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RESUMO

Com o avanco e utilizagado das técnicas de alto rendimento uma enorme quantidade
de interagbes proteina-proteina estdo disponiveis em diversos bancos de dados.
Interagdes proteina-proteina sdo importantes pois permitem determinar se uma
proteina é essencial para a manutencgao da vida de um organismo. Identificar dentre
as proteinas de um organismo quais lhe sdo essenciais € importante para diversas
aplicagdes, como o desenvolvimento de farmacos. Procuramos neste trabalho, pelo
meétodo de interolog mapping, predizer a rede de interagdo proteina-proteina visando
identificar e validar a essencialidade das proteinas hub de Corynebacterium ulcerans,
sugerindo assim 0 seu uso como novos alvos para candidatos a drogas. O
microrganismo em questdo € uma das bactérias causadoras da difteria com maior
potencial mutagénico, por ter como hospedeiros ndo s6 humano como também
animais e por conta da difteria se manter endémica em paises como india e
Venezuela. ldentificamos 457 proteinas hub na rede de C. ulcerans e destas 421
(92,12%) tiveram essencialidade comprovada e 36 (7,88%) consideradas essenciais
apo6s analises funcionais e de enriquecimento. Com o potencial de serem utilizadas
como alvo para drogas, tivemos 351 (76,8%) proteinas hub sem homologia com H.
sapiens. Dentre estas 99 (21,66%) tiveram estrutura tridimensional predita, validada e
com pockets drogaveis, viaveis para docking. No estudo de caso com as proteinas
alvo dentre 42 derivados sintéticos de alcaldides tetrahidroisoquinolinicos foram

identificados os seis mais promissores para serem usados como droga.

Palavras chaves: Corynebacterium ulcerans; interolog mapping; rede de interagao
proteina-proteina;  proteinas  essenciais; docking  molecular;  alcalbides

tetrahidroisoquinolinicos; candidatos a droga;



ABSTRACT

With the advance and utilization of high throughput technologies a large number of
protein—protein interactions were made available on a number of databases. Protein—
protein interactions are important because they allow us to identify in a number of
proteins which are essential for the maintenance of an organism's life. Proteins
identified as essential for an organism can then be used in a number of applications,
including drug design. In this paper, we aim to predict the protein-protein interaction
network of Corynebacterium ulcerans by making use of the interolog mapping method,
to identify and validate the essentiality of hub proteins and suggest its use as new
targets for drug candidates. C. ulcerans is one of the most important bacteria that
causes diphtheria, it has a considerable mutagenic potential for having not only human
as hosts but animals too and because diphtheria is still endemic in countries like india
and Venezuela. We managed to identify 457 hub proteins in the network of C. ulcerans
and, of those, 421 (92,12%) had its essentiality verified and 36 (7,88%) considered
essential after functional and enrichment analyses. With the potential of being used as
targets for drugs, we had 351 (76.8%) hub proteins without homology with H. sapiens.
Of those, 99 (21.66%) had a predicted and validated three-dimensional structure with
druggable pockets, viable for docking. In the case study with the target proteins, of 42
synthetic tetrahydroisoquinoline alkaloids, the six most promising to be used as drugs
were identified.

Keywords: Corynebacterium ulcerans; interolog mapping; protein-protein interaction
network; essential proteins; molecular docking; tetrahydroisoquinoline alkaloids; drug

candidates;
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1 INTRODUGAO

Corynebacterium ulcerans é um importante microrganismo cuja linhagens
patogénicas causam doengas semelhantes a difteria em humanos (DE MATTOS
GUARALDI; HIRATA; CARVALHO AZEVEDO, 2014) e mesmo linhagens né&o

patogénicas causam infecgdes severas (SANTOS et al., 2018).

Difteria € uma doenga causada por bactérias produtoras de toxinas do género
Corynebacterium, principalmente por C. diphtheriae e em menos casos por C.
ulcerans e C. pseudotuberculosis. Comumente as toxinas produzidas por
Corynebacterium toxigénicas causam a formagédo de pseudomembranas no trato
respiratorio superior e danifica outros 6rgéos, geralmente o miocardio e nervos
periféricos. As toxinas em questdao podem levar o hospedeiro a morte por obstrugao
respiratéria aguda, toxicidade sistémica aguda, miocardite e complicagdes
neurolégicas (WHO, 2018). A taxa de mortalidade por difteria fica entre 5% e 10%,
podendo atingir 20% para pessoas com mais de 40 anos e criangas com menos de 5
anos de idade (ATKINSON et al., 2007).

Para prevenir a infecgcao por corinebactérias produtoras de toxinas, diferentes
vacinas foram desenvolvidas, sendo a vacina tetravalente bacteriana (DTP+Hib) a
mais recomendada pela Organizagao Mundial de Saude (OMS), que além da difteria,
também protege contra tétano, coqueluche e meningite (MONDIALE DE LA SANTE;
WHO, 2017). Mesmo com programas de vacinagao, 384.941 casos de difteria ja foram
reportados por todo o mundo de 1980 até 2019 de acordo com dados da OMS, com
aproximadamente 8.395 casos reportados no Brasil. A india é o pais onde a doenga
€ mais endémica, contribuindo com 43,66% do total de casos, ultrapassando a
quantidade de casos do Brasil em 2018. Em anos recentes, por mais que 0s casos
fossem isolados no Brasil, a doencga teve certa incidéncia em paises vizinhos, como a
Venezuela, com cerca de 1.592 casos desde 2016 (WHO, 2020).

Considerando a possivel reemergéncia de linhagens toxigénicas de C.
ulcerans, procuramos por intermédio deste trabalho, identificar e validar proteinas
essenciais de C. ulcerans com potencial para estudo e desenvolvimento de farmacos
e, adicionalmente, testar a afinidade de derivados sintéticos de alcaldides contra estas
proteinas. O presente trabalho foi escrito conforme as normas ABNT NBR
14724/2011.
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2 FUNDAMENTACAO TEORICA

2.1 Corynebacterium

Bactérias s&o microrganismos procaridticos que apresentam uma grande
diversidade morfolégica. Dentre essa diversidade esta a constituicdo da parede
celular, que classifcam as bactérias em gram-positivas e gram-negativas,
nomenclaturas provindas da reagcao das células a coloracdo de Gram, um teste ha
muito utilizado para classificacdo bacteriana (GRAM, 1884). Somente bactérias
pertencentes aos filos Firmicutes e Actinobacteria em particular possuem arranjo
gram-positivo, enquanto a maioria se apresenta como gram-negativas (WALSH;
AMYES, 2004). A razao para a classificacao reside na parede celular mais espessa
das bactérias gram-positivas, contendo camadas de peptidoglicanos e acidos
teicoicos. Ja nas bactérias gram-negativas a camada de peptidoglicanos € menor,
cercada por uma segunda membrana lipidica contendo lipopolissacarideos e
lipoproteinas (THOMSEN, 2016) (Figura 1).

Essas diferencas na estrutura da membrana celular sdo importantes pois
podem produzir diferengas na suscetibilidade a antibiéticos (WALSH; AMYES, 2004).

Figura 1 - Representagdo das membranas de bactérias gram-negativas e gram-

positivas
1% § Gram-positiva Gram-negativa é

9
& dcido lipoteicdico (LTA) lipopolissacarideos (LPS)
Qv% 4cido teicéico
&

O

€4

membran externa R,N"‘ ’}(%ii i

peptidoglicano e— <

( proteinas membranares 3(3 x S x ¢ ¢
) membrana plasmatica 3k }kg ) ]

Fonte: Adaptado de Pajerski et al. (2019).

A membrana de bactérias gram-negativas (a direita) é coberta por uma camada de lipopolissacarideos
(LPS), uma fina camada de peptidoglicano, seguido pelo espago periplasmico e membrana. Enquanto
a membrana de gram-positivas (a esquerda) é coberta por multiplas camadas de peptidoglicanos com
acidos teicdicos e lipoteicoicos as atravessando, e seguido pela membrana celular.
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O género Corynebacterium foi descrito pela primeira vez no ano de 1896 por
Lehmann e Neumann como um grupo taxonémico de bactérias semelhantes
morfologicamente com o bacilo difteréide (BARKSDALE, 1970). Bacilos difteréides por
sua vez, sao gram-positivos, pleomorficos (que possuem a capacidade de alterar a
morfologia, reprodugao e fungédo bioldégica em resposta as condigbes ambientais),
aerobicos e ndo esporulantes (CHANDRAN et al.,, 2016). Como consequéncia, o
género Corynebacterium por muito tempo incluiu diversos microrganismos Gram-
positivos morfologicamente semelhantes, inclusive bactérias ndo patogénicas do solo
(COLLINS, 1986). Em 1995, as analises da sequéncia génica do 16S rRNA permitiram
que as corinebactérias fossem definidas como um grupo monofilético (PASCUAL et
al., 1995), mesmo exibindo heterogeneidade consideravel, como seu conteudo de
acido micodlico e composicao de bases de DNA (FUNKE; LAWSON; COLLINS, 1995).

2.1.1 Caracteristicas

As corinebactérias sdo microrganismos nao-esporulantes com morfologia
cubica ou irregular que pertencem a classe das Actinobactérias, bactérias Gram-
positivas, com alto indice de guanina e citosina, variando entre 46% a 74%, o que
reflete em uma consideravel diversidade genotipica (FUNKE; LAWSON; COLLINS,
1995). Durante a divisdo celular desses microrganismos, € tipica a formagéo de
dimeros celulares em forma de “V”, conhecida como “Snapping division” ou “V-
snapping” (BARKSDALE, 1970), representado na Figura 2.

Figura 2 - Coloracdo da Corynebacterium glutamicum com vancomicina-FL
mostrando a formagao de dimeros celulares em forma de V

Fonte: Letek et al. (2008).
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A membrana plasmatica dessas bactérias € coberta por uma camada de
peptidoglicanos ligada covalentemente ao arabinogalactano (Figura 3). Além disso, &
encontrada uma camada externa de acidos micélicos funcionalmente equivalente a
membrana externa das bactérias gram-negativas. O material da superficie externa da
camada superior € composto por polissacarideos livres, glicolipidios e proteinas, que
incluem proteinas da camada S, do pili (extensdes da parede celular) e outras de
superficie (DAFFE, 2005; EGGELING; BESRA; ALDERWICK, 2008).

Figura 3 - Representacao da estrutura do envelope celular corinebacteriano

Camada externa

Micomembrana

Peptidoglicano

sisbesssssiseboncel

Fonte: Adaptado de Weerasekera et al. (2019)

As corinebactérias possuem uma membrana plasmatica composta por uma bicamada de proteinas e
fosfolipidios e coberta por uma camada de peptidoglicano covalentemente ligado ao arabinogalactano.
A camada externa € composta por polissacarideos, glicolipidios e proteinas, que incluem proteinas da
camada S, pili, porina e outras proteinas da superficie. Entre a camada externa e o arabinogalactano
esta a micomembrana, composta por acidos micdlicos e porina.

A “Camada S” € composta por proteinas que se organizam de forma rigida,
cobrindo a parte externa da célula (ENGELHARDT; PETERS, 1998) e atuando como
uma barreira de difusdo macromolecular, além de conferir prote¢cao quimica e fisica.
Essa camada também é conhecida por atuar como fatores de viruléncia em
Campylobacter e por conter enzimas de superficie em Bacillus stearothermophilus
(BEVERIDGE et al., 1997).
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2.1.2 Espécies de Corynebacterium

Atualmente existem 103 espécies atribuidas ao género Corynebacterium
sequenciadas e depositadas no National Center For Biotechnology Information (NCBI,
2020a), sendo o género comumente representado pela espécie patogénica C.
diphtheriae, principal causadora da difteria. Outras espécies patogénicas sé&o
importantes ou possuem importancia médica, como: C. amycolactum, causadora de
sepse neonatal (BERNER et al.,, 1997); C. jeikeium e C. xerosis, causadoras de
endocardite infecciosa (MOOKADAM et al., 2006; VELA et al., 2006); C.
pseudotuberculosis, causadora de linfadenite caseosa (ou linfangite ulcerativa) que
atinge caprinos e ovinos (RUIZ et al., 2011); C. glutamicum, C. efficiens e C.
ammoniagenes, bem conhecidas por sua importadncia biotecnolégica, como a
producdo industrial de nucleotideos e aminoacidos (BURKOVSKI, 2013); e C.
ulcerans, considerada muitas vezes comensal de animais, incluindo os seres

humanos.

2.2 Corynebacterium ulcerans

Corynebacterium ulcerans € um microrganismo patogénico primeiramente
isolado de lesbes na garganta em humanos (GILBERT; STEWART, 1926) que infecta
desde animais domésticos e selvagens até humanos (SCHUHEGGER et al., 2009).
C. ulcerans possui linhagens nao-toxigénicas e toxigénicas, as ultimas produzindo
uma toxina diftérica (TD) semelhante ao da C. diphtheriae (SING; BIERSCHENK;
HEESEMANN, 2003). Devido a capacidade de produzir a TD, os animais suscetiveis
a infecg¢ao por linhagens toxigénicas de C. ulcerans sao reservatorios para zoonoses
(transmissiveis entre animais e seres humanos), podendo causar doengas
semelhantes a difteria em humanos (DE MATTOS GUARALDI; HIRATA; DE
CARVALHO AZEVEDO, 2014; SING et al., 2003).

Independente da produgao da TD, C. ulcerans causa sindromes clinicas do
trato respiratério inferior, como pneumonia (HOMMEZ et al., 1999), nddulos
granulomatosos pulmonares (DESSAU et al., 1995), que por vezes estdo associados
a resposta inflamatdéria sistémica, e coagulagéo intravascular disseminada (NUREKI
et al., 2007). Infecgbes causadas por C. ulcerans podem ocorrer até em criangas,

mesmo que previamente imunizadas contra difteria (LEEK et al., 1990).
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No caso de animais, a infecgao por C. ulcerans pode causar: mastite em gado

(seu principal reservatério), uma inflamagao da glandula mamaria devido a infecgéo
por bactérias (KISELY; PRINCE; WARD, 1994); lesbes ulcerativas em roedores
aquaticos (EISENBERG et al., 2015); lesdes pulmonares em lontras (FOSTER et al.,
2002); abscesso em porcos selvagens (EISENBERG et al., 2014); corcas (RAU et al.,
2012); e pode ser assintomatica, como € o caso de corujas (KATSUKAWA et al.,

2016).

Devido a semelhanga entre espécies, até 1995 bactérias C. ulcerans faziam

parte do grupo das C. diphteriae, quando foi realizada sua analise gendmica,

determinando por fim a distingdo de espécies (RIEGEL et al., 1995). Atualmente estéao

publicamente disponiveis no NCBI (NCBI, 2020b) 29 genomas de C. ulcerans, sendo

que somente 16 estdo completamente sequenciados e montados (Tabela 1).

Tabela 1 - Genomas de Corynebacterium ulcerans completamente sequenciados

Linhagem Tamanho (Mb) GC% Genes Proteinas
NCTC7910 2,45 53,30 2.222 2127
BR-AD22 2,60 53,40 2.392 2.288
0102 2,57 53,40 2.345 2.245
FH2016-1 2,57 53,40 2.356 2.255
0211 2,57 53,40 2.358 2.251
PO100/5 2,57 54,40 2.392 2.035
FRC58 2,54 53,30 2.313 2.220
210931 2,50 53,25 2.284 2.191
809 2,50 53,30 2.254 2.169
210932 2,48 53,30 2.234 2.142
131001 2,48 53,30 2.242 2.143
05146 2,46 53,30 2.214 2.130
NCTC8639 2,45 53,30 2.221 2.128
NCTC7908 2,45 53,30 2.220 2.121
FRC11 2,44 53,30 2.186 2.105
131002 2,43 53,40 2.182 2.099

Fonte: Adaptado do NCBI (2020b).
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2.3 Difteria

A difteria € uma infeccdo do trato respiratorio superior, caracterizada pela
presenca de uma pseudomembrana acinzentada no local da infecgao, promovida pela
producao de exotoxinas, multiplicacdo de células bacterianas e resposta imune do
hospedeiro (LARTIGUE et al., 2005). Geralmente é transmitida entre pessoas por
contato direto, espirros ou tosse, além de poder ser disseminada por objetos
contaminados (CDC, 2015).

A doenca € causada principalmente por Corinebactérias produtoras de
exotoxinas como a toxina diftérica (TD), presente no gene Tox. TD é produzida por
linhagens patogénicas de C. diphtheriae (SING; BIERSCHENK; HEESEMANN, 2005;
SEKIZUKA et al.,, 2012), e em algumas linhagens de C. ulcerans, sugerindo que
muitos outros fatores estdo relacionados a capacidade de viruléncia de C. ulcerans
(FUURSTED et al., 2015). A forma classica da doenga tem a C. diphtheriae toxigénica
como principal causadora (CERDENO-TARRAGA et al., 2003).

A imunizagcdo passiva através da Antitoxina Diftérica (do inglés Diphtheria
Antitoxin, DAT) € uma das maneiras de se tratar a difteria (HADFIELD et al., 2000).
DAT é um medicamento composto por anticorpos obtidos do sangue de cavalos que
foram imunizados contra a TD (MONDIALE DE LA SANTE, 2017) e atua neutralizando
as toxinas produzidas por C. diphtheriae. Os efeitos colaterais do DAT sdo comuns e
incluem a doenca do soro e reagbes alérgicas, como a anafilaxia (STUART,;
KOUIMTZI; HILL, 2009)

Em virtude da purificacdo da toxina diftérica inativa, o desenvolvimento da
vacina foi possivel, promovendo uma redugao na incidéncia da difteria, porém, nao
sua erradicacgao. Diferente de infecgdes por C. diphtheriae, infecgdes por C. ulcerans
em humanos estdo aumentando, provavelmente devido a diversificacdo da toxina
difterdide. Por conta da C. diphtheriae infectar apenas o humano, sua capacidade de
adquirir mutacdes é reduzida quando comparado com C. ulcerans, que possui varios
animais como reservatorios, possibilitando maior diversidade genética (OTSUJI et al.,
2019). Pela consideravel diversidade entre linhagens C. ulcerans, outros fatores além
da toxina diftérica podem estar relacionados a sua viruléncia (WEERASEKERA et al.,
2019). Ainda, linhagens de C. diphtheriae e de C. ulcerans nao-toxigénicas podem
adquirir a capacidade de produzir a toxina diftérica pelo processo de lisogenia com
corinebacteriéfagos carreadores do gene Tox (FREEMAN, 1951).
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A ocorréncia de cepas nao-toxigénicas associadas a infec¢des invasivas tem
sido cada vez mais relatadas. Recentemente, infecgdes do tipo difteria causadas pela
C. ulcerans tornaram-se mais numerosas na Europa Ocidental, causando uma maior
preocupagao com transmissdes zoonoéticas. Apesar da importancia médica e
veterinaria desses microrganismos, apenas alguns fatores de viruléncia foram
caracterizados em detalhes, como interagdes hospedeiro-patdégeno, estruturas como
pili e outros fatores de adesao que desempenham um papel central na comunicagao
intracelular (WEERASEKERA et al., 2019).

