: 3KKU) em cartoon rosa claro. Os residuos estdo representados na forma de bastbes
coloridos,nitrogénio em azul escuro e oxigénio em vermelho. O residuo Cys22 realiza uma ponte
dissulfeto com o residuo Cys63, o residuo Cys56 realiza uma ponte dissulfeto com Cysl01l e o
residuo Cys203 realiza uma ponte dissulfeto com Cysl155 (sendo que esse Ultimo faz parte da
comunidade 3). Representado o residuo de Cys25, que faz parte da diade catalitica, e destacadas
em linhas tracejadas amarelas as distancias entre as cisteinas da comunidade 1 e a Cys25. Figura

preparada com o programa Pymol (Schrodinger, LCC, 2015).

Coerente com as ligacOes dissulfeto descritas acima, a analise de correlacao
entre os residuos de cisteina dessa comunidade apontam correlacdes altas entre os
residuos Cys22, Cys56, Cys63 e Cys101. Considerando-se, por exemplo, o residuo
Cys na posicdo 63 a sua ocorréncia aumenta de 86,52% para 98,63% quando ha
uma cisteina na posicdo 22. Da mesma forma, observa-se um aumento na
ocorréncia da Cys56, de 84,77% para 95,36%, quando ha um residuo de cisteina na
posicdo 101. Assim, se verifica correlacbes muito fortes entre os residuos que
formam as pontes dissulfeto. Com relacdo ao residuo Cys203 a correlacdo deste
com as demais cisteinas também é alta, em torno de 78%. Portanto, de forma geral
observa-se que a ocorréncia de cada cisteina da comunidade 1 nas proteinas da
familia das cisteino proteases sofre aumento na presenca dos demais residuos de

cisteina dessa comunidade.
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Na estrutura da cruzaina sdo encontrados dois conjuntos de residuos com
ocorréncia elevada, situados no lado da proteina em frente ao seu sitio ativo. O
primeiro conjunto é composto pelos residuos Tyr91, Pro90, Glu86, Tyr89, GIn51 e
Ser49 e o0 segundo conjunto € composto pelos residuos Tyr193, Arg8, Vall6, Glyl1,
Asp6 e Vall3. Ambos os grupos de residuos estdo localizados em um longo sulco
raso, formado principalmente por varias alcas desordenadas que atravessam a
superficie da proteina. Apesar dessas alcas serem desordenadas, elas sdo mantidas
em uma posicao rigida pela estabilizacdo dos residuos que compfe os dois
conjuntos citados (DURRANT, J. D., et al, 2010). A figura 23, representada

abaixo,ilustra esses dois grupos de residuos destacados na estrutura da cruzaina.

Figura 23. Representacdo de dois conjuntos de residuos importantes para estabilizacdo de
alcas na estrutura da cruzaina. Destacada a estrutura da cruzaina (PDB: 3KKU) em superficie
transparente rosa claro como uma enzima representante da familia de cisteino proteases. Os
residuos estéo representados na forma de bastfes coloridos de acordo com o tipo atdmico (Carbono
colorido de acordo com a legenda determinada para cada grupo, hidrogénio em branco, nitrogénio em
azul escuro, oxigénio em vermelho, enxofre em amarelo). Primeiro grupo destacado em ciano e
composto pelos residuos: Tyr91, Pro90, Glu86, Tyr89, GIn51, Ser49. Segundo grupo destacado em
magenta e composto pelos residuos Tyrl93, Arg8, Vall6, Glyll, Asp6, Vall3. Ambos os grupos
possuem papel importante para estabilizagédo de vérias algas que atravessam a estrutura da cruzaina.
Residuos que compdem a diade catalitica, Cys25 e His162, foram destacados em verde. Figura

preparada com o programa Pymol (Schrédinger, LCC, 2015).
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Os residuos Asp6 e Arg8 integrantes do segundo conjunto e da comunidade 1
sdo importantes para manter a rigidez e organizacdo das algas desordenadas que
atravessam a estrutura da proteina. O residuo Arg8 realiza ligagbes de hidrogénio
com o residuo Glyll e ambos ancoram parte da alca formada pelos residuos de 11
a 23. Uma pequena a-hélice formada pelos residuos 7 a 10, incluindo Arg8, é
mantida em sua posi¢cdo adequada mediante multiplas ligacbes de hidrogénio entre
os residuos Asp6 e Arg8 (DURRANT, J. D., et al, 2010). A figura 24, representada
abaixo, ilustra a longa alca que é formada pelos residuos 11 a 23 e também as
interacdes que ocorrem entre os residuos Asp6, Arg8 e Glyll. Provavelmente tais
interacbes entre esses residuos sdo criticas para manutencdo da estrutura
adequada da proteina e para sua funcdo. Ademais, Asp6 é analogo ao residuo
Asp236 da catepsina C e pacientes com mutacdes Asp236Tyr desenvolvem a
Sindrome Papillon-Leféevre, o que sugere disfuncdo da catepsina C (ALLENDE, L.
M., 2001).0s residuos Asp6 e Arg8 possuem ocorréncia elevada e mediana na
familia, sendo encontrados em 82,21 e 74,14% das cisteino proteases. As
interacdes observadas entre estes residuos sugerem correlacdo por questdes
estruturais. Além das interacdes descritas anteriormente entre ambos os residuos,

pode-se observar a partir da figura 24 a ocorréncia de uma ponte salina entre eles.
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Figura 24. Representacdo de parte da estrutura da cruzaina destacando interacbes polares
entre residuos que auxiliam no ancoramento da alga contendo os residuos 11-23. Destacada a
estrutura da cruzaina (PDB: 3KKU) em cartoon rosa claro. Os residuos estéo representados na forma
de bastdes coloridos de acordo com o tipo atdmico (Carbono colorido de acordo com a legenda
determinada para cada grupo, nitrogénio em azul escuro, oxigénio em vermelho). O residuo Arg8
realiza ligacdo de hidrogénio com o residuo Glyll e uma ponte salina com o residuo Asp6. Esses
residuos auxiliam no ancoramento de uma longa alca formada pelos residuos das posi¢cdes 11 a 23
(destacada com carbonos em ciano). A linha tracejada em amarelo representa uma ligacdo de
hidrogénio, a linha tracejada em laranja representa uma ponte salina e a linha tracejada em verde
representa uma interacdo entre residuos que auxilia no ancoramento da longa alga. Figura preparada

com o programa Pymol (Schrédinger, LCC, 2015).