No ano de 2011, aproximadamente 75% dos casos de difteria zoono6tica por C.
ulcerans ocorreram em pacientes adultos, total ou parcialmente vacinados com
toxoide diftérico (DIAS et al., 2011). Houve relatos de sua presenga em diferentes
paises, até mesmo onde houveram programas de imunizagao (BITRAGUNTA et al.,
2007). A frequéncia e gravidade de infecgcbes humanas associadas a C. ulcerans
parecem estar aumentando gradualmente em diferentes paises, como no Japéao
(HATANAKA et al., 2003; KOMIYA et al., 2010; KIMURA et al., 2011), Canada
(DEWINTER; BERNARD; ROMNEY, 2005) e Franga (BONMARIN et al., 2009). Na
Europa entre os anos de 2005 e 2010 C. ulcerans foi isolada com maior frequéncia
em casos de difteria do que C. diphtheriae (DE ZOYSA et al., 2005; WAGNER et al.,
2010; WAGNER et al., 2012).

De acordo com o Ministério da Saude (MS) a difteria esta controlada no Brasil,
se manifestando em casos isolados nos ultimos anos. Porém, alguns paises como
Haiti e Venezuela surtos ativos de difteria ocorrem, iniciados respectivamente em 2014
e 2016. Até setembro de 2019 um total de 2.512 casos suspeitos de difteria foram
relatados na Venezuela, provocando um total de 270 mortes. Esta situagdo é
considerada alarmante, pois novos casos podem ser introduzidos no Brasil,
principalmente pelo alto fluxo migratério venezuelano, conforme descrito na nota
informativa N° 9/2019-CGDT/DEVIT/SVS/MS (MS, 2019).

Mesmo com varios genomas sequenciados, montados e anotados, o
mecanismo de patogenicidade de C. ulcerans ainda ndo € completamente elucidado,
necessitando diferentes abordagens de pesquisa para entender sistematicamente a
biologia deste microrganismo e identificar novos alvos farmacolégicos. Neste sentido,
as redes de interacao proteina-proteina (RIP) se demonstraram eficientes ferramentas

de pesquisa.
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2.4 Biologia de Sistemas

A Biologia de Sistemas € o ramo da ciéncia que busca entender os organismos
biolégicos em todos os seus niveis, investigando o comportamento e relagdes dos
elementos que os constituem (genes, RNAs, proteinas, metabdlitos). Essas
informagdes podem entdo ser integradas, exibidas graficamente e modeladas
computacionalmente para melhor compreensao (IDEKER; GALITSKI; HOOD, 2001).

Um sistema refere-se a objetos interdependentes ou inter-relacionados que
compreendem e funcionam como um todo. Uma rede complexa de entidades
biologicamente relevantes esta presente em um sistema bioldgico, que abrange varias
escalas (BENSO et al., 2020). Nessas diversas escalas estao presentes um grande
numero de componentes que interagem, como genes e proteinas, que desempenham
suas funcdes dentro de uma complexa rede de interagdes, na qual um unico
componente pode afetar drasticamente todo o conjunto (CHAUTARD; THIERRY-
MIEG; RICARD-BLUM, 2009).

2.4.1 Interagao Proteina-Proteina (IPP)

As proteinas sdo os principais catalisadores, elementos estruturais,
mensageiros de sinalizagdo e maquinas moleculares dos organismos (EISENBERG
et al., 2000). Muitos dos principais processos moleculares, como a replicagdo do DNA,
sdo realizados por um grande numero de proteinas que interagem entre si
possibilitando que os processos sejam realizados (ANDREOPOULOS; LABUDDE,
2013). Logo, interagbes entre proteinas sdo importantes para orquestrar diversos
eventos em uma célula, como a regulagao da transcrigdo e a transducédo de sinais
(RAMAN, 2010). Estudos de gendbmica comparativa sugerem que interacbes que
ocorrem entre as proteinas diferencia mais uma espécie de outra do que seus proprios
genes individuais (VALENCIA; PAZOS, 2002). Processos e sistemas bioldgicos
dependem dessas interagdes e a sua compreensao ajuda a elucidar como o sistema
funciona, assim como aumentar o conhecimento sobre a evolugdo de organismos e
suas fungdes biologicas (KELLY, 2009).

Existem diversos tipos de interagdes baseadas em proteinas: interagdes que
ocorrem entre duas proteinas diferentes, conhecida como interagao proteina-proteina

(IPP) (TARASSOV et al., 2008); interagcdes entre proteinas e componentes da
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sequéncia genética (BOONE; BUSSEY; ANDREWS, 2007); interagbes entre a
proteina e ligantes; interagdes entre proteinas macromoléculas, como lipideos e
carboidratos; e interagdes entre proteinas e micromoléculas, como ions. No primeiro
caso, as IPPs sao realizadas mais especificamente entre dominios, componentes
proteicos que existem independentes do restante da estrutura, com o0 mesmo dominio
podendo ser encontrado em diferentes proteinas (KELLY, 2009). Para melhor
representar, uma IPP tipica entre duas proteinas pode ser visualizada na Figura 4.

Figura 4 - Exemplo de interagao proteina-proteina

Fonte: BOMPARD-GILLES et al. (1996).

Figura mostra a estrutura da a-amilase pancreatica suina (azul) ligada a um inibidor do tipo lectina de
feijdao (proteina com dois dominios, em vermelho e amarelo). A interacdo ocorre apenas entre os
dominios azul e vermelho.

As IPPs podem ser de dois tipos: interagao fisica ou direta, quando existe o contato
entre duas proteinas; ou interagdo regulatéria ou funcional, quando nao existe o
contato entre as duas proteinas. Em sistemas biolégicos uma interagdo entre
proteinas pode ser representada na forma de grafos através de uma colegao de nos

ou vértices (V) e arestas ou conectores (E), representados na Figura 5.

Figura 5 - Representagdo de uma interagao na forma de grafos

Fonte: Verli (2014).

Neste grafo esta representada a interagdo de dois nos vizinhos (a e b), conectados pelo conector
(aresta) E.
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Os elementos do sistema biolégico, como metabdlitos, genes ou produtos
génicos (ex., proteinas), sdo representados pelos nds e as interagbes entre os
elementos sao representados pelas arestas. Um conjunto de IPP, par-a-par, podem
formar uma complexa rede de interacdo proteina-proteina (RIP). Nas redes, uma
interagdo (aresta) pode ser orientada em determinada dire¢do, sendo assim
chamadas de redes direcionadas ou diretas (Figura 6.A), existindo também as redes
nao-direcionadas como as RIPs, que apresentam conectores orientados em ambas

as diregdes (Figura 6.B).

Figura 6 - Rede direcionada e n&o direcionada
A

e —— () —L{=)
Fonte: Verli (2014).

(A) Interacao orientada, na qual “a” interage com “b” (a—b), e “b” interage com “c” (b—-c). (B) Interacao
ndo orientada, com interagdo mutua entre “a” e “b” (a<b) e “b” e “c” (b«c).

2.4.2 Rede de interacao proteina-proteina (RIP)

O conjunto completo de interagdes encontradas no proteoma de um organismo
compreende entdo um interactoma ou uma rede de interagao proteina-proteina (RIP),
essenciais para entender as fungbes de genes e como sdo regulados a nivel de
organismo (SANCHEZ et al., 1999). As interacdes proteicas s&o de grande
importancia por estarem envolvidas em processos imunes (antigeno-anticorpo),
sintese de maquinas moleculares (ribossomos e proteassomos), metabolismo
(interacdo enzima-substrato), sinalizagdo (interagdo com moléculas mensageiras,
hormdnios e neurotransmissores) e expressdo génica (interacdo proteina-DNA)
(SANCHEZ et al., 1999; CHAUTARD; THIERRY-MIEG; RICARD-BLUM, 2009).

As redes podem ser usadas para descrever e representar interagdes

bioldgicas, tais como interagdes em nivel atbmico, como entre dominios proteicos ou
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entre metabdlitos e proteinas, ou até entre organismos em uma populagédo ou
ecossistema (ALM; ARKIN, 2003).

De um modo geral, existem trés importantes classes de redes biomoleculares:
redes metabdlicas, que representam o conjunto de processos metabdlicos que
determinam as propriedades bioquimicas de uma célula; redes reguladoras da
transcricéo, que descrevem as interagdes regulatorias entre diferentes genes; e redes
de interacdo proteica, que consistem nas interagdes fisicas ou regulatérias entre
proteinas de um organismo. A partir dos dados fornecidos pela rede é possivel
investigar as propriedades estruturais das redes nas células vivas, identificar as
principais propriedades e entender como elas podem ter evoluido biologicamente
(MASON; VERWOERD, 2007).

Dada a natureza especial dos sistemas biolégicos, houve uma necessidade de
métodos de analise que pudessem extrair informagdes significativas de dados
experimentais, considerando que as redes geradas pelas técnicas de alto rendimento
sdo complexas demais para serem analisadas de maneira nao sistematica, técnicas
estas que serao explicadas mais a frente. Na matematica a teoria dos grafos é um dos

objetos de estudo e andlise dessas complexas redes bioldgicas (DIESTEL, 2005).

2.4.3 Propriedades topolégicas de rede

Para que dados confiaveis e conclusivos sejam gerados, diversas propriedades
sdo empregadas na analise de redes biolégicas em um determinado sistema. Cada
propriedade fornece uma diferente informacao sobre os elementos constituintes e

suas interacoes, podendo ser referente a nds individuais ou a rede como um todo.

Modularidade ou clusterizagao: conceito comum na area da biologia
evolutiva, a modularidade pode ser calculada através do coeficiente de clusterizagao,
qgue leva em conta a quantidade de arestas e nds na rede. Quanto maior seu valor,
mais conectado de modo geral € o cluster (em port., aglomerado). Evolutivamente, as
proteinas que compdéem modulos altamente agrupados tendem a ser conservadas
(VERLI, 2014).

Degree (Grau do nodo): se refere a quantidade de conexdes diretas que um
nodo faz com outros. Nodos que realizam uma grande quantidade de conexdes s&o

identificados e chamados de hubs. Numa viséo bioldgica, proteinas hub se ligam a
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varias outras proteinas e possuem uma fungao importante na rede, cuja delegao pode

afetar diversas vias ou processos (VERLI, 2014).

Betweenness: parametro que calcula o numero de caminhos mais curtos que
passam por um nodo em questdo, estimando a relagcao entre eles. Uma proteina com
alto valor de betweenness apresentaria uma elevada capacidade de interagcédo e/ou

sinalizagao entre processos bioldgicos ou clusters (VERLI, 2014).

Closeness: é a tendéncia de aproximacao ou isolamento de um nd, calculado
pelo somatério dos caminhos mais curtos entre um no e todos os outros da rede. Um
alto valor de closeness para um no indica que todos os outros estao proximos a ele,

caso contrario se encontrariam distantes (VERLI, 2014).

Diametro: € um valor utilizado para identificar o grau de compactacgao da rede
pelo calculo da distancia entre os dois n6s mais afastados entre si de uma rede. Redes
com diametro pequeno s&o consideradas mais agrupadas, uma vez que suas

proteinas estdo mais interligadas entre si (VERLI, 2014).

2.4.4 Métodos para predicao de IPP

Com o intuito de identificar novas proteinas, melhor compreender os processos
em que as proteinas estdo envolvidas e identificar interagdes proteina-proteina ideais
para intervencdo farmacolégica, mapear interagdes proteicas em um organismo € de
extrema importancia. Essas interacdes podem ser observadas usando uma variedade
de métodos experimentais ou computacionais (in silico). Embora muitos métodos

existam, apresentaremos alguns dos mais utilizados.
2.4.4.1 Métodos experimentais

Yeast two hybrid (Y2H): Técnica desenvolvida em 1989 (FIELDS; SONG,
1989) para detectar interagbes entre duas proteinas, bem como proteina e acido
nucleico, por meio de ensaios in vivo de leveduras. Método funciona de modo que
duas proteinas de fusdo sao criadas: a isca (bait), uma proteina de interesse com um
dominio de ligagao (binding domain) ligado ao DNA; e a presa (prey), seu potencial
parceiro de interagao, ligado a um dominio de ativagéo (activation domain). Se a 'isca’
e a 'presa’ interagirem, sua ligacdo formara um ativador transcricional funcional
(transcriptional activator), que por sua vez ativa genes reporteres ou marcadores

selecionaveis (LIN; LAI, 2017). No entanto, devido a técnica Y2H ser realizada em
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leveduras, boa parte das interagdes proteicas presentes em outros organismos podem
nao ser detectadas, por conta da baixa expressdo, auséncia de cofatores e/ou
modificagdes pos-traducionais. Também €& alta a quantidade de falsos-positivos,
devido a necessidade de se auto expressar as proteinas em estudo, necessitando que
interagdes biologicamente relevantes e verdadeiras sejam identificadas, ou seja,
conhecimento prévio das proteinas em questao € indispensavel. Além de que apenas
interagdes entre proteinas que conseguem adentrar o nucleo sao detectadas (HAMDI;
COLAS, 2012).

Affinity purification/mass spectrometry (AP-MS): O principio geral da
técnica envolve a imobilizagdo de uma proteina de interesse (isca) em um suporte
sélido, como agarose ou esferas magnéticas. A proteina isca tem como fungéo
capturar as proteinas alvos de uma fase soluvel. Proteinas capturadas sao entao
digeridas com proteases, como a tripsina, e submetidas a identificagdo por
espectrometria de massa (DUNHAM; MULLIN; GINGRAS, 2012).

Protein microarray ou proteinchip: Protein microarray ajuda na detecgéo de
interacdes in vitro de varios tipos, como interagdes proteina-proteina, proteina-lipidio,
proteina-acido-nucleico, antigeno-anticorpo, enzima-substrato e proteina-pequenas-
moléculas. Funciona de modo que proteinas covalentemente ligadas a um suporte
soélido séo rastreadas com sondas marcadas com fluorescéncia (proteinas ou lipidios),
para identificar interagées (ZHU; SNYDER, 2003).

2.4.4.2 Métodos computacionais

Embora novas IPP sejam coletadas principalmente pelos métodos
experimentais, métodos computacionais foram desenvolvidos para prever possiveis
IPP em diferentes organismos se utilizando de dados previamente obtidos, sem o

custo, méo-de-obra e tempo adicional que métodos experimentais exigem.

Fusao de dominio ou Rosetta Stone: método utilizado para predizer proteinas
que interagem funcionalmente e que podem estar envolvidas em IPPs diretas ou que
participem da mesma via de sinalizagdo ou metabdlica. Se baseia na hipétese de que,
se em um organismo os dominio A e B est&o presentes em um polipeptideo AB, entédo
A e B estao funcionalmente ligados (TRUONG; IKURA, 2003).

Vizinhanga conservada: dita que diferentes proteinas codificadas por

diferentes genes sobre a agao do mesmo operon tendem a estar relacionadas. Este
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método, portanto, associa a conservagdo da vizinhanga entre genes com a
funcionalidade das proteinas. E um importante indicador associativo para gerar RIPs
no banco de dados STRING (ESCH; MERKL, 2020).

Perfis filogenéticos: identifica interagbes funcionais entre proteinas se
baseando na ideia de que proteinas relacionadas funcionalmente muito
provavelmente co-ocorreriam em diferentes genomas devido a pressédo evolutiva
(PAZOS et al., 2005).

Co-evolugao: métodos se baseiam na nogao de que a pressao evolutiva pode
levar a co-evolugao de pares de proteinas, ou seja, se uma delas sofrer mutagao é
provavel uma mutacio subsequente ocorra na outra proteina para que a IPP e fungdes
desempenhadas sejam mantidas (YIN; YAU, 2017). Como é o caso do método in silico
two-hybrid (i2h), que detecta pares de proteinas que interagem fisicamente e identifica
as regides de sequéncia mais provaveis envolvidas nessas interagcbes (PAZOS;
VALENCIA, 2002).

Interolog mapping: O método se baseia na premissa de que, se duas
proteinas interagem em uma espécie, € muito provavel que as respectivas proteinas
ortélogas presentes em outra espécie também interajam (WALHOUT et al., 2000).
Assim, se proteinas A e B interagem, seus ortélogos A’ e B’ provavelmente interagem.
Desta forma, conhecendo um conjunto de interagdes, é possivel mapear as interagdes
ortdlogas conservadas entre diferentes organismos. Para isso, quanto mais
similaridade houver entre as sequéncias destas proteinas ortdlogas, mais eficiente
sera o método (LEWIS et al., 2012). Mapeados os interologs com base na
transferéncia por homologia, eles podem ser utilizados para anotagdes entre genomas
(YU et al., 2004) e para predicdo da RIP (LI et al., 2004; HUANG; LIN; KAO, 2007;
GEISLER-LEE et al., 2007). Por existirem disponiveis nas bases de dados publicas
uma grande quantidade de organismos, proteinas e interagbes, 0 mapeamento de

interagdes ortélogas € uma metodologia viavel.

2.4.5 Bases de dados de IPP

As interagbes proteina-proteina determinadas por métodos experimentais ou
computacionais sao depositadas em bancos de dados publicos, possibilitando o
acesso pela comunidade cientifica. Alguns dos varios mais importantes e utilizados

banco de dados de IPP disponiveis publicamente sao:
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STRING (Search Tool for the Retrieval of Interacting Genes/Proteins):
Banco de dados de redes biologicas que contém interagbes fisicas (diretas) e
funcionais (indiretas) determinadas experimentalmente ou preditas in silico. Em
fevereiro de 2020 o STRING possuia 5.090 organismos, 24,6 milhdes de proteinas e
mais de 3 bilhdes de interagcdes depositadas, disponivel em https://string-db.org/
(SZKLARCZYK et al., 2019).

HPRD (The Human Protein Reference Database): Banco de dados de
organismos modelo que contém informagdes sobre fungdes de proteinas humanas,
incluindo interagcbes proteina-proteina, modificacbes pds-traducionais, relagcdes
enzima-substrato e associagbes com doencgas. Anotagdes sao feitas por curadoria
manual, utilizando literatura publicada por especialistas na area da biologia e por
analises das sequéncias de proteinas por bioinformatas. Em fevereiro de 2020 o
HPRD possuia 30 mil proteinas e mais de 40 mil interagdes, disponivel em
http://www.hprd.org/ (KESHAVA PRASAD et al., 2009).

DIP (Database of Interacting Proteins): Banco de dados que permite aos
usuarios pesquisar e visualizar, estaticamente ou dinamicamente, proteinas que
interagem, manualmente curadas por especialistas ou automaticamente por meios
computacionais. Ferramenta permite aos usuarios enviar novas interagdes proteina-
proteina e atualizar entradas do banco de dados. Em fevereiro de 2020 o DIP possuia
834 organismos, 28.850 proteinas e 81.923 interagdes, disponivel em https://dip.doe-
mbi.ucla.edu (SALWINSKI et al., 2004).

IntAct (Molecular Interaction Database): Banco de dados publico de
interacdes derivadas de literatura curada ou submetidas diretamente por usuarios. Em
fevereiro de 2020 o IntAct possuia, 115.255 proteinas e 1.043.844 interacdes,
disponivel em https://www.ebi.ac.uk/intact/ (KERRIEN et al., 2012).

Constantemente bancos de dados sao criados e oferecem diferentes recursos
e dados disponibilizados. Os bancos citados anteriormente n&o sdo os unicos, existem
varios outros que disponibilizam IPP para a comunidade cientifica analisar,

possibilitando a identificagao de proteinas essenciais.
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2.5 Proteinas essenciais

Quando se trata de essencialidade, aminoacidos essenciais sdo aqueles que
nao podem ser sintetizados de novo (do zero) por um organismo (ex., 0 humano) e
que formam as proteinas. No caso de proteinas, a essencialidade é devido a
indispensabilidade para a viabilidade de um organismo (ACENCIO; LEMKE, 2009),
pois a exclusdo de apenas uma dessas proteinas pode ser letal ao organismo
(WINZELER et al., 1999) ou tornar uma célula inviavel (YU et al., 2004). Deste modo,
a identificacao de proteinas essenciais para um organismo é importante ndo apenas
para a compreender seus requisitos minimos para viabilidade celular, mas também
para fins praticos, como o desenvolvimento de medicamentos (WANG et al., 2011)

com as proteinas essenciais como potenciais alvos (PARK et al., 2008).

Existem técnicas experimentais que sao aplicadas para identificacdo de
proteinas essenciais, como nocautes de um unico gene (GIAEVER et al., 2002),
interferéncia de RNA (CULLEN; ARNDT, 2005) e nocautes condicionais (ROEMER et
al., 2003), porém geralmente elas so trabalhosas e demoradas, o que restringe seus
usos. Considerando essas restrigdes experimentais, uma abordagem computacional
para identificar proteinas essenciais seria de grande importancia. As redes de
interacdo proteina-proteina servem também para este propdsito, pois inumeros
experimentos mostraram que, em uma rede de interagéo, as proteinas com alto grau
de interagdo (hubs) estdo correlacionadas com sua essencialidade (JEONG et al.,
2001; UETZ et al., 2000; RAIN et al., 2001).

A distribuicdo do grau de interagdo das proteinas em uma RIP n&o é aleatoria,
sendo justificado pela pressdo seletiva que as interagbes estdo submetidas nos
organismos. Assim, uma das caracteristicas de redes biolégicas € apresentar uma
distribuicao livre de escala (scale free) com tendéncia a lei de poténcia para o grau de
interagdo, justificada pela existéncia das proteinas hub (Grafico 1) (JEONG et al.,
2000). Devido a pressao seletiva, as proteinas hub tendem a ser mais conservadas a
nivel de sequéncia, entre os organismos e estdo correlacionadas com a

essencialidade, como foi demonstrado por Dilucca, Cimini e Giansanti (2017).
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Grafico 1 - Gréfico de distribuicao de probabilidade P(k) para o numero de conexdes
(k) de cada proteina
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Fonte: Dilucca, Cimini e Giansanti (2017).
Inserto: Grafico P(k) para genes essenciais (E) e ndo essenciais (NE) com valor médio dos genomas
anotados no DEG. E interessante notar que o grau de interagdo na média é maior para E do que para
NE, comprovando que proteinas essenciais fazem um maior nimero de conexdes.

Assim, as proteinas hub, sdo importantes alvos farmacoldgicos, entretanto,
para que sejam realizados testes por métodos computacionais as suas estruturas

tridimensionais devem ser elucidadas.

2.6 Estrutura tridimensional proteica

Para desempenhar sua funcdo bioldégica as proteinas se dobram em
conformacgdes especificas guiadas por interagbes ndo covalentes, como ligagdes de
hidrogénio, interagdes ibnicas, forcas de Van der Waals e interagcdes hidrofébicas.
Cada conformacgao possui um arranjo tridimensional de atomos diferente, que se da o

nome de estrutura tridimensional proteica.

Para se trabalhar com proteinas pela abordagem computacional é necessario
que as estruturas estejam em um formato que o computador consiga interpretar. Na
década de 70 este formato foi desenvolvido e conhecido até hoje como PDB, nome
este derivado do banco de dados onde é depositado, o Protein Data Bank (BERMAN
et al., 2000). Em um arquivo PDB estao contidas as localizagdes tridimensionais de
cada atomo de uma proteina (coordenadas atdmicas), além de informagdes
relacionadas a estrutura, sequéncia génica e experimento realizado para obté-las.

Com o arquivo PDB da estrutura, € possivel visualizar a proteina em interface gréafica
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através de programas como PyMOL (DELANO, 2002), ADT do pacote MGLTools
(MORRIS et al., 2009) e UCSF Chimera (PETTERSEN et al., 2004).

Porém, obter coordenadas atbmicas de estruturas proteicas nao € algo téao
simples. Sdo diversos os métodos utilizados para este fim, sejam eles experimentais

ou com auxilio de computadores.

2.6.1 Métodos experimentais

Os métodos experimentais sdo mais precisos para se obter uma estrutura em
alta resolugdo, mas sao custosos e requerem equipamentos especificos (WU;
ZHANG, 2009). Dentre os diversos métodos experimentais, alguns dos que mais

contribuem com o depdsito de estruturas tridimensionais de proteinas sao:

Cristalografia de raios-X: Neste método, a proteina de interesse é purificada,
cristalizada e submetida a um intenso feixe de raios-X. A proteina cristalizada difrata
o feixe em varias dire¢cdes, que sdo analisados para determinar a distribuicdo de
elétrons em uma proteina e consequentemente a localizagao espacial de cada atomo.
Através dessa técnica € possivel obter informagdes precisas sobre ligantes, inibidores,
ions e outras moléculas que também estao incorporadas ao cristal. Embora seja o
meétodo mais preciso em determinar a estrutura 3D proteica, sua utilizacdo € menor
do que se espera devido ao tempo, custo e inabilidade de algumas proteinas formarem
cristais ideais, muitas vezes nao refletindo na estrutura real da proteina. Por conta da
cristalografia depender das moléculas estarem alinhadas, o processo de cristalizagéo
é dificil e limitado as proteinas rigidas (BERMAN et al., 2000; YADA; JACKMAN;
NAKAI, 1988). Em dezembro de 2019 mais de 132.200 proteinas estavam
depositadas no PDB com estrutura determinada pelo método de cristalografia de

raios-X.

Espectroscopia de Ressonancia Magnética Nuclear (RMN): Na RMN a
proteina é purificada, colocada em um forte campo magnético e depois sondada com
ondas de radio, gerando um conjunto de ressonancias distintas (picos), que serao
observadas e analisadas. Uma vantagem do método é fornecer informagdes sobre
proteinas ainda em solugao, sem a necessidade de ser cristalizada ou preparada para
ser visualizada em microscopio. Portanto, a espectroscopia de RMN ¢é o principal
método experimental para estudar as estruturas atdbmicas de proteinas flexiveis,

porém, o meétodo é limitado a proteinas pequenas ou médias (BERMAN et al., 2000).
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Estavam depositadas no PDB em dezembro de 2019 mais de 11.200 proteinas com

estrutura determinada pelo método de Espectroscopia de RMN.

Microscopia Eletronica 3D (ME3D): Para se obter uma estrutura
tridimensional proteica por este método é realizada a captura de varias imagens 2D
em diferentes angulos, por microscopios eletrénicos de transmissao que utilizam de
feixes de elétrons e um sistema de lentes de elétrons. Em termos de detalhes
moleculares e atbmicos, o método produz resultados similares a cristalografia,
permitindo a visualizacdo de dominios proteicos, elementos estruturais secundarios,
cadeias laterais de aminoacidos, moléculas de agua de superficie e ligantes n&o
covalentemente ligados (BERMAN et al., 2000). Estavam depositadas no PDB em
dezembro de 2019 mais de 3.000 proteinas com estrutura determinada pelo método

de Microscopia Eletrdnica 3D.

2.6.2 Métodos computacionais de predicao de estrutura tridimensional

Embora o numero de estruturas de proteinas determinadas experimentalmente
esteja aumentando, a quantidade de sequéncias de proteinas sem estrutura que estéo
sendo constantemente depositadas aumenta ainda mais. Em maio de 2020 o TrEMBL
continha ao menos 180.690.000 proteinas automaticamente anotadas e sem
estrutura, enquanto no Swiss-prot apenas 562.000 proteinas manualmente anotadas
e com estrutura. Devido a enorme diferenca entre a quantidade de sequéncias e
estruturas tridimensionais, se faz necessario a utilizagao de métodos computacionais,
que predizem a estrutura de proteinas com uma certa rapidez e confiabilidade, sao

eles:

Predicdo por enovelamento (Threading): Threading identifica e alinha a
estrutura da proteina alvo com outras do PDB com base em seus enovelamentos ou
conhecidos motifs estruturais (conexdes entre estruturas secundarias) (ROY;
KUCUKURAL; ZHANG, 2010). Utilizado quando a modelagem comparativa, baseada
na sequéncia proteica, n&do identifica proteinas homologas no PDB (XU; JIAO; YU,
2008).

Método ab initio: Também conhecido como modelagem de novo e
denominado modelagem sem modelo, é baseado nos principios da fisica, quimica e

na hipétese termodinamica de Anfinsen (ANFINSEN, 1973). Método alternativo
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quando nao existe estrutura homdéloga no PDB nem pode ser detectada pelo

threading, gera a estrutura da proteina a partir do zero (WU; ZHANG, 2009).

Modelagem comparativa: Apesar do consideravel progresso na predigao da
estrutura de novo (BRADLEY; MISURA; BAKER, 2005), os métodos de modelagem
comparativa, quando aplicaveis (proteinas homologas presentes), fornecem modelos
mais confiaveis e precisos de estrutura proteica (BAKER; SALI, 2001). A modelagem
comparativa se baseia na premissa de que sequéncias relacionadas evolutivamente
possuem estruturas tridimensionais semelhantes (CHOTHIA; LESK, 1986), permitindo
construir a estrutura de uma proteina de interesse a partir de proteina com estrutura
conhecida, que compartilham similaridade a nivel de sequéncia. O procedimento
tradicional de modelagem comparativa consiste em varias etapas consecutivas,
geralmente repetidas até que uma estrutura satisfatoria seja obtida: encontrar
proteinas molde adequadas e relacionadas ao alvo; alinhar sequéncias do alvo e do
modelo; identificar regides estruturalmente conservadas; prever regides
estruturalmente variaveis, incluindo insergdes e terminais N e C ausentes; modelagem
das cadeias laterais; e por ultimo refinamento e avaliagdo do modelo resultante
(GINALSKI, 2006).

Da area de bioinformatica estrutural, estes métodos estdo embutidos, n&o
exclusivamente, nos programas utilizados para modelagem tridimensional de

estruturas proteicas.

2.6.3. Programas de modelagem

Existem diversos programas utilizados para a predicdo de estruturas
tridimensionais, diferindo pouco na precisdo com que o fazem (MOULT et al., 2011).
Alguns dos servidores Web mais usados para modelagem de proteinas sdo Phyre2
(KELLEY et al., 2015), i-TASSER (ROY; KUCUKURAL; ZHANG, 2010), Swiss-Model
(ARNOLD et al., 2006), HHpred (SODING, 2005), predigdo de estrutura secundaria
baseada em PSI-BLAST (PSIPRED) (LOBLEY; SADOWSKI; JONES, 2009), Rosetta
(RAMAN et al., 2009) e Raptor (KALLBERG et al., 2012; KELLEY et al., 2015).

O sistema Phyre2, desenvolvido em 2011 e sucessor do Phyre (KELLEY;
STERNBERG, 2009), é uma combinagao de diversos algoritmos préprios para, entre

outras fungdes, prever estruturas 3D proteicas através da modelagem comparativa.
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Seu método para gerar um modelo 3D é composto por quatro estagios descritos e

ilustrados na Figura 7.

Figura 7 - Etapas para modelagem realizadas pelo Phyre2
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Fonte: Adaptado de Kelley (2015).

Etapa 1 (coleta de sequéncias homodlogas): a sequéncia de uma proteina é alinhada contra diversas
outras sequéncias de proteinas curadas, com o objetivo de capturar a posi¢ao preferivel para cada
residuo. O resultante alinhamento multiplo de sequéncias € usado para prever a estrutura secundaria
com o auxilio do PSIPRED. Tanto o alinhamento multiplo quanto a estrutura secundaria predita séo
usados para gerar um modelo oculto de Markov (HMM). Etapa 2 (alinhamento contra biblioteca de
estruturas secundarias): O modelo HMM gerado é alinhado contra estruturas secundarias de proteinas
conhecidas do banco de dados com perfil HMM conhecidos. Os alinhamentos com pontuagcao mais alta
sdo usados para construir modelos com apenas a espinha dorsal (cadeia polipeptidica sem o grupo R).
Etapa 3 (modelagem ciclica): os indels (inser¢des e delegdes) nesses modelos sdo corrigidos pela
modelagem ciclica. Etapa 4 (adigdo de cadeias laterais): cadeias laterais (grupo R) de cada aminoacido
sao adicionadas para gerar o modelo Phyre2 final.

2.6.4 Validagao de estruturas tridimensionais

As estruturas 3D geradas pelos programas de modelagem devem ser
avaliadas, verificando a qualidade estereoquimica e possiveis erros estruturais. Para
a validacdo s&o usados principalmente o grafico de Ramachandran
(RAMACHANDRAN, 1963) e o célculo do RMSD (Root Mean Square Deviation),
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baseados nos angulos de torsdo da cadeia principal da proteina e na distancia média

entre os atomos da proteina molde para validagdo, respectivamente.

No grafico de Ramachandran, cada residuo da cadeia principal de uma proteina
possui quatro angulos de torgao ¢ (phi), y (psi), w (omega) e x1, determinantes para
o enovelamento de uma proteina (Figura 8). A faixa permitida de angulos é restritiva,
portanto, variagdes nos angulos de torgdo ndo dao muita variedade conformacional
(HOOFT; SANDER; VRIEND, 1997). O grafico de Ramachandran é um grafico 2D dos
angulos de torgao @-y que, comparados com uma distribuicdo determinada, permite
visualizar a conformacdo proteica, de uma forma simplificada (RAMACHANDRAN,
1963). Esses graficos @-y foram aceitos como um aspecto central da validagéo da
estrutura proteica, sendo rotineiramente aplicados durante a deposicao de estruturas
no PDB (BERMAN et al., 2000).

Figura 8 - Visdo geral dos angulos de tor¢éo (¢, g, w e x1) da cadeia central de
proteinas

Fonte: Gibbs (2001).

Os angulos @ e y se agrupam em regides distintas no grafico de
Ramachandran, correspondendo a uma estrutura secundaria especifica (HO;
BRASSEUR, 2005). Os graficos de ¢ e y para proteinas individuais se tornaram
principais para a validacdo da estrutura, porque os valores de @ e Yy nao sao
otimizados no processo de refinamento e, portanto, fornecem um bom indicativo de

areas locais problematicas (MORRIS et al., 1992). A localizagdo aproximada e a forma
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tomada pelas regides mais favoraveis de baixa energia podem ser visualizadas na

Figura 9a e Figura 9b.

Figura 9 - Tratamentos e definicdes classicas de ¢ e @
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Fonte: Kleywegt e Jones (1996); Lovell et al. (2003).

a) Limites definidos pelas sobreposicbes atdbmicas de esfera dura (RAMACHANDRAN;
SASISEKHARAN, 1968); Imagem mostra a localizagdo aproximada das regides a+310, 3+polyPro e
La; linhas tracejadas e pontilhadas incluem regiées permitidas. b) Regides ¢ e y usadas para validagao
de estruturas protéicas experimentais; as areas escuras, cinza escuro e cinza claro sdo as regides
“‘mais favoraveis”, “adicionalmente permitidas” e “generosamente permitidas", respectivamente, do
ProCheck (LASKOWSKI et al., 1993); o contorno preto inclui a regido unica "estritamente permitida" do
WhatCheck.

O calculo do Desvio Médio Quadratico (do inglés Root Mean Square Deviation,
abreviado RMSD), € a medida em angstroms da distancia média entre os atomos
correspondentes da proteina alvo (predita) com a proteina molde (experimental), de
modo que quanto menor for a distancia, mais semelhantes sdo as duas estruturas
(REVA; FINKELSTEIN; SKOLNICK, 1998). Sao considerados bons modelos preditos
aqueles com RMSD menor ou igual a 3A, no caso de proteinas homdlogas, ou seja,
com similaridade maior ou igual a 30% (CHOTHIA; LESK, 1986). Também é
importante a quantidade de atomos considerados na comparagdo, pois alguns
algoritmos tendem a desconsiderar pares de atomos em posi¢ées muito divergentes

para se obter melhor valor de RMSD.

Ferramentas computacionais sdo comumente utilizadas para calcular o valor
de RMSD, através do alinhamento entre as estruturas proteicas. Sdo inumeras as

ferramentas que propdem realizar o alinhamento ideal sem desconsiderar muitos
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residuos, como DALI (HOLM; SANDER, 1993), CE (SHINDYALOV; BOURNE, 1998),
SAL (KIHARA; SKOLNICK, 2003), FATCAT (YE; GODZIK, 2003), TM-align (ZHANG,;
SKOLNICK, 2005), Fr-TM-align (PANDIT; SKOLNICK, 2008), FAST (ZHU; WENG,
2005), CASSERT (MROZEK; MALYSIAK-MROZEK, 2013), DeepAlign (WANG et al.,
2013), MICAN-SQ (MINAMI et al., 2018), ou até pelo PyMOL (DELANO, 2002). Na
Figura 10 estdo exemplos que podem ser considerados modelos bons ou ruins,

obtidos por ferramentas diferentes.

Figura 10 - Alinhamentos estruturais entre diferentes softwares

MADOKA TM-align
L=276 RMSD=0.9A L=276 RMSD=1.7A
TM-score=0.98 TM-score=0.93

MADOKA
L=91 RMSD=3.9A L=65 RMSD=4.8A

TM-score=0.59 TM-score=0.30

Fonte: Adaptado de DENG et al. (2019).

Para o alinhamento entre as duas proteinas, as ferramentas MADOKA (DENG et al., 2019) e TM-align
(ZHANG; SKOLNICK, 2005) foram utilizadas. a) alinhamento entre 1A10_A (276 residuos) e 4HKJ_A
(277 residuos), com RMSD variando de 0,9A até 1,7A. b) alinhamento entre 2GZA_A (334 residuos) e
1A1M_B (99 residuos), com RMSD variando de 3,9A até 4,8A. O célculo do TM-score também avalia
a qualidade do alinhamento entre os residuos alinhados, mas independe do tamanho da proteina,
quanto maior melhor, enquanto L dita o tamanho original da estrutura original.
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Independentemente do método utilizado para se obter a estrutura
tridimensional da proteina, a afinidade dos ligantes por seu sitio ativo podem ser
testados por métodos computacionais.

2.7 Ligantes

As funcdes desempenhadas por muitas proteinas envolvem interacbes
intermoleculares com uma variedade de moléculas, como hormoénios, metabdlitos,
neurotransmissores e peptideos, que damos o nome de ligante. O potencial de cada
forga intermolecular depende da distancia entre os dois atomos envolvidos na
interacao (Figura 11) (GOVINDARAJ; BRYLINSKI, 2018; KITCHEN et al., 2004).

Figura 11 - Representagao das forgas de ligagao

d van der Waals Ligacdo de hidrogénio Potencial Eletrostatico

Distancia (riJ) Distancia ("'ij) Disténcia (rjp)
Fonte: Adaptado de Kitchen et al. (2004).
a. Estrutura de uma proteina quinase interagindo com o seu inibidor. b. Visdo ampla do sitio de ligagao.
c¢. Visdo ampla da interagéo entre a proteina e o ligante, com a ligagao de hidrogénio e van der Waals
representadas em vermelho e verde, respectivamente. d. Representagdes do potencial energético das
diferentes forgas intermoleculares em fungdo da distancia entre atomos (i e j). A esquerda esta
representado o potencial da interagdo van der Waals e no meio da ligagdo de hidrogénio, ambos com

energia em e distancia inversamente proporcionais. A direita estd o potencial eletrostatico,
representado em azul dois atomos com carga igual e em preto com cargas opostas.