Os residuos Phe28 e Glu35 fazem parte de uma mesma a-hélice longa e
apresentam ocorréncia mediana na familia, sendo encontrados em 73,28 e 67,87%
de todas as cisteino proteases, respectivamente. Ambos sdo descritos como
integrantes do terceiro sitio alostérico predito computacionalmente para a cruzaina.
O residuo Glu35 forma uma ponte salina com o residuo Lysl7, conforme
demonstrado na figura 25 abaixo, e ambos atuam como um “portao funcional” da
cavidade interna do terceiro sitio alostérico predito para a cruzaina. Cumpre
destacar que a forma mais fechada do terceiro sitio € a mais prevalente nas
estruturas cristalinas descritas para a cruzaina, ja que geralmente Lysl7 e Glu35

encontram-se a uma distancia ideal para formacdo da ponte salina (cerca de 3,5A
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em estruturas cristalinas) (ALVAREZ, L. H., 2017). A correlagdo entre Phe28 e Glu35
€ alta e devido ao fato de ambos fazerem parte do terceiro sitio predito presume-se
gue estejam envolvidos na regulacdo alostérica da enzima (DURRANT, J. D., et al,
2010). Tal envolvimento poderia explicar os altos valores de correlagéo encontrados

entre eles.

Figura 25. Representacédo de parte da estrutura da cruzaina destacando uma interagdo entre os
residuos Glu35 e Lys17.Destacada a estrutura da cruzaina (PDB: 3KKU) em cartoon rosa claro. Os
residuos estdo representados na forma de bastbes, nitrogénio em azul escuro e oxigénio em
vermelho. O residuo Glu35 realiza uma ponte salina com o residuo Lys17 e ambos atuam como um
“portao funcional” da cavidade interna do terceiro sitio alostérico predito para a cruzaina.A linha
tracejada em amarelo representa a ponte salina entre os &tomos dos residuos envolvidos nessa

interacdo. Figura preparada com o programa Pymol (Schrodinger, LCC, 2015).

Os residuos Tyrl47 e Glyl50 ocupam uma extensa alca que faz parte do
emaranhado de alcas que atravessam a superficie da proteina. Ambos possuem
ocorréncia elevada na familia, sendo encontrados em 85,03 e 88,57% de todas as
cisteino proteases. Nao foram encontrados dados na literatura acerca do residuo
Tyrld7 da cruzaina, no entanto o residuo correspondente da catepsina K (Tyr145)
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parece ser importante para interacdo da enzima com a condroitina-4-sulfato (LI, Z. et
al, 2008).

Também nédo foram encontrados na literatura dados acerca do residuo Gly150
da cruzaina, porém o residuo correspondente da pré-catepsina K (Gly148), forma
uma alca composta pelos residuos Serl38 a Asnl56. Ademais Gly148 forma a
quinta margem da maior fita B do dominio C-terminal, juntamente com Tyrl50
(SIVARAMAN, J., et al, 1999). A andlise de correlacdo entre Tyrl47 e Glyl50 é alta
e o fato de tais residuos estarem conjuntamente envolvidos em questdes estruturais

corrobora os altos valores de correlagéo encontrados.

Os residuos Gly62 e Gly66 apresentam ocorréncia mediana e elevada na
familia, respectivamente. Gly62 € encontrada em 72,25% de todas as sequéncias
enquanto Gly66 é encontrada em 86,98%. Gly62 encontra-se em uma pequena a-
hélice e Gly66 em uma pequena alga que liga duas a-hélices. O residuo Gly65 da
catepsina S, correspondente a Gly62 da cruzaina, forma juntamente com atomos da
cadeia principal de Asn64, um sulco na parede do dominio esquerdo do sitio de
ligacdo S1 desta proteina (MCGRATH, M. E., et al, 1998). Por outro lado, Gly66
possui participacdo na realizacdo de ligacbes de hidrogénio com o arcabouco de
alguns inibidores analogos de hidroximetil cetona da cruzaina, contribuindo assim
para sua estabilizacdo (HUANG, L., BRINEN, L. S., ELLMAN, J. A., 2003). A analise
de correlacédo dos residuos Gly62 e Gly66 evidencia valores medianos e elevados

de correlacdo entre esses residuos e os demais residuos da comunidade 1.

A analise do Diagrama de Ramachandran para os residuos de glicina da
comunidade 1 da cruzaina mostra que todos eles, Gly62, Gly66 e Glyl50 se
encontram em regides permitidas, conforme demonstrado na figura 26 abaixo. Os
residuos Gly62 e Gly66 se encontram em regides que sdo também permitidas para
0s outros tipos de residuos. Por outro lado, o residuo Glyl50, na estrutura
secundaria localiza-se em uma alca, e encontra-se em uma regido nao permitida
para os outros tipos de residuos (¢ = +93,7°, ¢ = - 176°).Desta forma,um outro
residuo na posicdo 150 ndo poderia assumir os mesmos angulos torcionais,

causando alteracdo conformacional na proteina.
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Figura 26. Diagrama de Ramachandran para a estrutura da cruzaina destacando as glicinas
gue fazem parte da comunidade 1. Representados os angulos ¢ (phi) e w (psi) de todos os residuos
de glicina. As regides favorecidas estao representadas em azul claro, as regides permitidas, porém
com algum impedimento energético estdo representadas em azul escuro e as regides ndo permitidas
estdo representadas em branco. Foram indicadas as glicinas da comunidade 1com suas respectivas
posicles: Gly62(¢ = +60,7°, y = -131,8°), Gly66 (¢ = +176,4°, w = -177°) e Gly150 (¢ = +93,7°, y = -
176°). Diagrama gerado pelo servidor MolProbity.

O residuo Tyr89 faz parte das alcas desordenadas que atravessam a
superficie da proteina e que sdo mantidas em suas posi¢cdes rigidas por dois
conjuntos de residuos. Conforme mencionado anteriormente, o primeiro conjunto é
formado pelos residuosTyr91, Pro90, Glu86, Tyr89, GIn51 e Ser49 e o segundo
conjunto é formado pelos residuos Tyr193, Arg8, Vall6, Glyll, Asp6 e Vall3. Esses
dois conjuntos de residuos possuem importante funcéo de estabilizacdo na estrutura
da proteina (DURRANT, J. D., et al, 2010). Tyr89 apresenta ocorréncia mediana,
sendo encontrada em 65,55% das cisteino proteases. Tyr89 integra uma alca
formada pelos residuos 88 a 109 e também integra o primeiro e o quarto sitios

alostéricos preditos computacionalmente para a cruzaina (ALVAREZ, L. H., 2017).

Os residuos Tyrl77 e Trpl78 apresentam ocorréncia mediana e elevada na
familia das cisteino proteases, respectivamente, sendo encontrados em 72,47% e

81,19% das sequéncias. A analise da localizacdo dos residuos Tyrl77 e Trpl78 na
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estrutura da cruzaina através do Pymol mostra que ambos fazem parte de uma fita
B. Nao foram encontradas informagdes adicionais na literatura acerca dos residuos
Tyrl77 e Trpl78 da cruzaina, tampouco acerca dos residuos correspondentes nas

proteinas que foram referéncia neste estudo.

O residuo Trp26 apresenta ocorréncia mediana na familia das cisteino
proteases, sendo encontrado em 79,26% de todas as sequéncias. Trp26 localiza-se
em uma longa a-hélice e apresenta correlacdo mediana e elevada com os demais

residuos da comunidade 1.

Com relacdo ao residuo Vall67, ndo foram encontrados dados na literatura
acerca de tal residuo da cruzaina, tampouco na papaina ou em catepsinas
humanas. Vall67 é encontrada em 69,44% de todas as proteinas da familia e
conforme analise da estrutura da cruzaina verificou-se que se localiza em uma
extensa fita B. O residuo de Vall67 possui valores de correlacdo medianos e

elevados em relacdo aos demais residuos da comunidade 1.

O residuo Tyr193 faz parte do segundo conjunto de residuos, mencionado
anteriormente, que auxiliam na estabilizacdo da estrutura da proteina (figura 23)
(DURRANT, J. D., et al, 2010). A analise da localizacédo de Tryl193 na estrutura da
cruzaina no Pymol evidencia que tal residuo localiza-sena transi¢cdo entre uma alca
e uma fita B. Tyrl93 é encontrada em 68,39% das sequéncias e possui correlacéo
mediana e elevada em relacdo aos demais residuos da comunidade 1. Portanto,

Tyrl93 possui importancia apenas estrutural na familia.

Os residuos de prolina que fazem parte da comunidade 1, Pro2 e Prol34,
estdo localizados em pequenas voltas. A partir da analise da estrutura da cruzaina
no Pymol verificou-se que Pro2 se localiza no inicio de uma volta que antecede uma
fita B enquanto Prol34 se localiza em outra volta situada entre uma a-hélice e uma
fita B. Enquanto Pro2 apresenta ocorréncia mediana na familia sendo encontrada em
72,98% das sequéncias, Prol34 possui ocorréncia elevada, sendo encontrada em
85,55% das sequéncias. Segundo ALVAREZ, L. H. (2017), Pro2 faz parte do sexto
sitio computacionalmente predito como alostérico da cruzaina, apresentando,
portanto, importancia funcional na proteina. Com relacdo a Prol34 n&o foram
encontrados dados na literatura para nenhuma das proteases referéncia. A analise

do Diagrama de Ramachandran para os residuos de prolina mostra que na estrutura
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da cruzaina sdo encontradas prolinas apenas na configuracao trans e que todas as
prolinas, incluindo Pro2 e Prol134, estao localizadas em regides permitidas (figura 27

abaixo).

Trans proline

180 Pro2

Prol34

Psi

-180 A

-180 0 Phi 180

Figura 27. Diagrama de Ramachandran para a estrutura da cruzaina destacando as prolinas
que fazem parte da comunidade 1. Representados os angulos ¢ (phi) e y (psi) de todos os residuos
de prolina. Todas as prolinas da cruzaina encontram-se na configuracéo trans. As regides favorecidas
estdo representadas em azul claro, as regides permitidas, porém com algum impedimento energético
estdo representadas em azul escuro e as regides ndo permitidas estdo representadas em branco.
Foram indicadas as prolinas da comunidade 1 com suas respectivas posicoes: Pro2 (¢ = -62,6°, g =
+159,3°) ePro134 (¢ = -57,4°, y = +149°). Diagrama gerado pelo servidor MolProbity.

Por fim, Asnl170, localiza-se na transi¢cdo entre a ponta de uma fita f e uma
longa alca e apresenta ocorréncia mediana na familia, sendo encontrada em 72,5%
das sequéncias. Asnl70 é um sitio de N-glicosilacdo e as duas isoformas da
cruzaina, cruzipaina 1 e 2, possuem trés provaveis sitios de glicolisacdo, sendo que
um deles é o residuo Asn170, encontrado em ambas as isoformas. Os demais sitios
sdo Asn47, encontrado apenas na cruzipainal, e Asn255, encontrado em ambas
isoformas (SCHARFSTEIN, J. in KELLY, J. M., 2003). As demais proteinas que sao
referéncia neste estudo possuem na posi¢cdo 170 ou correspondente residuos de

glicina enquanto apenas a catepsina O possui um residuo de aspartato.
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Portanto, a partir da analise de todos os residuos da comunidade 1 pode-se
concluir que nela encontram-se residuos que se correlacionam evolutivamente por
questbes distintas, tanto funcionais quanto estruturais. Assim, os residuos Pro2,
Phe28, Glu35 e Tyr89 correlacionam-se por questdes funcionais, provavelmente
alosterismo. Por outro lado os residuos Cys22, Cys56, Cys63, Cys1l01l e Cys203
estdo implicados em questdes estruturais ja que realizam ligagdes dissulfeto (Cys22
e Cys63, Cysb6 e Cysl101, Cys203 realiza ligacdo dissulfeto com Cys155, que por
sua vez faz parte da comunidade 3), assim como 0s demais residuos: Asp6, Arg8,
Trp26, Gly62, Gly66, Tyr89, Tyrld7, Glyl50 e Tyrl93, que parecem coevoluir
também por questdes estruturais. Com relacéo aos residuos Prol134, Vall67, Tyrl77
e Trpl78 ainda ndo ha dados na literatura que descrevam sua funcdo e/ou

importancia para a proteina.