Energia
Energia
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Essa interacao pode ser especifica e reversivel, podendo ativar ou desativar
um receptor, que ao induzir ou impedir que mudancgas na conformacdo ocorram,

permite ou impossibilita de desempenhar suas fungdes, respectivamente.

Forgas intermoleculares contribuem aumentando a afinidade entre a proteina e
o ligante, como ligagdes idnicas, liga¢cdes de hidrogénio e forgas de Van der Waals,
com excecao de ligagdes covalentes irreversiveis, pois sdo infrequentes em sistemas
biolégicos.

A depender da forga de ligagao e do sitio onde o ligante interage com uma
proteina alvo, seu potencial para ser um candidato a droga pode ser avaliado. Para o
ligante ndo ser téxico ao corpo humano ele deve atender a regra dos cinco de Lipinski
e possuir propriedades farmacocinéticas favoraveis de absorcdo, distribuicao,
metabolismo e excre¢ao (ADME) (KALYAANAMOORTHY; CHEN, 2011). A regra dos
cinco de Lipinski (RO5, do inglés Rule of five) dita que o ligante ndo deve ter mais do
que cinco doadores de hidrogénio, dez aceptores de hidrogénio, massa menor que
500 daltons, coeficiente de particdo que nao exceda a cinco, e hdo mais do que uma
dessas regras violadas (LIPINSKI, 2004).

Ligantes que atendam as ROS5 e propriedades de ADME podem ser buscados
em bancos de dados de compostos comercialmente disponiveis, como € o caso do
ZINC (STERLING; IRWIN, 2015) ou desenhados para testes in silico. Para o estudo
de caso, os ligantes desenhados sdo derivados sintéticos de alcalbides
tetrahidroisoquinolinicos, considerados candidatos a droga.

2.7.1. Alcaldides tetrahidroisoquinolinicos

Alcaldides sao moléculas encontradas na natureza possuindo baixo peso
molecular e contendo em sua estrutura o nitrogénio, o que lhes garantem uma
caracteristica basica, sendo a maioria derivados de aminoacidos, podendo ser

classificados em isoquinolinicos e tetrahidroisoquinolinicos (Figura 12).
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Figura 12 - Comparacao estrutural entre isoquinolinas e tetrahidroisoquinolinas
5

4
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Tetrahidroisoquinolina Benzeno Piperidina

Fonte: Adaptado de Silva (2016).

Os alcaldides isoquinolinicos sdo compostos organicos heterociclicos
aromaticos produzidos por plantas que possuem propriedades farmacoldgicas
comprovadas, como analgésico, relaxante muscular e antimicrobiana (HAGEL;
FACCHINI, 2013). Sao formados pela jungdo de um anel benzénico e piridina, e tém
como origem o aminoacido aromatico tirosina, podendo formar aproximadamente
2500 diferentes estruturas, como por exemplo, a (S)-norcoclaurina, um precursor
importante para formagdo de ainda outros diversos compostos (STADLER; ZENK,
1990).

Ja os alcaldides tetrahidroisoquinolinicos sdo compostos organicos derivados
das isoquinolinas presentes em plantas como Cactaceae, Papaveraceae e
Fumariaceae. O que difere as tetrahidroisoquinolinas das isoquinolinas € que no lugar
da piridina se encontra a piperidina, que em conjunto com o anel benzénico forma sua

estrutura base (Figura 12).

Um dos principais objetivos na descoberta de farmacos é identificar novos
ligantes que possuam alta afinidade por proteinas alvo a fim de provocar uma resposta
biolégica desejada. Considerando as propriedades conhecidas de alcaldides,
derivados de tetrahidroisoquinolinicos sdo potenciais ligantes para avaliarmos a
interacdo com nossas proteinas hub. Para testar o potencial de interacao e identificar
novos candidatos a droga (ligantes), métodos de desenho de drogas auxiliados por
computadores (CADD) estdo sendo cada vez mais utilizados.
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2.8 Computer-Aided Drug Design Methods (CADD)

Existem diversos métodos para identificar novos “compostos lideres” (lead
compounds) que interajam com proteinas de interesse, o mais relevante sendo a
triagem em larga escala ou high-throughput screening (HTS), que utiliza da robdtica
para testar uma grande quantidade de compostos quimicos contra seus alvos. Porém
o HTS é muito custoso e requer todo um espaco laboratorial ideal para a realizagao
da técnica, além do alto custo de sintese dos compostos, necessarios para a triagem.
Um método alternativo é a triagem virtual ou virtual screening (VS) pois utiliza apenas
poder computacional (in silico) para o mesmo propdsito sem a necessidade de sintese
e de espaco laboratorial, tentando identificar e otimizar compostos lideres, ao predizer
quais diferentes conformagdes dos mesmos interagem bem com seus respectivos
alvos (SHOICHET, 2004).

O virtual screening faz parte dos métodos para se desenhar drogas com o
auxilio de computadores, conhecido como Computer-Aided Drug Design (CADD), que
utilizam de ferramentas matematicas na forma de programas para manipular e
quantificar as propriedades de uma droga em potencial (YU; MACKERELL, 2017). E
possivel entdo, com a utilizagdo de computadores, descobrir, desenvolver e analisar
drogas e moléculas com atividade bioldgica desejada (KUMAR; JHA, 2017). Em geral,
s&o dois os métodos CADD utilizados em virtual screening, o baseado no ligante

(LBVS) e na estrutura proteica (SBVS), representados na Figura 13.
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Figura 13 - Fluxo representativo dos métodos CADD (Computer-Aided Drug Design)
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Fonte: Adaptado de Macalino et al., 2015.

A abordagem structure-based (baseado na estrutura e a esquerda na figura) consiste em usar a
estrutura 3D do alvo (receptor ou enzima) para identificar possiveis ligantes. Pelo método SBDD sao
identificados os sitios de ligagao (binding site identification) do alvo, testados (pelo docking) os ligantes
de interesse e obtidos os valores respectivos de score. Porém. A abordagem ligand-based (baseado
no ligante e a direita na figura) sdo obtidas informagdes de um conjunto de ligantes ativos contra um
alvo relevante, sendo duas as técnicas, a modelagem farmacoférica ou relagdo quantitativa estrutura-
atividade (QSAR). Seja pelo SBDD ou LBDD, o virtual screening é realizado, selecionados e otimizados
os melhores ligantes, e possivelmente desses processos obtido uma nova droga.

2.8.1 Ligand Based Virtual Screening (LBVS)

Nos casos em que a estrutura 3D da proteina alvo esta ausente e seus sitios
de ligagcado sao desconhecidos, as informagbes obtidas de um conjunto de ligantes
ativos contra um alvo relevante (receptor ou enzima) podem ser usadas para
identificar propriedades estruturais ou fisico-quimicas significativas responsaveis pela
atividade biolégica observada e otimizar drogas lead-like (MACALINO et al., 2015;
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HAMZA; WEI; ZHAN, 2012). Nos métodos baseados no ligante se supde que
compostos estruturalmente ou fisico-quimicamente similares exibam resposta
biologica e interagdo similares com o mesmo alvo (PRATHIPATI; DIXIT; SAXENA,
2007). Os métodos LBVS podem ser divididos em Relacdo Quantitativa Estrutura-

Atividade (QSAR) e em farmacéforos.

Relagdao Quantitativa Estrutura-Atividade (QSAR): S3o baseados na
premissa de que alteragdes na atividade biolégica (ou farmacolégica) de compostos
estdo associadas a variagbes estruturais e moleculares (LAVECCHIA, 2013). Um
modelo estatistico é gerado a partir dessa correlagdo para desenvolver e prever
matematicamente a propriedade biolégica de novos compostos (MELO-FILHO;
BRAGA; ANDRADE, 2014). Existem inumeras estratégias QSAR, que vao desde 3D
até 6D, com o intuito de resolver as deficiéncias da estratégia QSAR multidimensional
menos avangada. Estratégias 3D-QSAR incluem Topomer CoMFA (CRAMER, 2003),
Relacéo Estrutura-Atividade Espectral (S-SAR) (PUTZ; LACRAMA, 2007), Adaptacéo
de Campos para Comparag¢ao Molecular (AFMoC) (GOHLKE; KLEBE, 2002), Analise
de Interagcdo de Residuo Comparativo (CoRIA) (DATAR et al., 2006), e o mais
utilizado, o Analise de Campo Molecular Comparativo (CoMFA) (CRAMER,;
PATTERSON; BUNCE, 1988).

Modelagem Farmacoférica: Esta abordagem visa identificar compostos
contendo diferentes estruturas, mas com um arranjo 3D semelhante dos principais
grupos funcionais que interagem com o alvo (VUORINEN; SCHUSTER, 2015). Ao
explorar a conformagao bioativa dos compostos candidatos, as informagdes dos sitios
de ligagdo (binding site) podem ser incorporadas neste modelo. A modelagem de
farmacoforo também pode ser realizada no estagio de alinhamento molecular dos
estudos de modelagem QSAR (MELO-FILHO; BRAGA; ANDRADE, 2014). Varios
programas sao comumente utilizados para geragcdo automatica de farmacéforo,
incluindo Discovery Studio, PHASE (DIXON et al., 2006), LigandScout (WOLBER,;
LANGER, 2005) e MOE (MOE, 2005).

2.8.2 Structure Based Virtual Screening (SBVS)

Nos casos em que a estrutura 3D de uma proteina alvo esta disponivel, a
triagem virtual baseada em estrutura (SBVS) € o método de escolha nos estagios
iniciais do processo de descoberta de medicamentos (CAVASOTTO; ORRY;
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ANDREW, 2007). SBVS visa explorar a afinidade de um ligante por uma proteina para
identificar compostos que se ligam fortemente aos sitios de ligagcdo de alvos
biologicamente relevantes (GHOSH et al. 2006).

ApoGs a predicdo ou obtengédo da estrutura 3D proteica, diversas etapas séo
necessarias para realizagao da triagem virtual: 1) identificagdo de pockets (bolsdes)
drogaveis; 2) preparo das proteinas alvo e ligantes, ao adicionar cargas e converter
os arquivos no formato do PDB (Protein Data Bank) em PDBQT (adi¢do da carga
parcial, Q, e o tipo do atomo, T); 3) processo de docking, que tenta prever
precisamente as melhores conformacdes de um composto dentro do pocket da
proteina; 4) analise de docking com base na pontuagao (score) de cada conformacéao,
medida que tenta prever a probabilidade do ligante realmente se ligar ao alvo; 5)
priorizagcdo de compostos para teste (CAVASOTTO; ORRY; ANDREW, 2007; LYNE,
2002).

Como primeira etapa, a identificacdo e delimitacdo de pockets é de suma
importancia para predigdo eficiente de conformagdes e interagdes do ligante com a
proteina por programas de docking. Pockets ou bolsdes sdo cavidades na superficie
ou no interior de proteinas que possuem propriedades adequadas para interagirem
com ligantes. Bolsbes podem ser bons ou ruins, a depender de sua capacidade de
fornecer sitios de ligacdo para drogas. Com base na pontuagdo da propriedade
druggability score, os pockets podem ser classificados em quatro categorias: néo
drogavel (0,0=DS<0,2), pouco drogavel (0,2 <DS <0,5), drogavel (0,5<DS <0,7) e
altamente drogavel (0,7<DS<1,0) (RAMOS et al., 2018).

Diversos softwares desempenham o papel de predizer pockets, alguns deles
sao: I-TASSER (ROY; KUCUKURAL; ZHANG, 2010), SCREEN (NAYAL; HONIG,
2006), POCASA (YU et al., 2010), CASTp (BINKOWSKI; NAGHIBZADEH; LIANG,
2003), MSPocket (ZHU; PISABARRO, 2011), fPocket (LE GUILLOUX; SCHMIDTKE;
TUFFERY, 2009) e PocketDepth (KALIDAS; CHANDRA, 2008).

Depois de preparadas as proteinas alvo e os ligantes, diversos programas de
docking podem ser utilizados, diferindo no algoritmo, no manuseio da flexibilidade de
ligantes e proteinas, na utilizagdo ou ndo de moléculas de agua, no emprego das
funcdes de pontuacdo e no tempo necessario para o computador encaixar uma
molécula em um determinado pocket da proteina. Alguns programas comumente
utilizados séo: Dock (EWING et al.,, 2001), FlexX (RAREY et al., 1996), Slide
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(SCHNECKE; KUHN, 2000), Gold (JONES; WILLETT; GLEN, 1995), ICM (ABAGYAN,;
TOTROV; KUZNETSOV, 1994), bem como AutoDock Vina (TROTT; OLSON, 2010).

Inicialmente, a maioria dos algoritmos de docking foram desenvolvidos com
base em proteinas rigidas e ligantes flexiveis, ignorando qualquer alteragcéo
conformacional proteica que possa ocorrer antes ou apos a ligagdo. No entanto, ao se
perceber a importancia da flexibilidade no docking, novos algoritmos foram
desenvolvidos. A flexibilidade de uma proteina pode ser introduzida por diferentes
meétodos: implicitamente, ao executar multiplas etapas de docking a partir de diversas
conformacgdes geradas (ensemble docking); ou explicitamente, permitindo flexibilidade
na cadeia lateral durante o encaixe ou em uma etapa de aprimoramento. Porém, para
realizagdo de docking flexivel, é necessario o conhecimento das regides flexiveis e
mudancas conformacionais que possam ocorrer na proteina, muitas vezes derivado
de simulagbes de dindmica molecular, um processo computacionalmente custoso
(BONVIN, 2006).

Independente do docking ser rigido ou flexivel, uma vez que as inumeras
conformacgdes do ligante foram geradas pelo software, elas devem ser ranqueadas de
acordo com a qualidade da mesma em relagao a outras conformacdes nas bases de
dados ou do mesmo ligante. Programas pontuam essas conformagdes de pelo menos
trés formas diferentes: physical-based (force-field), método pontua com base nos
campos de forga dos atomos, como Amber ou CHARMM, ao limitar uma regiao (grid)
para docking; empirical, baseado em propriedades fisico-quimicas como a quantidade
de ligacbes de hidrogénio para se obter um valor estimado de energia livre; ou
knowledge-based, método estatistico baseado na estrutura do complexo proteina-
ligante que calcula a soma de energias livres de contatos interatbmicos. Programas
citados como AutoDock, Dock e ICM utilizam de force-field para pontuacao, enquanto

FlexX, Slide e Gold utilizam de empirical.
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3. OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral

Identificar e validar proteinas essenciais de C. ulcerans com potencial uso para

alvo no desenvolvimento de farmaco.

3.2 Objetivos especificos

e Gerar e validar rede de interacao proteina-proteina para C. ulcerans.
e |dentificar, validar e caracterizar as proteinas essenciais.

e Testar 42 derivados sintéticos de alcalodides tetrahidroisoquinolinicos contra as

proteinas essenciais de C. ulcerans.
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4 METODOLOGIA
4.1 Bancos de dados biolégicos

Para a execugdo do trabalho, em suas diversas etapas, foram utilizadas
diversas bases de dados publicamente disponiveis (Tabela 2).

Tabela 2 - Lista das bases de dados publicas

Nome Descrigao Proteinas Versao Local Referéncia
Cluster de grupos ortélogos . (TATUSOV et al.,
COG de proteinas 2014 http://clovr.org/ 2001)
DEG Base de dados de proteinas 53.885 15.2 http://tubic.tju.edu. (LUO et al., 2014)
essenciais cn/deg/
NCBI Banco de dados de na na https://w_ww.ncbl.nl (NCBI, 1988)
genomas m.nih.gov/
Banco de dados de .
PDB proteinas com estrutura 161.273 na hitps://www.rcsb.o (ROSE etal,
. . . rg/ 2015)
tridimensional definida
STRING Bases de dados de 24.584.628 110 http/istring-db.orgr  (SZKLARCZYK et

interagao proteina-proteina

Banco de dados de
UNIPROT anotagao de sequéncias 178.316.438 2019-10

al., 2019)
https://www.unipro (CONSORTIUM,

; t.org/ u., 2019)
proteicas
Base de dados com .
GO informacdes sobre fungdes 1.359.256 2020-02 hitp://geneontolog (CONSORTIUM,

de produtos genéticos y-org/ G. 0., 2019)

Fonte: Autor. Legenda: na, sem verséo.

4.2 Genomas completos de C. ulcerans

Dez genomas de C. ulcerans com sequenciamento completo, disponiveis no NCBI
(NCBI, 2020b), foram utilizados para construir as RIPs (Tabela 3).

Tabela 3 - Genoma completo de dez linhagens de C. ulcerans

Linhagem Tamanho (Mb) GC% Genes Proteinas Referéncia
102 2.579 53.40 2339 2250 (SEKIZUKA et al., 2012)
809 2.502 53.30 2250 2176 (TROST et al., 2011)
5146 2.466 53.30 2212 2131 (TATUSOVA et al., 2015)
131001 2.483 53.30 2242 2143 na
131002 2434 53.40 2179 2099 (TATUSOVA et al., 2015)
210931 2.509 53.25 2280 2196 (TATUSOVA et al., 2015)
210932 2.484 53.30 2230 2145 (VIANA et al., 2014)
BR-AD22 2.606 53.40 2373 2276 (TROST et al., 2011)
FRC11 2442 53.30 2182 2105 (DE JESUS BENEVIDES et al., 2015)
FRC58 2.542 53.30 2298 2218 (DE SOUSA SILVA et al., 2014)

Fonte: adaptado do NCBI (2020b). Legenda: na, sem referéncia.
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4.3 Predicao das Redes de Interacao Proteina-Proteina (RIP)

Para a predi¢gao da RIP o método utilizado foi o interolog mapping, seguindo o

fluxograma da Figura 14 e detalhado subsequentemente.

Figura 14 - Fluxograma de predigao das redes de interagédo proteina-proteina (RIP)
das dez linhagens de C. ulcerans
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Fonte: Autor.
4.3.1 Alinhamento C. ulcerans contra STRING

As sequéncias proteicas de cada uma das dez linhagens de C. ulcerans foram
alinhadas contra todas as 24.584.628 sequéncias proteicas presentes no banco de
dados STRING, visando identificar proteinas de C. ulcerans homologas a algum
organismo de STRING. Apds, as proteinas de STRING foram alinhadas contra as

proteinas de cada linhagem de C. ulcerans, visando construirmos alinhamento
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reciproco. O programa BLASTp com e-value configurado para e ' foi utilizado para o
alinhamento (CAMACHO et al., 2009).

Objetivando mapear das bases de dados somente as interagdes realmente
ortélogas, foram desconsiderados entdo os alinhamentos que apresentaram
identidade*cobertura menor que 56,25% (valor que representa uma média de 75% de
identidade e 75% de cobertura). Adicionalmente, foram identificadas e somente
consideradas as proteinas de C. ulcerans com alinhamento reciproco (AR) contra o
STRING.