6.2 Comunidade 2

Dentre os residuos correlacionados que compdem a comunidade 2, Cys25 e
His162 formam a diade catalitica e apresentam ocorréncia elevada na familia, sendo
encontrados em 89,11 e 95,45% das sequéncias, respectivamente.A atividade
proteolitica de todas as cisteino proteases ocorre apenas devido a presenca dos
residuos de Cys e His no sitio ativo da enzima e nesse sentido a etapa crucial do
processo de catélise € a formacdo de par iGnico reativo tiolato/imidazdlico, que
resulta da transferéncia de protons entre Cys25 e His162 (RZYCHON, M.; CHMIEL,
D.; STEC-NIEMCZYK, J., 2004).

O residuo GInl19, que também faz parte da comunidade 2 apresenta
conservacao alta na familia sendo encontrado em 95,21% das sequéncias. Ele
parece possuir importante papel na catalise, auxiliando na manutencdo do carater
nucleofilico dos residuos da diade catalitica (NOVINEC, M.; LENARCIC, B., 2013). A
analise de correlacdo entre os residuos GInl9, Cys25 e Hisl62 aponta uma
correlacdo alta entre eles. Quando a glutamina esta na posicao 19 e a histidina esta
na posicdo 162, a ocorréncia de Cys25 aumenta de 89,11% para 91,29% e 92,58%,
respectivamente. Da mesma forma, sdo observados aumentos na ocorréncia de
GIn19 e His1l62 quando se tem os pares de residuos: Cys25 e His162 e GInl9 e

Cys25, respectivamente. Os aumentos de tais valores de ocorréncia desses
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residuos na presenca dos demais confirmam a relevancia e a interdependéncia dos
mesmos no processo de catdlise. Portanto, pode-se afirmar que eles correlacionam-
se evolutivamente por questdes funcionais. A figura 28, mostrada abaixo, destaca os
residuos de GIn19, Cys25 e His162.

Figura 28. Representacdo de parte da estrutura da cruzaina destacando residuos importantes,
direta e indiretamente, para o processo de catadlise e que fazem parte da comunidade 2.
Destacada a estrutura da cruzaina (PDB: 3KKU) em cartoon rosa claro, nitrogénio em azul escuro e
oxigénio em vermelho. Os residuos Cys25 e His162 fazem parte da diade catalitica e o residuo GIn19
auxilia na estabilizacéo do oxianion de Cys25 além de auxiliar na manutengéo do carater nucleofilico

da diade. Figura preparada com o programa Pymol (Schrédinger, LCC, 2015).

Os residuos Gly23 e Gly65 também apresentam ocorréncia alta, sendo
encontrados em 82,84 e 88,49% das sequéncias da familia, respectivamente. Gly65
integra a formagdo de uma ampla volta juntamente com os residuos Cys63, Asn64 e
Gly66 que por sua vez € continua a uma cadeia lateral do sitio de ligacdo S1. Gly23
faz parte de uma alga, juntamente com os residuos Ser21 e Cys22, que se configura
como o local de ligacdo da cadeia lateral de P1. Tanto a volta quanto a al¢ca séo
reticuladas no topo da proteina mediante uma ponte dissulfeto entre Cys22 e Cys63
(TURK, D., et al, 1998).
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A analise do Diagrama de Ramachandran para os residuos de glicina da
comunidade 2 da cruzaina mostra que os residuos Gly23 e Gly65 se encontram em
regibes permitidas, conforme demonstrado na figura 29 abaixo. O residuo Gly23 se
encontra em uma regido também permitida para os outros tipos de residuos. J& o
residuo Gly65 encontra-se em uma regidao nao permitida para os demais residuos (¢
= +119,3°, y = +177,1°), de forma que a presenga de glicina nessa posicdo é
importante para assegurar a conformacédo da proteina.

Glycine
180

-180

-180 0 Phi 180

Figura 29. Diagrama de Ramachandran para a estrutura da cruzaina destacando as glicinas
gue fazem parte da comunidade 2. Representados os angulos ¢ (phi) e w (psi) de todos os residuos
de glicina. As regides favorecidas estao representadas em azul claro, as regides permitidas, porém
com algum impedimento energético estdo representadas em azul escuro e as regides ndo permitidas
estdo representadas em branco. Foram indicadas as glicinas da comunidade 2 com suas respectivas
posicoes: Gly23 (¢ = -81,8°, y = +61,6°) e Gly65 (¢ = +119,3°, y = +177,1°). Diagrama gerado pelo
servidor MolProbity.

Outro residuo correlacionado que comp8em a comunidade 2 é o residuo
Tyr91, encontrado em 87,75% das sequéncias da familia. O residuo Tyr91 faz parte
de uma longa alca que atravessa a superficie da proteina, que por sua vez é

formada pelos residuos Tyr86 a Thrl01l. Tyr91 também faz parte do grupo de
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residuos do terceiro sitio alostérico predito da cruzaina, juntamente com os residuos
Phe28 e Glu35 da comunidade 1 e Leu48 da comunidade 5 (ALVAREZ, L. H., 2017).
Além disso, Tyr91 integra o primeiro conjunto de residuos, juntamente com o0s
residuos Pro90, Glu86, Tyr89, GIn51 e Ser49, que possuem importancia na
estabilizacdo da estrutura da proteina (figura 12) (DURRANT, J. D., et al, 2010).

Portanto, a partir da analise dos residuos da comunidade 2 pode-se concluir
gue nela encontram-se residuos que se correlacionam evolutivamente por questées
funcionais como catélise, residuos GIn19, Cys25 e Hisl62, e possivelmente
alosterismo, residuo Tyr91, enquanto ha residuos que se correlacionam por
guestdes estruturais, como € o caso dos residuos Gly23, Gly65 e Tyr91.

6.3 Comunidade 3

Os residuos Ser55 e Cysl55 sao correlacionados e fazem parte da
comunidade 3. O residuo Ser55 encontra-se localizado em uma pequena a-hélice e
possui conservacdo mediana na familia, sendo encontrado em 52,35% das
sequéncias. Dentre as proteinas elencadas como referéncia neste estudo apenas a
cruzaina e a catepsina C possuem um residuo de serina na posicdo 55 ou
correspondente. A catepsina B possui uma treonina enquanto as demais proteinas
referéncia possuem residuos de aspartato nesta posicdo. Os residuos de serina e
treonina sdo polares neutros e possuem em sua cadeia lateral grupos que tendem a
formar ligacdes de hidrogénio enquanto o residuo de aspartato é acido e sua cadeia

lateral é formada pelo grupamento carboxilato.

Dados do alinhamento mostram que diversas proteinas de diversos tipos de
organismos, tais como animais, plantas, virus e organismos procariotas possuem
residuo de serina ou residuo de aspartato na posicdo 55 ou correspondente.
Portanto, a ocorréncia de residuos de serina ou de aspartato nesta posicao parece
nao se relacionar a funcdes especificas de um determinado grupo de proteinas. Por
outro lado, a substituicdo de residuos de serina por residuos de aspartato ou vice-
versa parece ndo afetar substancialmente a estrutura da proteina. Ndo foram
encontrados na literatura informacgfes referentes a importancia e/ou funcdo dos

residuos presentes nesta posicao.
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O residuo Cys155 é encontrado em 55,03% de todas as sequéncias, localiza-
se em uma longa alc¢a e realiza ponte dissulfeto com o residuo Cys203 (LEE, G. M.,
et al, 2012), que integra a comunidade 1, conforme demonstrado na figura 30
abaixo. O residuo Cys155 é classificado como residuo remoto por localizar-se a uma
distancia de mais de 15A de Cys25 (LEE, G. M., et al, 2012). Portanto, o residuo
Cys155 possui importante papel estrutural na proteina. Com relacdo ao residuo
Ser55 ainda ndo existem dados conclusivos na literatura sobre a sua importancia
elou funcdo. Assim, sdo necessarios estudos que possam verificar o papel que
Ser55 desempenha na estrutura da proteina. A analise de correlacdo entre os

residuos desta comunidade aponta uma correlacéo alta entre eles.

Figura 30. Representacéo de parte da estrutura da cruzaina destacando o residuo de Cys155 e
sua distancia em relacdo a Cys25. Destacada a estrutura da cruzaina (PDB: 3KKU) em cartoon
rosa claro, nitrogénio em azul escuro e oxigénio em vermelho. O residuo de Cysl155 realiza ponte
dissulfeto com o residuo Cys203 (sendo que esse Ultimo faz parte da comunidade 1). Representado o
residuo de Cys25, que faz parte da diade catalitica, e destacada em linha tracejada amarela a
distancia entre a cisteina da comunidade 3 e a Cys25. Figura preparada com o programa Pymol
(Schrédinger, LCC, 2015).
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6.4 Comunidade 4

Os residuos Vall3 e K181 correlacionam-se e fazem parte da comunidade 4.
O residuo Vall3 integra um grupo de residuos descritos como importantes para
estabilizacdo da estrutura da cruzaina, juntamente com os residuos Tyrl86, Arg8,
Vall6, Glyll e Asp6 (figura 12). O residuo Vall3 possui ocorréncia mediana na
familia, sendo encontrado em 52,07% das sequéncias (DURRANT, J. D., et al,
2010).

O residuo Lys181 também possui conservacdo mediana na familia, 52,03%
de todas as sequéncias e localiza-se na porcdo C-terminal da proteina, no inicio de
uma alca que une duas fitas B. N&do foram encontrados na literatura informacdes
referentes a importancia e/ou funcdo do residuo Lys181 nas proteinas referéncia
analisadas. Como o residuo Vall3 esta implicado em questdes estruturais pode-se
cogitar a hipotese de que também o residuo Lys181 poderia estar envolvido em
guestdes estruturais, uma vez que ambos correlacionam-se pela evolucao. A analise
dos residuos de Vall3 e Lysl81 na estrutura da cruzaina no Pymol permite
identificar uma provavel interacdo hidrofébica entre a cadeia lateral da valina e a
porcdo hidrofébica da lisina, conforme destacado na figura 31. Assim, a distancia
observada entre essas porcdes da valina e da lisina € de 3,73A, o que pode indicar
uma interacdo entre esses residuos corroborando a hipétese do envolvimento da
Lys181 em questdes estruturais. No entanto, sdo necessarios estudos para analisar
a funcdo e a importancia desse residuo para estrutura e/ou funcdo da proteina.A
analise de correlacédo entre os residuos desta comunidade aponta uma correlagcéo

alta entre eles.
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Figura 31. Representacdo de parte da estrutura da cruzaina destacando uma provavel
interacdo hidrofébica entre residuos da comunidade 4. Destacada a estrutura da cruzaina (PDB:
3KKU) em cartoon rosa claro, nitrogénio em azul escuro, oxigénio em vermelho. Pode-se verificar
uma provavel interagdo hidrofébica entre a cadeia lateral da Vall3 e a porcéo hidrofobica da Lys181.
A linha tracejada em amarelo representa a interagcdo hidrofébica entre os atomos dos residuos

envolvidos nessa interag&o. Figura preparada com o programa Pymol (Schrédinger, LCC, 2015).