4.3.2 Mapeamento das interagoes

A partir das proteinas com alinhamento reciproco (AR) foram geradas as
interagdes teoricas, um conjunto de IPP contendo o produto cartesiano entre todas as
proteinas com AR de C. ulcerans:

Interacgdes tedéricas = AR x AR

Assim, as interagdes tedricas foram mapeadas nas interagoes do STRING,

obtendo-se as interagdes reais totais, ou seja, a intersecgédo entre ambos conjuntos:

Interacoes reais = Interagdes tedricas N Interacoes de STRING

O conjunto de interagao totais contém interagdes redundantes mapeada de
organismos diferentes de STRING. As interagbes redundantes foram retiradas,
permanecendo somente a interagdo com maior identidade*cobertura, a mais similar a

C. ulcerans.

Adicionalmente, visando mapear da base de dados STRING as interacdes
altamente confiaveis ou experimentais, foram consideradas somente as interacoes

distintas com score de confianga = 700.

Assim, as interacdes distintas, ndo redundantes e com score >= 700 foram

utilizadas para gerar as RIPs de cada linhagem.
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Adicionalmente, objetivando validar as RIP geradas, foi plotado o gréafico de

distribuicdo do grau de interagéo pelo programa Cytoscape (SHANNON et al., 2003).

4.4 Selegao das proteinas alvo

Para a selecéo de proteinas alvo se levou em consideragéo o grau de interagao
de cada proteina na RIP, sua essencialidade e a homologia com o hospedeiro,

processo resumido na Figura 15.

Figura 15 - Fluxograma de selegao das proteinas alvo
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Fonte: Autor.
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4.4 .1 Identificagao e validagao das proteinas hub

Visando identificar as proteinas hub de C. ulcerans e validar a essencialidade,
as RIPs das dez linhagens foram submetidas a analise topolégica. O grau de interagéo
foi calculado pelo plugin NetworkAnalyzer (ASSENOV et al., 2008) do Cytoscape
(SHANNON et al., 2003). Do total de proteinas das RIPs, foram selecionadas somente

aquelas com um grau de interagdo maior que zero.

Como o grau de interagdo tende a ser maior em proteinas essenciais
(DILUCCA; CIMINI; GIANSANTI, 2017), foi selecionado os primeiros 25% de
proteinas com maior grau de interagao e presentes nas dez linhagens para compor as
proteinas hub. A linhagem FRC58 foi utilizada como referéncia para representar as

proteinas hub de C. ulcerans conservadas nas 10 linhagens.

Para validar a essencialidade, as proteinas hub foram alinhadas contra a base
de dados de genes essenciais DEG (LUO et al., 2014) utilizando o programa BLASTp
(ALTSCHUL et al., 1990) com evalue 1e7'°, filtro de baixa complexidade desativado e
matriz de substituigdo BLOSUMG62. As proteinas hub com homélogos no DEG tiveram
a essencialidade confirmada, ja as proteinas sem homodlogos no DEG tiveram

essencialidade verificada por anotagao, sendo consideradas novos alvos.

Adicionalmente, as proteinas hub, com ou sem homélogos no DEG, passaram
pela analise funcional e de enriquecimento. As proteinas foram classificadas em
categorias do COG (Cluster of Orthologous Genes) pela ferramenta eggNog-mapper
(HUERTA-CEPAS et al.,, 2017), tendo suas fungdes anotadas e discutidas. A
ferramenta BLAST2GO (GOTZ et al., 2008) foi utilizada para o enriquecimento e
classificagao das proteinas hub nos termos do Gene Ontology (GO). Realizadas todas

estas etapas, as proteinas hub passaram a ser denominadas proteinas alvo.

4.4.2 Homologia com hospedeiro

Um bom alvo para drogas deve ser especifico de forma a ndo ter homologo no
organismo hospedeiro. Assim, foi verificada a existéncia de proteinas ortélogas de C.
ulcerans no hospedeiro (H. sapiens) com uso do programa BLASTp (ALTSCHUL et
al., 1990) para alinhar as proteinas hub. Foi utilizado o valor padrdo para os

parametros do BLASTp, com e-value configurado para 1e-'°. As proteinas essenciais
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de C. ulcerans com identidade*cobertura maior ou igual a 30% as proteinas de H.
sapiens foram descartadas.

4.5 Estudo de caso

Para testar a possivel interacdo entre as proteinas alvo (hub) e moléculas
candidatas a farmaco, diversas etapas de preparo e predicdo foram realizadas,
possibilitando em seguida executar o virtual screening, processo representado na
Figura 16.

Figura 16 - Fluxograma para execug¢ao do virtual screening
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N LN
Estrutura 3D h S —— b Score < -6
Validada? . (
. Ligantes |
Identificacdo Predicao ADME Conformacdes
de Pockets e RO5 Ligantes
Preparo da Preparo dos Virtual Screening
Proteina Ligantes

. b4

Fonte: Autor.
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4.5.1 Proteinas alvo

Para serem utilizadas no estudo de caso as proteinas alvo tiveram suas
estruturas tridimensionais preditas, validadas, preparadas e seus pockets

identificados.

A predicdo das estruturas das proteinas alvo foi realizada por métodos de
homologia e threading ao submeter as sequéncias das proteinas a ferramenta Phyre2
com configuragbes padrdo (KELLEY et al., 2015). Para validar as estruturas
tridimensionais preditas foi usado o grafico de Ramachandran, sendo excluindo os

modelos que tiveram menos de 90% de seus aminoacidos nas regides permitidas.

Para preparo das proteinas, os arquivos em formato PDB de cada proteina
foram convertidos para PDBQT pelo programa "prepare_receptor4.py" do pacote do
MGLTools versao 4.1 (MORRIS et al., 2009), adicionando cargas parciais gasteiger,
combinando hidrogénios nao-polares e detectando carbonos aromaticos.

Os pockets de cada proteina foram identificados com o programa fpocket
project (LE GUILLOUX; SCHIMIDTKE; TUFFERY, 2009), sendo removidos aqueles
com a propriedade druggability score menor que 0,5.

4.5.2 Derivados sintéticos de alcaldides tetrahidroisoquinolinicos

Para o estudo de caso foram selecionados 42 derivados sintéticos de alcalbides
tetrahidroisoquinolinicos (ligantes e candidatos a droga) desenhados no laboratorio de
Sintese Organica pelo grupo do prof. Luis Cezar Rodrigues da Universidade Federal

da Paraiba.

A fim de predizer os parametros ADME e se atendem a RO5, os ligantes foram
submetidos ao SwissADME (DAINA; MICHIELIN; ZOETE, 2017) no formato SMILES
(Simplified molecular-input line-entry system).

Para preparo dos ligantes, os arquivos em formato PDB de cada ligante foram
convertidos para PDBQT pelo programa "prepare_ligand4.py" do pacote do MGLTools
versao 4.1 (MORRIS et al., 2009), adicionando cargas parciais gasteiger, hidrogénios
nao-polares, detectando carbonos aromaticos e flexibilizando o ligante ao adicionar
torgcbes. Foi também utilizado o parametro opcional de reparo das ligagdes de

hidrogénio.
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Ap0bs considerar as propriedades farmacologicas e potencial de atuarem como
drogas, os 42 ligantes tiveram sua afinidade testada com as proteinas alvo por
processo de docking.

4.5.3 Execucgao do virtual screening (VS)

Para executar o docking, além de ter proteinas e ligantes preparados, é
necessario informar ao programa uma série de informacgdes através de um arquivo de
configuragdo, como: a proteina e o ligante que serdo testados, o espago de busca
baseado nas coordenadas do pocket, o numero maximo de conformacdes
(num_modes), o tempo maximo levado para procurar as conformagdes

(exhaustiveness) e a diferengca maxima entre o melhor e pior score (energy_range).

Algoritmos in house foram desenvolvidos para gerar os arquivos de
configuragéo (.conf) necessarios para automagéo do VS no programa AutoDock Vina
(TROTT; OLSON, 2010). Os arquivos de configuragdo foram distribuidos entre

diversos computadores disponiveis para uma execug¢ao mais rapida.

Ao executar o docking, inumeras conformagdes para cada ligante sdo geradas
para cada pocket de cada proteina, cada conformacdo com seu respectivo valor de
score em kcal/mol. Quanto mais negativo o score melhor, representando uma boa
afinidade do ligante com a proteina. Assim, foram descartados dockings com valores
de score maiores que -6 (seis negativos), considerados irrelevantes (SHITYAKOV;
FORSTER, 2014) e executadas triplicatas com os valores de score iguais ou menores
que -6. Em seguida, foram selecionados para analise os dez complexos proteina-
ligante com melhores scores e, os cinco candidatos a droga (ligantes) com melhor
média de score.

4.5.4 Analise de docking

Para analise dos complexos com melhor score, foi utilizado o PyMOL Molecular
Graphics System versao 2.3.4 (DELANO, 2002), possibilitando gerar imagens. O
programa Discovery Studio Visualizer (DSV) versao 20.1.0.19295 (BIOVIA, 2017) foi
utilizado para visualizar os tipos de interacbes existentes entre a proteina alvo e o

ligante.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Redes de Interagao Proteina-Proteina

As proteinas de todas as linhagens de C. ulcerans alinharam reciprocamente
contra 24.584.628 proteinas do STRING, resultando em 3.044.329 alinhamentos em
média por linhagem. Como os procedimentos foram realizados para cada linhagem os
valores serdo representados em média. Apds retirar os alinhamentos com
identidade*cobertura menor que 0,5625, a quantidade de alinhamentos reduziu para
167.584 proteinas ortdlogas entre C. ulcerans e STRING.

Ap0s eliminar as proteinas sem alinhamento reciproco (AR) entre C. ulcerans
e STRING, restaram 71.444 proteinas com AR, utilizadas para gerar o conjunto de
interagdes tedricas, cuja interseccao com as interagdes do STRING resultaram na
predicdo de 673.450 interacbes totais. Apdés remocgao das interacbes redundantes
(identificadas em multiplos organismos) e das interagdes com score abaixo de 700 no
STRING, resultaram em 22.347 interagdes preditas por linhagem de C. ulcerans,
entdo usadas para gerar as redes de interagao proteina-proteina (RIP). Os valores de

alinhamentos e interagcdes em cada etapa podem ser visualizados na Tabela 4.

Tabela 4 - Quantidade de alinhamentos e interagbes para cada linhagem de C.
ulcerans

. Alinhamento com . ~ ~ Interacdes
Linhagem Allrérlirggl_ntos Identidade*cobertura A|I_\|’nh§mentos Intf[ertagloes Ir:jtg r;clg;oes com score
p > 0.5625 eciprocos otais istintas > 700
102 2.976.035 158.73 72.066 623.762 29.028 22.483
5146 2.965.008 157.739 71.615 620.932 28.847 22.340
131001 3.223.286 208.004 71.671 896.727 32.866 22.199
131002 3.245.802 205.054 69.426 885.625 36.634 22117
210931 2.973.931 156.869 71.295 612.754 28.694 22.209
210932 2.882.944 157.422 71.450 617.988 28.591 22.165
809 3.039.516 157.757 71.778 620.220 29.011 22.517
BR-AD22 2.988.283 158.196 71.842 617.031 29.697 22.867
FRC11 2.978.140 157.306 71.340 618.022 28.538 22.116
FRC58 3.170.345 158.755 71.960 621.445 28.940 22.457
Média de
alinhamentos 3.044.329 167.584 71.444 673.450 30.084 22.347

ou interagbes

Fonte: Autor.
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5.2 Validacao da Rede de Interagao

As RIPs preditas para cada linhagem de C. ulcerans foram submetidas a
analise a fim de verificar se a distribuicdo do grau de interagado possui caracteristicas
de redes bioldgicas. Todos os graficos gerados foram similares, assim, utilizamos a

linhagem FRCS58 para representar todas as outras linhagens (Grafico 2).

Grafico 2 - Distribuicdo do grau de interagcao das proteinas da RIP da linhagem FRC58
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Fonte: Autor.
Relagao entre o grau de interagéo (degree) e numero de nds (node ou proteina). Lei de poténcia perfeita
representada na linha em vermelho.

No grafico plotado observamos que a distribuicdo do grau de interacéo das
proteinas da RIP teve uma distribuicéo livre de escala (ndo-aleatéria) com tendéncia
a lei de poténcia, ou seja, apresentando muitas proteinas com poucas conexdes e
poucas proteinas com muitas conexdes, tendo a RIP caracteristica de rede biologica.

Considerando que as interagdes mapeadas em C. ulcerans foram provindas de
diferentes organismos, € muito provavel que IPP de organismos filogeneticamente
proximos também ocorram em C. ulcerans, assim, para validar a RIP foi plotado o
grafico de distribuicdo das interagées nos organismos de origem. Como previsto,

dentro os 5090 organismos de STRING, foram mapeadas as IPP em maior parte de
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organismos filogeneticamente proximos, principalmente do género Corynebacterium

(71,51%), aumentando a confiabilidade no método de predicao de RIP (Grafico 3).

Grafico 3 - Distribuicdo das interacdes nos organismos de origem

1%
1%
1%

M C. ulcerans BR-AD22 m C. pseudotuberculosis 119 m C. glutamicum ATCC 13032

C. diphtheriae PW8 m C. matruchotii ATCC 14266 m C. glucuronolyticum ATCC 51867
M R. jostii RHA1 B R. opacus B4 m C. striatum ATCC 6940
m C. erythropolis PR4 | C. efficiens YS-314 H C. pseudogenitalium ATCC 33035
m C. lipophiloflavum DSM 44291 = M. smegmatis MC2 155 | Outros organismos

Fonte: Autor.
Legenda: C. = Corynebacterium; R. = Rhodococcus; M. = Mycolicibacterium.

5.3 Proteinas hub

De um total de 2.218 proteinas da linhagem FRC58, 1.939 proteinas possuem
um grau de interagdo maior que zero na rede, ou seja, interagem com pelo menos
uma outra proteina. Quando organizadas em ordem decrescente pelo grau de
interagao, 457 fazem parte dos 25% de proteinas com maior grau de interagao e estao
presentes nas dez linhagens de C. ulcerans, sendo entdo classificadas como

proteinas hub. As proteinas hub, devido a grande quantidade de interagdes que fazem
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em um organismo, tendem a ser essenciais, sendo consideradas bons alvos para

farmacos.

Visando identificar dentre as proteinas hub aquelas com essencialidade
determinada experimentalmente, as 457 proteinas hub foram alinhadas contra todas
as proteinas da base de dados DEG. Como resultado, 421 proteinas hub (92,12%)
alinharam e se apresentaram ortdlogas as proteinas dos organismos do DEG,
demonstrando que o grau de interagdo das proteinas tem relagdo direta com sua
essencialidade, sendo as RIPs um método valido para identificar proteinas essenciais
e consequentemente bons alvos para drogas.

Pelo fato de participarem de muitas interacdes, as 36 proteinas hub (7,88%)
nao homologas no DEG tem o potencial de serem essenciais para C. ulcerans, sendo
necessario passarem pela analise funcional antes de serem consideradas novos alvos
para drogas. E importante notar também que a metodologia utilizada no trabalho para
selecao de proteinas hub nao foi conservadora ao selecionar 25% das proteinas com
maior grau de interagdo, certamente com um percentual menor a quantidade de

proteinas hub homdlogas na base de dados DEG seria maior.

5.3.1 Analise funcional (COG)

As 457 proteinas hub foram submetidas a analise funcional na ferramenta
EggNog-Mapper, classificando-as em quatro grupos do COG: metabolismo;
processamento e armazenamento de informagdes; processos e sinalizacao celular; e
proteinas fracamente categorizadas. Cada grupo também possui outras categorias
gue melhor especificam as fungdes das proteinas.

Metabolismo: este grupo foi composto por 47,64% de todas as proteinas hub, com
93,93% delas presentes no DEG (Grafico 4). A categoria mais representativa dentro
deste grupo foi o metabolismo e transporte de aminoacidos (E) composta
majoritariamente por proteinas transferase, sintase e sintetase e com 97% das
proteinas presentes no DEG. Os 3% de proteinas que ndo estavam presentes no DEG
dentro da categoria E foram representados por: chorismate mutase, enzima que
catalisa a conversao do corismato em prefenato, etapa crucial na via de producéo de
fenilalanina e tirosina (SASSO et al., 2009), aminoacidos essenciais na sintese de
proteinas e precursores de metabdlitos secundarios (PEREZ et al., 2015); e
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oligopeptide-binding protein (OppA), proteina extracelular essencial para o transporte
de oligopeptideos de 2 a 18 aminoacidos, substratos para a célula e na percepgéo do
meio externo (MONNET, 2003). Importante notar que o sistema de transporte de
oligopeptideos possui outras subunidades além da OppA, sendo as proteinas OppC

e OppD hubs e presentes no DEG, indicando a OppA como um novo alvo.

A segunda categoria mais representativa foi o metabolismo e transporte de
nucleotideos (F) com 92% das proteinas presente no DEG, sendo composta
majoritariamente por proteinas desidrogenases, transferases e quinases. Ficaram
ausentes do DEG dentro da categoria F: orotidine 5-phosphate decarboxylase,
enzima essencial para biosintese de novo das pirimidinas CTP, TTP e UTP (HARRIS
et al., 2000) e bifunctional protein PyrR, que regula a transcricdo das pirimidinas,
nucleotideos essenciais para todas as formas de vida; e 7,8-dihydro-8-oxoguanine-
triphosphatase, enzima que previne a disfungao e morte celular induzida pelo estresse
oxidativo (CONSORTIUM, U., 2019), essencial para a sobrevivéncia do organismo em

casos de estresse oxidativo.

Grafico 4 - Analise funcional das proteinas hub envolvidas com o metabolismo
_ 13,55%
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Fonte: Autor.

Processamento e armazenamento de informagodes: grupo que compde a segunda

maior parte das proteinas hub (33,68%) estando 94,5% delas presentes no DEG. O
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processamento e armazenamento de informagdes é representado pelo processo de
tradugao, biogénese e estrutura ribossomal (J) com 100% das proteinas presentes no
DEG, pela replicagdo, recombinagao e reparo (L) com 90,01% presente no DEG e
pela transcricao (K) com 78,22% presente no DEG, todos processos considerados
essenciais a vida de qualquer organismo. Proteinas ribossomais, ligases e
transferases foram as que mais se fizeram presentes na categoria J, todas com
ortélogas no DEG. A segunda maior categoria (L) € representada majoritariamente por
proteinas helicase, polimerase e de reparo, estando ausentes no DEG: (i) duas DNA
helicases, que ao separar fitas duplas de DNA permitem que processos celulares
como reparo, transcricdo e replicagdo do DNA sejam realizados, necessarios para
manutengao da vida em qualquer organismo; (ii) uma endonuclease, enzima que cliva
ligacdes fosfodiéster nas extremidades de fitas simples de DNA (CONSORTIUM, U.,
2019); e (ii) uma DNA repair protein, proteina responsavel pelo reparo de DNA,
essencial em casos de danos ao DNA, principalmente quando este dano impede o
acesso a informacdes essenciais para o bom funcionamento da célula. Enquanto na
categoria K, representada por proteinas polimerase, quinase e de transcrigéo,
estiveram ausentes no DEG: (i) duas proteinas responsaveis por regular a transcrigao;
(i) duas phage shock proteins A, proteinas com papel importante de competir pela
sobrevivéncia do organismo/da célula em condigbes de nutrientes ou energia limitada
(BRISSETTE et al., 1991); e (iii) hypothetical protein, proteina predita cuja fungéo

desempenhada néo foi totalmente elucidada (Grafico 5).