6.5 Comunidade 5

Os residuos Leu48 e GIn51 compdem a comunidade 5. O residuo Leu48
possui ocorréncia mediana na familia, sendo encontrado em 68,19% das
sequéncias. Ele situa-se em uma longa alga entre uma a-hélice longa e uma a-hélice
curta e realiza ligacdes de hidrogénio com os residuos Lysl7 e Glu35, conforme
demonstrado na figura 32 abaixo. Leu48 faz parte do grupo de residuos do terceiro
sitio alostérico predito computacionalmente para a cruzaina. As posi¢bes dos
residuos dentro deste terceiro sitio alostérico predito sdo importantes para a
interacdo adequada com os ligantes e nesse sentido o residuo Leu48 parece nao se
configurar como extremamente relevante uma vez que nado é conservado, 0 que ja
ocorre com 0s residuos Lys1l7 e Phe28 (ALVAREZ, L., H., 2017). Assim sendo, 0
residuo Leu48 parece ser importante no que diz respeito a questbes funcionais
(alosterismo).
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Figura 32. Representacdo de parte da estrutura da cruzaina destacando interagdes polares
entre o residuo de Leu48 e os residuos Lys17 e Glu35. Destacada a estrutura da cruzaina (PDB:
3KKU) em cartoon rosa claro, nitrogénio em azul escuro e oxigénio em vermelho. O residuo de Leu48
realiza ligagdo de hidrogénio com os residuos de Lysl7 e Glu35.As linhas tracejadas em amarelo
representam as ligag@es de hidrogénio entre os atomos dos residuos envolvidos nessas interagdes.
Figura preparada com o programa Pymol (Schrédinger, LCC, 2015).

O residuo GIn51 integra um conjunto de residuos da cruzaina, juntamente
com Tyr88, Pro87, Glu83, Tyr86 e Ser49, que possui papel importante na
estabilizacdo de alcas da proteina (figura 23). GIn51 possui ocorréncia mediana,
sendo encontrado em 68,75% das sequéncias e pertence a uma a-hélice estavel
gue é formada pelos residuos de Ser49 a Leu56. Além disso, o atomo de oxigénio
do grupamento carbonilico da cadeia lateral de GIn51 forma duas ligacdes de
hidrogénio, uma com atomos da cadeia principal do residuo Ala92 e outra com o
grupo hidroxila da cadeia lateral do residuo Ser93, conforme demonstrado na figura
33 abaixo. O grupamento amino da cadeia lateral de GIn51 também realiza ligacbes
de hidrogénio com o grupamento hidroxila da cadeia lateral do residuo Ser93
(DURRANT, J. D., et al, 2010). GIn51 também integra o quarto sitio alostérico da
cruzaina que foi predito computacionalmente (ALVAREZ, L., H., 2017).
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Figura 33. Representacdo de parte da estrutura da cruzaina destacando interagdes polares
entre o residuo de GIn51 e os residuos Ala92 e Ser93. Destacada a estrutura da cruzaina (PDB:
3KKU) em cartoon rosa claro, nitrogénio em azul escuro, oxigénio em vermelho. O residuo GIn51
realiza ligacdes de hidrogénio com Ala92 e Ser93.As linhas tracejadas em amarelo representam as
ligagBes de hidrogénio entre os atomos dos residuos envolvidos nessas interagdes. Figura preparada

com o programa Pymol (Schrédinger, LCC, 2015).

Dados de estudos de mutagénese da catepsina C apontam papel importante
do residuo GIn51. A mutacdo GIn286Arg da catepsina C, correspondente a
GIn51Arg da cruzaina, ocasiona o desenvolvimento da sindrome de Haim-Munk
(SULAK, A. et al, 2015). A sindrome de Haim-Munk é uma doenca autossémica
recessiva, extremamente rara e de queratinizacédo. Caracteriza-se clinicamente por
hiperqueratose palmoplantar, periodontite grave de inicio precoce, onicogrifose
(hipertrofia que pode produzir unhas que se assemelham a garras ou chifre de
carneiro), pé plano, aracnodactilia e acrosteodlise (reabsorcdo das falanges O0sseas
distais que pode estar associada a altera¢cdes minimas ou isquémicas da pele que
podem resultar em necrose digital). Tal sindrome foi descrita inicialmente na india e
embora alguns achados tenham sido sugestivos da sindrome Papillon-Lefévre, a
presenca de outras caracteristicas clinicas como aracnodactilia, onicogrifose,
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acrosteodlise e pé plano confirmou a hipétese de que a sindrome de Haim-Munk era
uma entidade clinica distinta (HART, T. C. et al, 2000; JANJUA, S. A. et al, 2008;
PAHWA, P. et al, 2010).

Portanto pode-se concluir que o residuo GIn51 possui uma importante funcao
na estrutura da proteina por fazer parte de um grupo de residuos que podem
desempenhar papéis na regulacdo alostérica bem como na estabilidade estrutural
(DURRANT, J. D., et al, 2010).A andlise de correlagdo entre os residuos desta

comunidade aponta uma correlacao alta entre eles.

6.6 Residuos Conservados

A partir do alinhamento realizado foram encontrados dez residuos que sao
altamente conservados evolutivamente na familia de cisteino proteases. Desses,
trés residuos coevoluem e integram a comunidade 2, discutida anteriormente, e
estdo envolvidos no processo de catalise sendo criticos para o funcionamento da
proteina: GIn19, Cys25 e His162. Além desses trés residuos, Asn182 também € um
residuo altamente conservado que possui importancia no processo catalitico.

Asn182 localiza-se em uma extensa al¢ca que conecta duas fitas B.

Cys25 e His162 formam a diade catalitica e possuem conservacao elevada,
sendo encontrados em 84 e 89% de todas as sequéncias da familia,
respectivamente. Asn182 e GIn19 também sao altamente conservados e possuem
importante papel ha manutencdo do adequado posicionamento dos residuos Cys25
e His162, que por sua vez sao cruciais para a catalise. (NOVINEC, M., LENARCIC,
B., 2013). Enquanto Asnl182 é encontrado em 92% de todas as sequéncias da
familia, GIn19 € encontrado em 87% das sequéncias. A figura 34, mostrada abaixo,
destaca os residuos GIn19, Cys25, His162 e Asn182, bem como os residuos Serl73
e Trpl84 que serdo discutidos posteriormente e possuem interacées com residuos

envolvidos na catalise.
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Figura 34. Representacdo de parte da estrutura da cruzaina destacando residuos da diade
catalitica bem como residuos que possuem algum tipo de interagdo com residuos envolvidos
na catdlise. Destacada a estrutura da cruzaina (PDB: 3KKU) em cartoon rosa claro, nitrogénio em
azul escuro, oxigénio em vermelho. Os residuos Cys25 e His162 fazem parte da diade catalitica e
sdo mantidos em posicionamento adequado devido a interagBes que ocorrem com outros residuos. O
residuo de GIn19, além de auxiliar na estabilizacdo do oxianion de Cys25, realiza ligagcdo de
hidrogénio com o residuo de Serl73.Serl73 parece possuir um papel importante na orientagao da
interacdo entre GInl19 e o substrato. Asnl182 realiza ponte uma ponte salina com His162 auxiliando na
manutencao do correto posicionamento da diade catalitica. Trp184 realiza ligagdes de hidrogénio e
também interagBes hidrofébicas com o residuo de His162. A linha tracejada em amarelo indica uma
ligacdo de hidrogénio entre Asnl182 e His162 enquanto a linha laranja indica a ligacéo de hidrogénio
entre GIn19 e Serl73. Figura preparada com o programa Pymol (Schrodinger, LCC, 2015).

Como a Cys25 € um residuo critico para a catalise, foi realizada uma analise
das proteinas do alinhamento que ndo possuem residuos de cisteina na posicao 25
e foi identificado que as proteinas que nao possuem a Cys25 possuem quaisquer
dos 19 aminoacidos, exceto triptofano e metionina. Assim, 0s residuos que

by

aparecem na posicdo 25 em substituicdo a cisteina em um maior nimero de
proteinas sdo: serina, glicina, alanina e aspartato. Um exemplo de proteina com
Ser25 ocorre no protozoario Trypanosoma congolense, agente etioldgico da doenca

nagana que acomete bovinos, ovelhas, porcos, cabras, cavalos, camelos e caes.
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Foram identificadas nesse parasita duas subfamilias de genes que codificam
cisteino proteases: seis genes codificam cisteino proteases com a diade catalitica
classica (Cys e His) enquanto sete genes codificam proteinas nas quais a cisteina é
substituida por serina. Esta substituicdo € perfeitamente conservada nesses sete
genes e foi demonstrado que pelo menos uma catepsina B que possui o residuo de
Ser25 é expressa na corrente sanguinea do hospedeiro, o que sugere que tal
proteina desempenhe uma funcdo no ciclo de vida extracelular do parasita
(MENDOZA-PALOMARES, C. et al, 2008). Outros exemplos de proteinas que
possuem Ser25 incluem uma peptidase da subfamilia C1A da Giardia intestinalis,
uma peptidase da familia C1 do Schistosoma mansoni e uma catepsina B do
Schistosoma japonicum. Nao foram encontradas informac¢des acerca da funcéo
dessas proteinas. Também foram encontradas muitas proteinas ainda néo

caracterizadas de organismos ciliados, insetos e organismos marinhos.

Os residuos Serl83 e Trpl84 possuem conservagao elevada na familia,
sendo encontrados em 86 e 83% de todas as sequéncias, respectivamente, e fazem
parte da mesma longa alca formada pelos residuos Lys180 a Tyrl93 da qual
também fazem parte os residuos Glyl89 e Glyl192. A cadeia lateral do residuo
Serl76 da papaina (correspondente a Serl83 da cruzaina) realiza ligacdo de
hidrogénio com o oxigénio da carbonila da cadeia lateral de GIn19 e parece possuir
um papel importante de orientacdo da interacdo entre GInl9 e o substrato (figura
34). Em um estudo de mutagénese sitio dirigida foi realizada uma mutacao
Serl76Ala com o objetivo de avaliar a cinética da enzima apoés tal mutacdo e foi
observado um efeito relativamente pequeno no funcionamento catalitico da enzima.
Parametros cinéticos de hidrolise obtidos para a enzima mutante em pH 6,5 séo
levemente diferentes dos encontrados para a papaina. Valores de kca € Km para a
enzima mutante sao de 24/s e 0,30mM, respectivamente, enquanto para a papaina
os valores de kcat € Km sdo de 52/s e 0,42mM. A constante de especificidade Kca/Km
para a enzima mutante é de 8,1 x 10%/M/s enquanto para a papaina é de 1,2 x
10°/M/s, o que representa uma reducdo de duas vezes na atividade da enzima
mutante (MENARD, R., et al, 1991).

Um estudo realizado para o desenvolvimento de farmaco6foros a partir de
inibidores n&o covalentes da cruzaina mapeou algumas interacdes intermoleculares

nos subsitios da cruzaina (S1’, S2 e S3). Portanto, dentre os residuos analisados foi
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verificado que Trpl84 parece integrar um grupo de residuos formado por Leul60,
Aspl6l e Gly66, que realiza interacdes com os residuos do sitio ativo da enzima.
Assim, Leul60, Asp161 e His162 atuariam como aceptores de prétons na ligacdo de
hidrogénio dessa interacdo, Gly66 e Trp184 atuariam como doadores de prétons na
ligacdo de hidrogénio e His162 e Trpl84 apresentariam interacdes hidrofobicas
secundéarias a seus anéis aromaticos (figura 34). Trpl84 localiza-se no sitio S1’
juntamente com His162 (SOUZA, A. S., OLIVEIRA, M. T., ANDRICOPULO, A. D.,
2017).