Grafico 5 - Analise funcional das proteinas hub envolvidas com o processamento e
armazenamento de informacdes
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Fonte: Autor.
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Processos e sinalizagcao celular: representa um dos menores grupos, contendo
13,37% das proteinas hub com fungdo como chaperonas, turnover proteico e
processos de modificacdo pos-traducional (O), estando 95,35% presente DEG,
composta majoritariamente por chaperonas e tioredoxinas. Chaperonas, por terem um
papel importante no enovelamento e desenovelamento de proteinas e na
desmontagem de macromoléculas foram todas validadas como essenciais. Presentes
no DEG também estavam todas as tioredoxinas (TRX), pequenas proteinas que doam
elétrons para espécies reativas de oxigénio (mecanismos de defesa por estresse
oxidativo) e participam de reagdes redox, conservadas em quase todos os
organismos, comprovando sua essencialidade (MICHELET; ZAFFAGNINI; LEMAIRE,
2009). A unica proteina n&do presente no DEG na categoria O foi a Glutaredoxin
domain protein, também envolvida com rea¢des redox, cuja fungao ainda nao foi bem
elucidada (KALITA et al., 2018). A segunda (M) e terceira (D) categoria mais
representativas tiveram todas suas proteinas validadas pelo DEG. As unicas proteinas
dentro das categorias de mecanismos de defesa (V) e motilidade celular (N) foram

proteinas hipotéticas, ambas validadas pelo DEG (Gréfico 6).

Grafico 6 - Analise funcional das proteinas hub envolvidas com processos e
sinalizagao celular
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Fonte: Autor.

Fracamente categorizadas: apenas 5,34% das proteinas hub possuiram fungdes
desconhecidas (S), destas 57,68% estiveram presentes no DEG. Esta categoria foi
composta em sua maioria por proteinas hipotéticas e transferases. Ausentes no DEG
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estiveram: phosphotransferase enzyme family protein, proteina predita que apenas se
sabe que catalisa reagdes de fosforilagdo (CONSORTIUM, U., 2019); RecB family
nuclease, proteina nuclease que faz parte do complexo enzimatico RecBCD,
responsavel pelo reparo e recombinagcdo do DNA (SMITH, 2012), essencial para
sobrevivéncia de diversos organismos em situagbes especificas, comprovado ser
essencial para a bactéria Pseudomonas syringae (PAVANKUMAR, SINHA, RAY,
2010); Septum formation, proteina envolvida com a sintese da parede celular que se
forma entre duas células em divisao, importante para a reprodugao bacteriana; e oito

proteinas hipotéticas (Grafico 7).

Grafico 7 - Analise funcional das proteinas hub fracamente categorizadas
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Fonte: Autor.

Com excecgéo das proteinas sem fungao conhecida (Grafico 7), a maioria das
proteinas hub foram categorizadas em grupos e categorias consideradas essenciais,
majoritariamente composta por proteinas homdlogas no DEG. Nestas categorias,
estao presentes muitas proteinas hub com fungdes aparentemente essenciais a C.
ulcerans. Adicionalmente, revisdo na literatura referente as proteinas ausentes no
DEG, indicou que possuem funcdes importantes. Assim, todas as proteinas hub
analisadas, funcionalmente foram consideradas alvos promissores para farmacos,

fato que também sera demonstrado na analise de enriquecimento.

5.3.2 Analise de Enriquecimento

Com o objetivo de melhor caracterizar as proteinas hub identificadas no
trabalho, também foi realizada a analise de enriquecimento conforme os termos do
Gene Ontology (CONSORTIUM, G. O., 2019) para as categorias: processo biolégico,
funcdo molecular e componente celular. Com o auxilio da ferramenta Blast2GO foram
identificados os termos GO estatisticamente mais significativos (p<0,05) nas 457
proteinas hub quando comparado com todo o proteoma de Corynebacterium ulcerans
(2.218 proteinas).
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Em se tratando de processos bioldgicos, alguns sdo mais importantes que
outros para a sobrevivéncia de um organismo, devendo refletir em maior quantidade
de proteinas hub para os termos GO importantes. Processos bioldgicos essenciais
(Gréfico 8) para C. ulcerans estao mais representados em proteinas hub que nas
demais proteinas do organismo , como: (i) ciclo e divisado celular, necessarios para
reproducao bacteriana; (ii) organizagéo da parede celular; (iii) recombinacéo celular,
para manter a estrutura e forma da parede; (iv) e processos glicoliticos, essencial para

o0 metabolismo de carboidratos .

Por conta das proteinas hub interagirem direta ou indiretamente com muitas
moléculas além de proteinas, fungdo celular (Grafico 9) que incluem a ligagcéo
(binding) foram super representados nas proteinas hub quando comparados ao
proteoma. Os termos de ligac&o incluem interagdes com: (i) nucleotideos (DNA, tRNA,
ATP, GTP, NAD e NADP), para a execugéao de diversas atividades essenciais para a
célula; (ii) pyridoxal phosphate e thiamine pyrophosphate (cofator da vitamina B6 e
derivado da vitamina B1, respectivamente), coenzimas essenciais envolvidas em
diversos processos celulares; (iii) ions magnésio e zinco , essenciais para o
crescimento bacteriano; (iv) proteinas nao enoveladas, para enovelamento ou quebra
da proteina; (v) acidos monocarboxilicos; (vi) e ribossomos. Também bem
representadas estdo outras fungdes, como de contribuir com a integridade estrutural
de ribossomos, possuirem atividade helicase de RNA, GTPase, oxidoredutase, de
alongamento de cadeias polipeptidicase, entre outros.

Termos GO relacionados com ribossomos também sdo bem representados
quando se trata de componentes celulares (Grafico 10) das proteinas hub, como € o
caso de large e small ribosomal subunit. Adicionalmente, estdo bem representados
em componentes celulares proteinas relacionadas com: o transporte de prétons entre
0 meio externo e interno da célula; o reparo de nucleotideos do sistema UvrABC; a
biosintese de acidos graxos, de termo Acetyl-CoA carboxylase (ACC); a formagéo do
DNA a partir de RNA, de termo ribonucleotide diphosphate reductase (rNDP); e

protel'nas gque se associam com Cromossomos.
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Fonte: Autor



67

ATP binding
DNA binding
structural constituent of ribosome
magnesium ion binding
zinc ion binding
GTP binding
idoxal ph rm&» w_sm_so

pyridoxal phosphate bindin
4 %%mmo %ﬁgﬁm
NADP binding
oxidoreductase activity, acting on the aldehyde ...
NAD binding
translation elongation factor activity
DNA-directed 5'-3' RNA polymerase activity
unfolded protein binding
proton-ransporting ATP synthase activit...
nucleoside monophosphate kinase activity
. ~monocarboxylic acid binding
oxidoreductase activity, acting on the CH-CH gro...
transferase activity, transferring aldehyde ...
aminoacyl-tRNA editing activity
phosphotransferase activity, carboxyl group ...
thiamine pyrophosphate’binding
oxidoreductase activity, acting on a sulfur group ...
methylmalonyl-CoA carboxytransferase activity
NA helicase activity
hydroxymethyl-, formyl- and related transfera...
ribosome binding
phosphoglucomutase activity
carbon-oxygen lyase activity, acting on phosphates

GO Name

Grafico 9 - Anadlise de enriquecimento referente as fungdes celulares
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Funcbes celulares mais representativas para as proteinas hub (p<0,05). Grafico gerado pelo

BLAST2GO versao académica (GOTZ et al., 2008).

Fonte: Autor
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Grafico 10 - Analise de enriquecimento referente aos componentes celulares
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Fonte: Autor
Componentes celulares mais representativos para as proteinas hub (p<0,05). Grafico gerado pelo
BLAST2GO versao académica (GOTZ et al., 2008).

De forma geral, os termos GO mais representativos, atribuidos as proteinas

dentro de cada categoria, correspondem a essencialidade das proteinas hub.

Para as proteinas serem considerada bons alvos para drogas, além de
selecionar, validar e caracterizar as proteinas hub como essenciais para C. ulcerans,
elas ndo devem possuir homologia com o hospedeiro, neste caso, o humano. Assim,
apo6s o alinhamento realizado das proteinas hub contra as proteinas de H. sapiens do
NCBI, 351 ndo obtiveram homologia com o hospedeiro, podendo todas serem

consideradas possiveis alvos farmacoldgicos e testadas no estudo de caso.

5.4 Estudo de caso

A fim de estudar a afinidade dos 42 derivados sintéticos de alcaléides com as
proteinas alvo, visando em trabalhos futuros selecionar as moléculas mais viaveis de
serem sintetizados para testes in vitro, o teste de virtual screening foi realizado. Antes,
porém, as estruturas dos 42 alcaldides foram submetidas ao SwissADME para
verificar os parametros ADME e se atendem a regra dos cinco, resultando que todos
os alcalbides possuem alta absorgédo pelo trato gastrointestinal e estdo de acordo com
a RO5, possuindo caracteristicas de farmacos (Apéndice A).
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Para serem obtidos resultados de docking mais confiaveis, as estruturas
tridimensionais das 351 proteinas ndo homologas ao hospedeiro, preditas por
homologia na ferramenta Phyre2 (KELLEY et al., 2015), passaram pela validacao de
Ramachandran. Dentre as 351 proteinas, 119 apresentaram mais de 90% de seus
residuos em regides favoraveis no grafico de Ramachandran, apresentando estrutura
modelada com qualidade estereoquimica. Dentre estas, 99 proteinas hub
apresentaram 145 pockets com druggability score superior a 0,5. Assim, o docking
das 42 moléculas derivadas de alcaldides foi realizado com cada uma dessas 99
proteinas. E importante destacar que as proteinas hub removidas por nao
apresentarem bons pockets continuam sendo potencialmente essenciais a C.

ulcerans, s6 nao foram exploradas neste estudo de caso.

Ap0s os ligantes e proteinas alvo passarem pela etapa de preparagao, o virtual
screening foi executado, gerando inumeras conformagdes para o ligante, cada uma
com seu score individual. No total foram realizados 16.762 dockings, ou 6.090

(145*42), se desconsiderar as triplicatas.

Como resultado do VS, foram analisados os dez complexos proteina-ligante
mais promissores, aqueles com melhor score e, adicionalmente, os cinco ligantes com
melhor média de score em todas as proteinas. Valores de melhor score, melhor média
de score de todas as moléculas, assim como 0s pockets com 0s quais possuiram
afinidade podem ser visualizadas no Apéndice B. Informagdes gerais sobre as 457
proteinas hub podem ser visualizadas no Apéndice C, como seu grau de interagao,
categoria do COG, se tiveram homélogas no DEG, quais delas foram para o docking,
entre outros dados.

5.4.1 Analise dos melhores complexos proteina-ligante

Com o objetivo de analisar somente os complexos proteina-ligante com melhor
resultado de docking, selecionamos dez ligantes que obtiveram os melhores scores
(Tabela 5) ancorados nas respectivas proteinas (Tabela 6). Para visualizar as
cavidades das proteinas complexadas com as moléculas foi usado o programa
PyMOL e, para as interagcdes entre os ligantes e as proteinas o programa Discovery

Studio Visualizer.
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Tabela 5 - Ligantes com os melhores resultados de docking
Num. de NUm. de

Ligante Melhores Férmula quimica Aceptores Doadores Violagbes  Absorcdo BHE
Scores RO5 TGl permeavel
de H de H
Molécula 23 -9.9 C26H29NO6 7 2 0 Alta Nao
, -9.9 .
Molécula 27 9.3 C25H26N206 7 1 0 Alta Nao
Molécula 24 -9.4 C27H31NO7 8 2 0 Alta Nao
Molécula 26 -9.3 C25H27NO5 6 2 0 Alta Sim
Molécula 41 -9.6 C23H20N204 5 0 0 Alta Sim
Molécula 34 -9.5 C18H18N203 4 0 0 Alta Sim
Molécula 28 -94 C25H27NO5 6 2 0 Alta Sim
Molécula 20 -9.4 C20H21N303S 4 0 0 Alta Nao
Molécula 38 -9.3 C24H23N0O4 5 1 0 Alta Sim

Fonte: Adaptado do SWISSADME.

Importante notar que o nimero de aceptores e doadores considerados pelo SWISSADME é diferente
dos considerados por Lipinski, pois a contagem realizada pelo SWISSADME ¢é baseada em regras mais
elaboradas, como o fluor alifatico que é considerado aceptor e nitrogénios de anilina que n&o sao
aceptores tampouco doadores.

Legenda: TGI (Trato Gastrointestinal); BHE (Barreira hematoencefalica).

Tabela 6 - Proteinas hub de C. ulcerans com os melhores resultados de docking

: Categori
Caodigo PDB Proteina Ldentldade Ramachandran ategonia DEG Degree Ligantes
cobertura CcOG
Molécula 23
Molécula 27
AKN76931  UVrABC system protein B 3,5% 93,50% L 4 54 clecua
Molécula 24
Molécula 26
AKN77488 B’f“"CtF’)‘;”f‘s’p’f”:;SS‘zH/ acid 0.0% 90,40% GL 2 46 Molécula 41
AKN77659 Bifunctional protein 18,8% 91,00% H 25 46 Molécula 34
AKN78203 MviN-like protein 2.8% 91,70% s 4 44 Molécula 28
_N- i Molécula 20
AKN77763 ‘fDP N-acetylglucosamine 0,0% 91,50% M 31 54 ,
-carboxyvinyltransferase Molécula 27
AKN77374  Histidinol dehydrogenase 2.3% 92,40% E 7 57 Molécula 38

(HDH)

Fonte: Autor.

Legenda: Identidade*cobertura, % do alinhamento da proteina de C. ulcerans contra H. sapiens;
Ramachandran, quantidade de residuos nas regides favoraveis; DEG, Quantidade de organismos com
proteinas homologas no DEG; Degree, grau de interagao da proteina.
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Proteina UvrABC system protein B: UvrB faz parte do sistema de reparo UvrABC,
que em conjunto com UvrA procura e reconhece danos no DNA. Por ser uma proteina
de reparo, foi lhe dada a categoria L do COG. Quanto a homologia com hospedeiro,
apenas 3,5% da sequéncia proteica possui identidade*cobertura com o proteoma de
H. sapiens. A essencialidade da proteina foi validada no DEG, tendo homdlogas em
quatro diferentes organismos. Esse sistema de reconhecimento pode ser interrompido
por ligantes que venham a interagir fortemente com a proteina em pockets envolvidos
no processo de reconhecimento. Exemplo desta interrupgédo pode ser visualizado na
Figura 17 com a molécula 23 ancorada. Além da molécula 23 (Figura 18), as
moléculas 27 (Figura 19), 24 (Figura 20) e 26 (Figura 21) também obtiveram bons
scores, todas ancorando no mesmo pocket, com diferentes poses e interacbes com a

proteina.

Figura 17 - Docking da molécula 23 competindo com o DNA na UvrABC system
protein B

Fonte: Autor.
Em laranja e azul esta o DNA que viria a ser reconhecido pela UvrABC system protein B e em verde a
molécula 23.



Figura 18 - Acoplamento e interagdes
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da molécula 23 com UvrABC system protein B
~ ARG

[ Attractive Charge
B unfavorable Donor-Donor

B

I ri-sigma
B Fi-Pi Stacked
Il Fi-ri T-shaped
B Ay

[ Pi-Alkyl

Fonte: Autor.

a. Visualizagdo da molécula 23 (em ciano) acoplada na proteina UvrABC system protein B; b.
Interagdes do DSV: Van der Waals (ARG146, ASP376, ASP396, GLU122, GLU32, LYS134, MET372
e TYR116); Hidrogénio (ARG379, LYS380 e SER 166); Hidrogénio Carbono (ASN330, SER114 e TYR
169); Hidrogénio Pi-doador (2xTYR119 e TYR169); Pi-Sigma (TYR119, TYR169); e Pi-Alquila
(TYR115).

Iggurg 19 - Acoplamento e interagées da molécula 27 com UvrABC system protein B
| N '\‘, j" .

I Fi-sigma
I Fi-ri Stacked
- Pi-Pi T-shaped
B Ayl

[] Pi-Alkyl

[ Attractive Charge
B unfavorable Donor-Donor

[ van der waals
[ conventional Hydrogen Bond

[T carbon Hydrogen Bond
[ Fi-cation

I Fi-Donor Hydrogen Bond

Fonte: Autor.

a. Molécula 27 em ciano acoplada na proteina; b. Interagbes do DSV: Van der Waals (SER114);
Hidrogénio (ARG146, ARG379, LYS380 e SER166); Hidrogénio Pi-doado (2xTYR119 e TYR169);
Hidrogénio Carbono (TYR115); Pi-Sigma (TYR169); e Pi-Alquila (TYR115).
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Figura 20 - Acoplamento e interagoes Sa molécula 24 com UvrABC system protein B
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Fonte: Autor.

[ Attractive Charge
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Il Fi-Pi T-shaped
B Alkyl

[] Pi-alkyl

a. Molécula 24 em verde acoplada na proteina pelo PyMOL; b. Interagdes do DSV: Van der Waals
(ARG146, GLY170, SER114, TYR114 e TYR115); Hidrogénio (2xASN396, ARG379 e TYR169);
Hidrogénio Pi-doador (TYR119); Pi-Pi Stacked (TYR169); Pi-Alquila (LEU171); e ndo favoravel Aceptor-

Aceptor (ASP376).

Figura 21 - Acoplamento e interagdes entre a molécula 26 e UvrABC system protein
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Fonte: Autor.

[ VPi-Sigma

SER
166

[ Attractive Charge
B unfavorable Donor-Donor

Il Fi-ri stacked
Il *i-pi T-shaped
B Alkyl

[] Pi-Alkyl

a. Molécula 26 em ciano acoplada na proteina pelo PyMOL; b. Interagbes do DSV: Van der Waals
(SER166); Hidrogénio (ARG146 e LYS380); Hidrogénio Carbono (LYS380 e SER114); Hidrogénio Pi-
Doador (SER114 e TYR119); Pi-Pi Stacked (TYR115); Alquilas (LYS134); Pi-Alquila (HIS270 e
TYR115); Nao favoravel Aceptor-Aceptor (ARG379).
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Bifunctional RNase H/acid phosphatase: proteina com atividade ribonuclease,
catalisando a quebra do RNA em moléculas menores. A molécula 41 apresentou
melhor score de docking com a RNase (Figura 22), porém, ndo estao disponiveis no
PDB estruturas terciarias similares da proteina desempenhando seu papel de RNAse,
logo, nao foi possivel identificar, representar e comparar o sitio de interagdo do RNA

com o sitio de interagdo da molécula 41.

Figura 22 - Acoplamento e interagbes da molécula 41 com Bifunctional RNase H/acid
phosphatase

'

‘ ARG
LYS 200
338 SER
- g 197
& A %
y \
L o
‘ - i
VAL e : \
334 > ARG 4
i} s 190 4
PHE277 B
é¢» 7
[ ] van der waals P Fi-sigma [T Attractive Charge
[ conventional Hydrogen Bond B *i-Fi Stacked I unfavorable Donor-Donor
[ carbon Hydrogen Bond I Fi-Pi T-shaped
[ Fi-cation B Ayl
I Fi-Donor Hydrogen Bond 1 Pi-Alkyl

Fonte: Autor.

a. Molécula 41 em ciano acoplada na proteina; b. Interagdes: Hidrogénio (ARG190 e LYS338);
Hidrogénio Carbono (SER197); Pi-Cation (ARG190); Hidrogénio Pi-Doador (SER203); Alquilas
(LEU359); e Pi-Alquila (ARG200 e VAL334).