O residuo Ser49 possui alta conservacdo sendo encontrado em 84% de todas
as sequéncias. A partir da analise da estrutura da cruzaina verificou-se que Ser49 se
localiza na interface entre uma a-hélice pequena e uma longa alca que por sua vez
se conecta a uma longa a-hélice. Ser49 integra um conjunto de residuos da cruzaina
situado préximo ao seu sitio ativo juntamente com os residuos Tyr91, Pro90, Glu86,
Tyr89 e GIn51 (figura 12). Como esse grupo de residuos possui um papel importante
para a estabilizacdo de varias alcas, pode-se concluir que Ser49 também é
importante para estabilizacdo e manutencdo do posicionamento adequado das alcas
gue atravessam a superficie da proteina (DURRANT, J. D., et al, 2010). A analise do
residuo Ser49 na estrutura do Pymol ndo evidencia a possibilidade de interacbes
entre tal residuo e os demais residuos conservados, uma vez que a menor distancia

entre eles é superior a 10A.

Dados de mutagénese acerca da catepsina C humana evidenciam que uma
mutacdo Ser284Asn nesta enzima,em posicdo equivalente a Ser49 da cruzaina,
ocasiona o desenvolvimento da Sindrome Papillon-Leféevre. Tal sindrome decorre de
disfuncdo da catepsina C, portanto, depreende-se que Ser49 € um residuo
importante para manutencao da estrutura adequada da proteina (DURRANT, J. D.,
et al, 2010).

Com relacdo aos residuos conservados de glicina, Gly168, Gly189 e Gly192
sdo encontrados em respectivamente 94, 85 e 91% de todas as sequéncias. A partir
da anadlise estrutural verificou-se que Gly168 localiza-se em uma longa fita
enquanto Gly189 e Gly192 fazem parte de uma longa al¢a formada pelos residuos
Lys180 a Tyrl93. A andlise do Diagrama de Ramachandran para esses residuos

mostra que Gly168, Glyl189 e Gly192 se encontram em regides que sao permitidas
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para os demais tipos de residuos, conforme mostrado na figura 35 abaixo. Foi
realizada uma andlise dos residuos de Gly168, Gly189 e Gly192 na estrutura da
cruzaina no Pymol a fim de verificar o tamanho das cadeias laterais dos residuos
gue se encontram proximos a essas glicinas. A partir dessa analise estrutural
verificou-se que esses residuos possuem cadeias laterais maiores que a da glicina,
sendo que algumas séo formadas inclusive por anéis aromaticos. Assim, foi possivel
perceber que nas posi¢fes 168, 189 e 192, ha um espaco relativamente reduzido
para a acomodacdo de residuos que porventura possuam cadeias laterais
volumosas. Portanto, a presenca dos residuos de Gly168, Gly189 e Gly192em suas
respectivas posicdes parece ser critica para o adequado enovelamento da proteina,
uma vez que residuos com cadeias laterais maiores nessas posi¢cdes poderiam
causar problemas para o0 enovelamento proteico. Nao foram encontradas
informacdes na literatura acerca dos residuos Gly168, Gly189 e Gly192 da cruzaina
bem como dos residuos de glicina nas posi¢cdes correspondentes das enzimas que

foram elencadas como referéncia nesse estudo.
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Figura 35. Diagrama de Ramachandran para a estrutura da cruzaina destacando as glicinas
conservadas. Representados os angulos @ (phi) e @ (psi) de todos os residuos de glicina. As regides
favorecidas estdo representadas em azul claro, as regiées permitidas, porém com algum impedimento
energético estdo representadas em azul escuro e as regides ndo permitidas estdo representadas em
branco. Foram indicadas as glicinas conservadas com suas respectivas posi¢des: Gly168 (¢ =
+177,3°, @y = -176,4°), Gly189 (¢ = +68,4°, y = -144,2°) e Gly192 (¢ = +97°, y = -1,1°). Diagrama

gerado pelo servidor MolProbity.

Assim, dentre o grupo de residuos conservados da familia das cisteino
proteases pode-se concluir que alguns residuos sdo conservados por questbes
funcionais, com envolvimento direto ou indireto na catalise, a saber: GIn19, Cys25,
His162, Asn182, Serl83 e Trpl184. Os demais residuos, Ser49, Gly168, Gly189 e

Gly192, parecem ser conservados por questdes estruturais.
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7. Concluséao

A partir da realizagdo e analise do alinhamento multiplo de sequéncias da
familia das cisteino proteases e dos dados gerados acerca dos residuos
correlacionados e conservados foi possivel obter maiores informacfes sobre tais
proteinas. Mediante a realizacdo da busca bibliografica acerca de tais residuos
tornou-se possivel obter um maior entendimento de sua importancia para essas

proteinas.

Assim, verificou-se que h& muitos residuos com importancia estrutural e
funcional claramente definida, ao passo que ha residuos que precisam ser
investigados de forma mais profunda para que sua funcdo seja realmente
confirmada, como no caso dos residuos situados nos sitios alostéricos preditos
computacionalmente para a cruzaina. No entanto, os dados encontrados no
presente trabalho certamente constituem-se um avango no sentido de um
entendimento maior da estrutura das proteinas da familia de cisteino proteases.
Diante da importancia das proteinas dessa familia, espera-se que possam surgir
novos estudos que busquem averiguar a importancia dos residuos que foram

encontrados nas 5 comunidades bem como dos residuos conservados.
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8. Trabalhos futuros

O presente trabalho abre perspectivas para um maior aprofundamento acerca
da importancia dos residuos correlacionados das 5 comunidades encontradas, bem
como dos residuos conservados da familia das cisteino proteases. Nesse sentido,
fazem-se necessarios estudos experimentais que possam confirmar a existéncia dos
sitios alostéricos preditos para a cruzaina, mapeando os residuos que 0s integram.
Estudos de mutagénese sitio dirigida poderiam ser empregados para verificacdo da
funcdo de residuos para os quais os dados da literatura ainda séo insuficientes,
permitindo avaliar o impacto de mutacdes sobre a estabilidade proteica e sobre sua
atividade catalitica, por exemplo.
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