Interagoes com Bifunctional protein: proteina anotada no InterPro como
tetrahydrofolylpolyglutamate synthase activity, considerada essencial por atuar na
sintese de dihidrofolato e folilpoliglutamato, desempenhando ambas as atividades
sintases no mesmo sitio de ligagdo (SHENG et al., 2008). A molécula 34 obteve
melhor score de docking (-9,5) com a Bifunctional protein, competindo pelo mesmo
sitio que o ADP (Adenosina difosfato), molécula nativa cristalizada junto com a
proteina (Figura 23). O acoplamento e interagbes podem ser visualizadas na Figura

24.
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Figura 23 - Docking da molécula 34 competindo pelo sitio de ligagdo com o ADP na
Bifunctional protein

“\ -

N

Fonte: Autor.
Em azul esta representada a molécula 34, em laranja o ADP e em roxo o dihidropteroato.

Figura 24 - Acoplamento e das interagdes da molécula 34 com Bifunctional protein
/ N i \ s

ﬁ'\ 4 / \
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[] van der waals B ri-sigma
I conventional Hydrogen Bond B Fi-ri stacked
[T carbon Hydrogen Bond I Fi-Pi T-shaped
[ ri-cation B Ay

I *i-Donor Hydrogen Bond [] Pi-Alkyl

Fonte: Autor.
a. Molécula 34 em ciano acoplada na proteina. b. Interagdes: Hidrogénio (HIS266); Pi-Sigma (THR241);

e Pi-Alquila (HIS373, PRO216, TYR367 e VAL374).
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Interagcbes com MviN-like protein: Proteina sem funcdo elucidada, sendo
componente integral da membrana celular (CONSORTIUM, G. O., 2019). A molécula

28 apresentou o melhor score de docking (-9,4) quando acoplada com a proteina
(Figura 25).

Figura 25 -

Acoplamento e das interacbes da molécula 28 com MviN-like protein

St N
N\ /,/‘\Q S /:J s
\\‘/ A \o/
[ ] van der waals - Pi-Sigma [T Attractive Charge
I conventional Hydrogen Bond I Fi-Fi Stacked I unfavorable Donor-Donor
7] carbon Hydrogen Bond B Fi-Fi T-shaped
" pi-Cation B Ayl
I Fi-Donor Hydrogen Bond [ Pi-Alkyl

Fonte: Autor.
a. Molécula 28 em ciano acoplada na proteina; b. Intera¢des: Van der Waals (LEU183 e TRP410);

Hidrogénio (THR179); Hidrogénio Carbono (GL407); Hidrogénio Pi-doador (THR392); Pi-Sigma
(TYR406 e TYR179); Pi-Pi Stacked (TYR388 e TYR406); e Alquilas (ALA395 e LEU556).
UDP-N-acetylglucosamine 1-carboxyvinyltransferase: Proteina envolvida com a
sintese do peptidoglicano ao adicionar enolpiruvil ao UDP-N-acetylglucosamine. As
moléculas 20 e 27 obtiveram os melhores scores de docking (-9,4 e -9,3
respectivamente), ambas ancorando no mesmo sitio de ligagdo que a uridina-
difosfato-n-acetilglicosanima, uma molécula nativa cristalizada junto com a proteina
(Figura 26). O acoplamento e interacdes das moléculas 20 e 27 podem ser
visualizadas na Figura 27 e Figura 28, respectivamente.
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Figura 26 - Docking da molécula 20 competindo pelo sitio de ligagdo com uridina-
difosfato-n-acetilglicosanima na UDP-N-acetylglucosamine 1-vcarboxyvinyltransferase

Fonte: Autor.
Em ciano esta representada a molécula 20 e em rosa a uridina-difosfato-n-acetilglicosanima.

Figura 27 - Acoplamento e interagdes da molécula 20 com UDP-N-acetylglucosamine
1-carboxyvinyltransferase

B

[] van der waals I ri-sigma [ Attractive Charge

I conventional Hydrogen Bond Il *i-Pi stacked I unfavorable Donor-Donor
- Carbon Hydrogen Bond - Pi-Pi T-shaped
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I *i-Donor Hydrogen Bond [ ] Pi-Alkyl

Fonte: Autor.

a. Molécula 20 em ciano acoplada na proteina; b. Interagdes: Carga Atrativa (ASP125); Hidrogénio
(PRO123); Hidrogénio Carbono (SER163); Pi-Cation (ARG122); Pi-Pi T-shaped (HIS127); Alquilas
(ALA94 e PRO123); e Pi-Alquila (ARG93, LEU124 e VAL164).
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Figura 28 - Acoplamento e interagdes da molécula 27 com UDP-N-acetylglucosamine
1-carboxyvin yltran\isferase
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I conventional Hydrogen Bond I Fi-Fi Stacked I unfavorable Donor-Donor
D Carbon Hydrogen Bond - Pi-Pi T-shaped
I:] Pi-Cation - Alkyl
I Fi-Donor Hydrogen Bond [_] Pi-Alkyl

:.OT\;Iec;Ié?qulc.)ar.27 em ciano acoplada na proteina; b. Interagbes: Hidrogénio (ARG93, 2xARG122 e
ASP305); Hidrogénio-Carbono (GLU189); Pi-Pi Stacked (PHE161); Pi-Pi T-shaped (2xPHE328);
Alquilas (MET126 e VAL164); e Pi-Alquila (ARG122 e VAL164).

Histidinol dehydrogenase (HDH): Proteina envolvida com a sintese de L-histidina
ao catalizar a oxidagao de L-histidinol para L-histidinaldeido e depois para L-histidina.
Esta via esta presente apenas em bactérias, arqueobactérias, alguns eucariotos e
plantas, mas ausente em mamiferos, o que explica ndo haver proteinas homdlogas
em humanos. Estudos realizados em linhagens mutantes de Mycobacterium
tuberculosis com knockout do gene hisD comprovaram a essencialidade da HDH, o
que a torna bom alvo para drogas (PARISH, 2003; PARISH et al., 1999; NUNES et
al., 2011). Dos alcaldides, a molécula 38 foi a que obteve melhor score de docking
(-9,3) com a HDH (Figura 30) e acabou por competir com o L-histidinol pelo mesmo

sitio de ligagao na proteina (Figura 29).
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Figura 29 - Docking da molécula 38 competindo com L-histidinol pelo mesmo sitio de
ligacao na Histidinol dehydrogenase
A 4 \' O\
~ \ =7

~. 7 Y.

AL

Fonte: Autor.
Em ciano esta representada a molécula 38 e em rosa o L-histidinol.

Figura 30 - Acoplamento e interagdes da molécula 38 com Histidinol dehydrogenase
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Fonte: Autor.
a. Molécula 38 em ciano acoplada na proteina pelo PyMOL; b. Interagées do DSV: Hidrogénio (HIS266);
Pi-Sigma (THR241); e Pi-Alquila (HIS373, PRO216, VAL374 e TYR367).
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Como observado, candidatos a droga ndao competem com outros ligantes que
interagem naturalmente com a proteina, porém, a presenga do candidato em sitios
ativos ou alostéricos pode conferir alteracao estrutural da proteina e impedir que
desempenhe sua atividade, ou ainda impedir a interacdo com outras proteinas ou

ligantes, podendo comprometer a sobrevivéncia do organismo.

5.4.2 Analise dos candidatos a droga com melhor média de score

Diferente dos melhores complexos proteina-ligante, os ligantes com melhor
média de score interagem com uma grande quantidade de proteinas, mantendo ainda
bons valores de score individual (Tabela 7), e por isso detém maior chance de interagir
com pelo menos uma das proteina com que possui afinidade, impedir sua atividade e
comprometer a sobrevivéncia de C. ulcerans. Alguns destes ligantes, além de terem
obtido melhor média de score, também apresentaram melhor score individual, como
as moléculas 27 (-9,9), 41 (-9,6) e 34 (-9,5).

Dentre os candidatos a droga com melhor média de score consideramos como
mais promissores: (i) a molécula 27, por ter o melhor score de docking (-9,9), interagir
com uma grande quantidade de pockets (71), possuir 0 maior numero de aceptores
de hidrogénio (7) e por ser a Unica nao-permeavel pela barreira hematoencefalica; (ii)
a molécula 34, por interagir com a maior quantidade de pockets (82); (iii) ou ainda a

molécula 42 por ter a melhor média de score.

Tabela 7 - Dados e propriedades dos cinco ligantes com melhores médias de score

Livante Mgg'a Melhor 5 . Nim.de Nom.de  Violagdes Absorcio  BHE
9 s Score Aceptores de H Doadores de H RO5 TGl permeavel
cores
Molécula 42 -7,22 -9,3 68 3 0 0 Alta Alta
Molécula 34 -7,21 -9,5 82 4 0 0 Alta Sim
Molécula 27 -7,2 -9,9 71 7 1 0 Alta Nao
Molécula 22 -7,19 -9,1 70 5 1 0 Alta Sim
Molécula 41 -7,19 -9,6 61 5 0 0 Alta Sim

Fonte: Autor.

Dados sobre a absorgao pelo TGl (trato gastrointestinal), BHE (barreira hematoenceféalica) permeavel,
violagbes da RO5 e o numero de aceptores e doadores de hidrogénio foram fornecidos pelo
SwissADME. Para o calculo da média somente foram consideradas interagbes com score menor que -
6.
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Por fim, dentre as 42 moléculas testadas no estudo de caso, tanto as moléculas
participantes dos melhores complexos quanto as com melhor média de score s&o boas
candidatas para otimizacao por processo de desenho racional de farmaco ou de serem
sintetizadas para testes in vitro em trabalhos futuros. A otimizacido das moléculas
antes da sintese podera garantir que o ligante tenha maior afinidade pela proteina alvo
e iniba sua atividade, evitando também que o ligante interaja com outras proteinas ou

moléculas do hospedeiro.
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6 CONCLUSAO

Geramos pelo método interolog mapping a RIP de Corynebacterium ulcerans
para identificar as proteinas hubs, consideradas essenciais. Dentre as proteinas com
alto grau de interagcado (hub) 36 ndo possuiam homélogas no DEG e 421 foram
validadas por homologia contra o DEG. As 36 proteinas nao-validadas tiveram a
essencialidade caracterizada pela analise funcional e analise de enriquecimento,
concluindo que mesmo nao presentes no DEG, por diversos motivos identificados na

literatura, podem ser essenciais para a manutencao da vida de C. ulcerans.

Adicionalmente, obtivemos 99 proteinas hub de C. ulcerans com estruturas
tridimensionais preditas por modelagem, validadas pelo grafico de Ramachandran,
nao homologas ao hospedeiro e com pockets viaveis, nas quais testamos 42
derivados sintéticos de alcaldides tetrahidroisoquinolinicos, identificando os derivados

mais promissores para futuro processo de otimizacao, sintese e testes in vitro.

Tivemos como melhor complexo a molécula 23 ancorada a proteina UvrABC
system protein B, justificado pela essencialidade e mecanismo de agao da proteina,
pela quantidade de interagdes preditas entre o ligante e a proteina e pela possivel
competicdo pelo sitio ativo. Também consideramos como promissores as cinco

moléculas candidatos a droga analisadas: 27, 34, 42, 22 e 41.

A sintese de uma unica molécula € um processo caro e demorado, assim, o
estudo de caso foi importante, evitando gastos com a sintese indiscriminada dos 42
derivados de alcaloides, selecionando os mais promissores a serem deletérios a C.

ulcerans para testes in vitro.

Mesmo analisando apenas os derivados sintéticos de alcaldides
tetrahidroisoquinolinicos, conhecendo-se as proteinas hub (essenciais) de C.
ulcerans, qualquer outra droga podera ser testada in silico ou ainda poderao ser

direcionados testes in vitro com as proteinas como alvos.

O presente trabalho foi inédito ao usar RIP para identificar proteinas hub de C.
ulcerans e as caracterizar como essenciais, assim como testar a afinidade de 42
derivados de alcaldides tetraisoquinolinicos contra as proteinas essenciais de C.
ulcerans. Adicionalmente, a realizagdo deste trabalho foi extremamente
enriquecedora para a minha formagao académica e por possivelmente ajudar em um

futuro combate a difteria causada pela Corynebacterium ulcerans.
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Apéndice A - Estrutura quimica e propriedades dos 42 derivados sintéticos de
alcaldides tetraisoquinolinicos
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(Continuacao)
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Fonte: SwissADME

A esquerda de cada figura esta representada a estrutura quimica de cada um dos derivados sintéticos
de alcaldides e a direita as seis propriedades que, quando dentro do campo ideal cinza, determinam a
biodisponibilidade oral: FLEX (flexibilidade), LIPO (lipofilicidade), SIZE (tamanho), INSATU
(insaturagéo), INSOLU (insolubilidade), POLAR (polaridade).
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Apéndice B - Resultados de docking dos 42 derivados sintéticos de alcaléides

tetraisoquinolinicos

Ligantes Melhor score Score médio Pockets
Molécula 42 -9,3 -7,22 68
Molécula 34 -9,5 -7,21 82
Molécula 27 -9,9 -7,2 71
Molécula 22 -9,1 -7,19 70
Molécula 41 -9,6 -7,19 61
Molécula 26 -9,3 -7,17 69
Molécula 29 -9,2 -7,16 79
Molécula 33 -9 -7,15 76
Molécula 32 -9,2 -7,15 75
Molécula 23 -9,9 -7,14 72
Molécula 15 -9 -7,12 75
Molécula 28 94 -7,11 76
Molécula 19 -8,9 -7 72
Molécula 6 -9 -7.1 84
Molécula 38 -9,3 -7,08 61
Molécula 20 -9,4 -7,07 79
Molécula 37 -9,2 -7,06 64
Molécula 35 -9 -7,06 75
Molécula 36 -8,9 -7,04 65
Molécula 39 -9,2 -7,04 55
Molécula 30 -8,8 -7,03 72
Molécula 2 -8,7 -7,01 75
Molécula 16 -8,7 -7,01 65
Molécula 5 -8,6 -7,01 77
Molécula 40 -9,2 -7,01 60
Molécula 25 -9,2 -7 70
Molécula 24 94 -7 54
Molécula 7 -9 -7 72
Molécula 1 -8,9 -7 84
Molecular 4 -8,7 -6,98 77
Molécula 21 -8,9 -6,97 69
Molécula 18 -9,1 -6,95 71
Molécula 17 -9,1 -6,92 61
Molécula 3 -8,3 -6,9 62
Molécula 31 -8,5 -6,86 59
Molécula 8 -8,5 -6,86 64
Molécula 13 -8,8 -6,82 64
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110

Cédigo Gene Proteina Ramachandran ~ Degree COG DEG  Docking
AKN76394 guaA GMP synthase 89,0% 224 F Sim N&o
AKN76391 guaB Inosine-5"-monophosphate dehydrogenase 90,5% 209 F Sim N&o
AKN77468 CulFRC58_1614 Inosine 5-monophosphate dehydrogenase 88,0% 195 F Sim Néo
AKN77248 recA Protein RecA 92,1% 182 L Sim Sim
AKN76359  rpoA DNA-directed RNA polymerase subunit alpha 72,7% 165 K Sim N&o
AKN77981 dnaK Chaperone protein DnaK (Heat shock protein 70) 89,5% 164 0O Sim N&o
AKN76689 eno Enolase 88,4% 158 G Sim N&o
AKN76386 groL Chaperonin 85,7% 158 O Sim Néo
AKN77886 groEl2 Chaperonin (GroEL protein) 90,0% 156 O Sim Néo
AKN76777 odhA 2-oxoglutarate dehydrogenase E1 component 89,7% 156 C Sim Néo
AKN76277 rpoB DNA-directed RNA polymerase subunit beta 92,2% 154 K Sim Sim
AKN76296 fusA Elongation factor G 75,7% 153 J Sim N&o
AKN76278 rpoC DNA-directed RNA polymerase subunit beta 82,8% 152 K Sim Néo
AKN77314  rpsB 308 ribosomal protein S2 86,6% 140 J Sim Néo
AKN76294  rpsL 30S ribosomal protein S12 54,4% 130 J Sim Néo
AKN76704 glyA Serine hydroxymethyltransferase 92,3% 129 E Sim N&o
AKN76313 rpsC 30S ribosomal protein S3 92,5% 129 J Sim Sim
AKN75859 gyrB DNA gyrase subunit B 82,5% 126 L Sim Néo
AKN76307 rplD1 508 ribosomal protein L4 90,2% 126 J Sim Néo
AKN76308 rplD2 508 ribosomal protein L4 95,0% 126 J Sim Néo
AKN76336 rpsE 308 ribosomal protein S5 79,2% 126 J Sim N&o
AKN77338 ffh Signal recognition particle protein (Fifty-four-like) 77,5% 125 U Sim N&o
AKN76310 rplB 508 ribosomal protein L2 91,4% 124 J Sim N&o
AKN76371  rpIM 508 ribosomal protein L13 91,1% 123 J Sim Sim
AKN76358 rpsD 30S ribosomal protein S4 92,1% 123 J Sim Sim
AKN76297  tuf Elongation factor 80,8% 122 J Sim N&o
AKN75863 gyrA DNA gyrase subunit A 84,1% 121 L Sim N&o
AKN76323 rplE 508 ribosomal protein L5 92,9% 121 J Sim Sim
AKN76335 rpIR 508 ribosomal protein L18 91,9% 121 J Sim Sim
AKN77334 trmD tRNA (guanine-N(1)-)-methyltransferase 91,0% 120 J Sim Sim
AKN77313  tsf Elongation factor Ts (EF-Ts) 92,4% 120 J Sim Sim
AKN76927 rpsA 308 ribosomal protein S1 85,0% 119 J Sim N&o
AKN76264 rplA 508 ribosomal protein L1 93,1% 118 J Sim Sim
AKN76350 secY Protein translocase subunit 73,8% 17 U Sim Néo
AKN76334 rplF 508 ribosomal protein L6 95,1% 116 J Sim Sim
AKN76306 rpsJ 308 ribosomal protein S10 94,3% 116 J Sim Sim
AKN76312  rplV 508 ribosomal protein L22 87,0% 115 J Sim N&o
AKN76357 rpsK 308 ribosomal protein S11 80,2% 115 J Sim N&o
AKN76356  rpsM 308 ribosomal protein S13 76,7% 115 J Sim N&o
AKN77268 rpsO 30S ribosomal protein S15 94,9% 115 J Sim Sim
AKN77103  tpiA Triosephosphate isomerase (TIM) 95,5% 115 G Sim Néo
AKN76295 rpsG 30S ribosomal protein S7 95,6% 113 J Sim Sim
AKN76832 atpA ATP synthase subunit alpha 87.2% 112 C Sim N&o
AKN77403 ftsZ Cell division protein FtsZ 90,0% 111 D Sim Sim
AKN76263 rplK 508 ribosomal protein L11 77,6% 110 J Sim Néo
AKN76333 rpsH 30S ribosomal protein S8 93,8% 109 J Sim Sim
AKN76314  rplP 508 ribosomal protein L16 89,2% 108 J Sim Néo
AKN77667 tig Trigger factor (TF) 78,7% 108 D Sim N&o
AKNTT311 fir fl?\;li(l:)tgsr;)me-recycling factor (RRF) (Ribosome-releasing 94 5% 107 J Sim Sim
AKNTT123  rpoZ DNA-directed.RNA polymerase subunit omega (RNAP 91.3% 107 K Sim Sim
omega subunit)
AKN76928 ptsG Phosphotransferase system Il Component 88,4% 106 G Sim N&o
AKN77278 ifB2 Translation initiation factor IF-2 72,4% 105 J Sim N&o
AKN77330 IpS 508 ribosomal protein L19 92,9% 105 J Sim Sim
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AKN76942
AKN76372
AKN77184
AKN77712
AKN77121
AKN77650
AKN76321
AKN77574
AKN77870
AKN76338
AKN76268
AKN76626
AKN76311
AKN77211
AKN76834
AKN77204
AKN77361
AKN76821
AKN76360
AKN76316
AKN77664
AKN75856
AKN77633
AKN76309
AKN76337
AKN78128
AKN76235
AKN76322
AKN76627
AKNT77267
AKN77435
AKN76939
AKN77337
AKN76721
AKN77341
AKN76542
AKN77130
AKN76315
AKN77660
AKN78126
AKN77658
AKN76548
AKN77652
AKNT77271
AKN77136
AKN77105
AKN76269
AKN77975
AKN77656
AKN77348
AKN76134
AKN76377
AKN76573
AKN77449
AKN78146
AKN77115
AKN76494
AKN76611

pheS
rpsl
thrS
fas
metK
obgE
rpIN
dnaG
ftsH
rplO
rpld
rpsR
rpsS
sigB
atpD
SigA
pyk
prfA
plQ
rpsQ
pabB
dnaN
lepA
rplwW
romD
rpsF
hemE
rplxX
rpsN
pnp
qcrA
rplT
rpsP
ychF
ftsY
prfB
pyrB
rpmC
valS
rpll
CulFRC58_1804
smpB
rpmA
truB
efp
gapA
rplL
aldH
ndk
rmc
topA
CulFRC58_0523
gitA
aceF
leuS
ribD
secA1
csm

Phenylalanine--tRNA ligase alpha subunit
308 ribosomal protein S9
Threonine--tRNA ligase
Fatty acid synthase
S-adenosylmethionine synthase (AdoMet synthase)
GTPase Obg (GTP-binding protein Obg)
508 ribosomal protein L14
DNA primase
ATP-dependent zinc metalloprotease FtsH
508 ribosomal protein L15
508 ribosomal protein L10
308 ribosomal protein S18
308 ribosomal protein S19
RNA polymerase sigma factor
ATP synthase subunit beta
RNA polymerase sigma factor RpoD
Kinaseinase
Peptide chain release factor 1
508 ribosomal protein L17
308 ribosomal protein S17
Para-aminobenzoate synthase component |
DNA polymerase IIl subunit beta
Elongation factor 4 (EF-4)
508 ribosomal protein L23
508 ribosomal protein L30
308 ribosomal protein S6
Uroporphyrinogen decarboxylase
508 ribosomal protein L24
308 ribosomal protein S14
Polyribonucleotide nucleotidyltransferase
Ubiquinol-cytochrome C reductase iron-sulfur subunit
508 ribosomal protein L20
308 ribosomal protein S16
Ribosome-binding ATPase
Signal recognition particle receptor FtsY (SRP receptor)
Peptide chain release factor 2
Aspartate carbamoyltransferase
508 ribosomal protein L29
Valine--tRNA ligase
508 ribosomal protein L9
Hypothetical protein
SsrA-binding protein
508 ribosomal protein L27
tRNA pseudouridine synthase B
Elongation factor P (EF-P)
Glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase
508 ribosomal protein L7/L12
Aldehyde dehydrogenase
Nucleoside diphosphate kinase (NDK) (NDP kinase)
Ribonuclease 3
DNA topoisomerase |
Abhydrolase domain-containing protein
Citrate synthase
Dihydrolipoamide acyltransferase
Leucine--tRNA ligase
Riboflavin biosynthesis protein RibD
Protein translocase subunit
Chorismate mutase
(Continua)

77,5%
68,9%
86,5%
92,4%
92,5%
90,1%
87,6%
90,3%
85,3%
89,7%
95,4%
72,1%
74,0%
91,6%
81,6%
81,7%
84,4%
79,9%
92,2%
89,3%
86,6%
88,0%
80,3%
91,8%
96,2%
95,3%
85,7%
90,6%
88,6%
75,3%
80,7%
94,9%
94,7%
80,9%
771%
91,3%
88,0%
98,3%
78,9%
90,1%
95,5%
69,0%
73,5%
88,7%
90,6%
84,0%
92,9%
90,0%
87,6%
91,2%
84,0%
85,6%
90,9%
90,2%
78,4%
79,9%
88,7%
98,6%
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(Continuagéo)
Sim N&o
Sim Nao
Sim Nao
Sim Sim
Sim N&o
Sim Sim
Sim Nao
Sim Sim
Sim Nao
Sim N&o
Sim Sim
Sim Nao
Sim Nao
Sim Sim
Sim N&o
Sim N&o
Sim N&o
Sim Nao
Sim Sim
Sim N&o
Sim N&o
Sim N&o
Sim Nao
Sim Sim
Sim Sim
Sim Sim
Sim N&o
Sim Sim
Sim Nao
Sim Nao
Sim N&o
Sim Sim
Sim Sim
Sim Nao
Sim Nao
Sim Sim
Sim N&o
Sim Sim
Sim Nao
Sim Sim
N&o Sim
Sim N&o
Sim N&o
Sim Nao
Sim Sim
Sim Nao
Sim Sim
Sim N&o
Sim Nao
Sim Sim
Sim Nao
Nao Nao
Sim Sim
Sim Sim
Sim Nao
Sim Nao
Sim N&o
N&o Sim



AKN76414
AKN77575

AKN77128
AKN77859
AKN76885
AKN76456
AKN76457
AKN77127
AKN76973
AKN77124
AKN77653
AKN78112
AKN77397
AKN76196
AKN77231
AKN78084
AKN76434
AKN76071
AKN76943
AKN76629
AKN77170
AKN78206
AKN76937
AKN78081
AKN77661
AKN76677
AKN76938
AKN76351
AKN76833
AKN76610
AKN76892
AKN76925
AKN76831
AKN77855
AKN77335
AKN76953
AKN77296
AKN77720
AKN78067
AKN75999
AKN77158
AKN76879
AKN76441
AKN76262
AKN76679
AKN77635
AKN76951
AKN76998
AKN77353
AKN76906

AKN77049

AKN76609
AKN78009
AKN76509
AKN76744
AKN77934

folD
gimS

carA
gbsA
leuB
pccB1
pceB2
carB
engA
gmk
rplu
trxA2
ileS
Ipd
ptsF
sodA
CulFRC58_0580
leuA
pheT
romB
ruvB
trxA3
infC
Idh2
mdh
rplY
roml
adk
atpG
gabD
gitx
polA
atpH
lysS
rimM
tyrS
CulFRC58_1442
CulFRC58_1866
CulFRC58_2213
embB
hisS
ivC
IpdA
nusG
prs
rspT
argH
deaD2
gdh
leuD

mshC

pgi

aspC
CulFRC58_0655
CulFRC58_0890
CulFRC58_2080

Bifunctional protein
Glutamine--fructose-6-phosphate aminotransferase
isomerizing

Carbamoyl-phosphate synthase small chain
Betaine aldehyde dehydrogenase
3-isopropylmalate dehydrogenase

Propionyl CoA carboxylase beta chain 1
Propionyl-CoA carboxylase beta chain 2
Carbamoyl-phosphate synthase large chain
GTPase

Guanylate kinase

508 ribosomal protein L21

Thioredoxin

Isoleucine--tRNA ligase

Dihydrolipoamide dehydrogenase

PTS system fructose-specific EIIABC component
Superoxide dismutase

Hypothetical protein

2-isopropylmalate synthase
Phenylalanine--tRNA ligase beta subunit
508 ribosomal protein L28

Holliday junction ATP-dependent DNA helicase RuvB
Thioredoxin

Translation initiation factor IF-3

L-lactate dehydrogenase (L-LDH)

Malate dehydrogenase

508 ribosomal protein L25

508 ribosomal protein L35

Adenylate kinase

ATP synthase gamma chain
Succinate-semialdehyde dehydrogenase
Glutamate--tRNA ligase

DNA polymerase

ATP synthase subunit delta

Lysine--tRNA ligase

Ribosome maturation factor RimM
Tyrosine--tRNA ligase
Mycothione/glutathione reductase
Hypothetical protein

Septum formation

Arabinosyl transferase

Histidine--tRNA ligase (Histidyl-tRNA synthetase)
Ketol-acid reductoisomerase

Flavoprotein disulfide reductase
Transcription termination/antitermination protein
Ribose-phosphate pyrophosphokinase

308 ribosomal protein S20
Argininosuccinate lyase

DEAD-box helicase

Glutamate dehydrogenase
3-isopropylmalate dehydratase small subunit

L-cysteine:1D-myo-inositol 2-amino-2-deoxy-alpha-D-

glucopyranoside ligase
Glucose-6-phosphate isomerase
Aminotransferase AlaT
Hypothetical protein
Hypothetical protein
Hypothetical protein
(Continua)

90,0%
69,1%

85,6%
92,2%
89,3%
85,1%
85,1%
89,2%
78,5%
92,9%
91,8%
93,4%
76,6%
87,7%
85,6%
89,8%
94,1%
90,4%
88,5%
59,4%
95,4%
87,8%
83,5%
91,3%
93,2%
92,9%
59,3%
96,1%
92,9%
91,0%
92,1%
78,1%
88,3%
87,2%
80,0%
91,7%
83,9%
70,4%
76,9%
85,0%
88,4%
93,5%
84,6%
72,4%
91,5%
98,8%
92,9%
90,5%
90,2%
90,5%

89,6%

90,4%
86,2%
81,9%
89,7%
83,0%
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(Continuagéo)
Sim N&o
Sim Nao
Sim N&o
Sim N&o
Sim N&o
Sim Nao
Sim Nao
Sim Nao
Sim N&o
Sim N&o
Sim Sim
Sim Nao
Sim Nao
Sim N&o
Sim N&o
Sim N&o
Nao Sim
Sim Sim
Sim N&o
Sim N&o
Sim Sim
Sim Nao
Sim Nao
Sim N&o
Sim N&o
Sim Sim
Sim Nao
Sim Sim
Sim Sim
Sim N&o
Sim Sim
Sim Nao
Sim Nao
Sim Nao
Sim N&o
Sim N&o
Sim N&o
Sim Nao
Nao Nao
Sim N&o
Sim N&o
Sim Sim
Sim Nao
Sim Nao
Sim Nao
Sim Sim
Sim N&o
Sim Sim
Sim Sim
Sim Sim
Sim Néo
Sim N&o
Sim Nao
Sim Nao
Nao Nao
Sim N&o



AKN77831
AKN76373
AKN77332
AKN77944
AKN76385
AKN76392
AKN76355
AKN76650
AKN76617
AKN78065
AKN77096
AKN77481
AKN76877
AKN77104
AKN77645
AKN76431
AKN76362
AKN76575
AKN76813
AKN76513
AKN76667
AKN77464
AKN77366
AKN76874
AKN77743
AKN76510
AKN77746
AKN78205

AKN77110

AKN76751
AKN77118
AKN76866
AKN77116
AKN76936
AKN76501
AKN76830
AKN76950
AKN77665
AKN77374
AKN77369
AKN77666
AKN77025
AKN77350
AKN75855
AKN77299
AKN77815
AKN76199
AKN76772
AKN77098
AKN77708
AKN76791
AKN77451
AKN76239
AKN76814
AKN76352
AKN76630
AKN78215

cysS
gimM
manP
fbaA
groS
guaB2
infA
metG
purH
serS
tkt
ginA2
ivB
pgk
proA
trpS
truA
accDA
argS
CulFRC58_0659
gap
ginA1
hisF
ivD
nrdE
rhIE
rpmJ
trxB

uvrC

dapC
fmt
pfkA
rpe
uvrA2
aroA
atpF
argG
clpP1
hisD
hisH
clp2
cobL
CulFRC58_1496
dnaA
mapB
poxB
sdhA
tatB
zwf
CulFRC58_1854
deaD
gevP
gpmB1
lysA2
map
romE
romH

Cysteinyl-tRNA synthetase
Phosphoglucosamine mutase

PPTS system mannose-specific EIIBCA component
Fructose-bisphosphate aldolase class 2
Chaperonin

Inosine-5"-monophosphate dehydrogenase
Translation initiation factor 1

Methionine--tRNA ligase

Bifunctional purine biosynthesis protein
Serine--tRNA ligase

Transketolase

Glutamine synthetase

Acetolactate synthase

Phosphoglycerate kinase

Gamma-glutamyl phosphate reductase (GPR)
Tryptophanyl-tRNA ligase

tRNA pseudouridine synthase A

Acetyl-CoA carboxylase carboxyl transferase
Arginyl-tRNA ligase

Hypothetical protein
Glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase A
Glutamine synthetase

Imidazole glycerol phosphate synthase subunit HisF
Dihydroxy-acid dehydratase
Ribonucleoside-diphosphate reductase
ATP-dependent RNA helicase

Ribosomal protein L36

Thioredoxin reductase

UvrABC system protein C (Protein UvrC) (Excinuclease

ABC subunit C)
N-succinyldiaminopimelate aminotransferase
Methionyl-tRNA formyltransferase
6-phosphofructo kinase
Ribulose-phosphate 3-epimerase
UvrABC system protein A
3-phosphoshikimate 1-carboxyvinyltransferase
ATP synthase subunit b
Argininosuccinate synthase
ATP-dependent Clp protease proteolytic subunit
Histidinol dehydrogenase (HDH)
Imidazole glycerol phosphate synthase subunit HisH
ATP-dependent Clp protease proteolytic subunit
Precorrin-6Y C5,15-methyltransferase
Hypothetical protein
Chromosomal replication initiator protein DnaA
Methionine aminopeptidase (MAP) (MetAP)
Pyruvate dehydrogenase
Succinate dehydrogenase flavoprotein subunit
Sec-independent protein translocase protein
Glucose-6-phosphate 1-dehydrogenase (G6PD)
Hypothetical protein
ATP-dependent RNA helicase
Glycine cleavage system P protein
Phosphoglycerate mutase
Diaminopimelate decarboxylase
Methionine aminopeptidase
508 ribosomal protein L31 type B
Ribosomal protein L34

(Continua)

88,4%
83,6%
89,1%
92,6%
88,9%
90,1%
77,0%
81,0%
92,4%
89,4%
87,4%
80,3%
91,3%
90,5%
92,9%
93,4%
89,7%
85,1%
82,2%
81,3%
81,9%
89,0%
91,1%
90,8%
87,1%
92,2%
64,7%
81,8%

90,4%

83,8%
89,2%
94,3%
85,1%
81,9%
87,5%
94,5%
91,5%
92,9%
92,4%
88,4%
92,8%
86,4%
93,9%
80,5%
90,0%
86,8%
82,2%
83,1%
88,7%
93,5%
86,6%
89,5%
89,0%
92,2%
90,0%
26,7%
94,7%
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(Continuagéo)
Sim N&o
Sim Nao
Sim Nao
Sim Sim
Sim N&o
Sim Sim
Sim Nao
Sim Nao
Sim Nao
Sim N&o
Sim N&o
Sim Nao
Sim Sim
Sim Nao
Sim N&o
Sim N&o
Sim N&o
Sim Nao
Sim Nao
Nao Nao
Sim N&o
Sim N&o
Sim Sim
Sim Sim
Sim N&o
Sim N&o
Sim N&o
Sim Nao
Sim Sim
Sim N&o
Sim N&o
Sim Nao
Sim Nao
Sim Nao
Sim N&o
Sim Sim
Sim N&o
Sim Nao
Sim Sim
Sim N&o
Sim N&o
Sim N&o
Sim Sim
Sim Nao
Sim Nao
Sim N&o
Sim N&o
Nao Nao
Sim Nao
Nao Sim
Sim N&o
Sim N&o
Sim N&o
Sim Sim
Sim Sim
Sim N&o
Sim N&o



AKN76518
AKN77139
AKN77021
AKN76007
AKN77117
AKN76048
AKN76481
AKN77763
AKN77391
AKN76931
AKN77146
AKN76240
AKN77458
AKN76554
AKN76444
AKN77933
AKN76200
AKN76989
AKN77663
AKN76538
AKN78202
AKN77373
AKN77253
AKN77298
AKN76227
AKN76680
AKN76905
AKN78091
AKN77097
AKN77843
AKN77052
AKN76959
AKN78017
AKN76713
AKN76684
AKN77414
AKN77741
AKN76058
AKN77399
AKN77148
AKN77462
AKN77589
AKNT7727
AKN77446
AKN77409
AKN76076
AKN76603
AKN78192
AKN76948
AKN76733
AKN76854
AKN77091
AKN77488
AKN76075
AKN77597
AKN77790
AKN77171
AKN76726

uvrD3

aroB

cobJ
CulFRC58_0153
fmu

gluQ

manB2

murA

rulD

uvrB2

alaS

cesX
CulFRC58_1604
fecC

pyc

purA

sdhB

secA2

clpX
CulFRC58_0684
CulFRC58_2348
hisC

pSpA

cobQ2
CulFRC58_0373
gimu

leuC

recB2

tal

clpB2

IppL

recN
CulFRC58_2163
fumC

mfd

mraW

nrdF1

recR

ag84
CulFRC58_1294
CulFRC58_1608
CulFRC58_1735
CulFRC58_1873
ilvE

mraY

pmmC

thyA

trpB

argF
CulFRC58_0879
CulFRC58_1000
CulFRC58_1237
CulFRC58_1634
deoC1

dnaJ1

purF

ruvA

uvrA1

DNA helicase |l

3-dehydroquinate synthase

Precorrin-3B C17-methyltransferase

GtrA integral membrane protein

Ribosomal RNA small subunit methyltransferase B
Glutamyl-Q tRNA synthetase
Phosphomannomutase

UDP-N-acetylglucosamine 1-carboxyvinyltransferase
Pseudouridine synthase

UvrABC system protein B

Alanine--tRNA ligase (Alanyl-tRNA synthetase)
Thiol-disulfide isomerase/thioredoxin

FecCD transport family protein

ABC transporter iron Il

Pyruvate carboxylase

Adenylosuccinate synthetase (AMPSase) (AdSS)
Succinate dehydrogenase iron-sulfur subunit
Protein translocase subunit

ATP-dependent Clp protease ATP-binding subunit ClpX

Methylmalonyl-CoA carboxyltransferase 1.3S subunit
Hypothetical protein
Histidinol-phosphate aminotransferase
Phage shock protein A (IM30)
Cobyric acid synthase
Glutaredoxin domain protein
Bifunctional protein
3-isopropylmalate dehydratase large subunit
RecB family nuclease
Transaldolase
ATP-dependent Clp protease ATP-binding subunit
Prolipoprotein
DNA repair protein
Aldehyde dehydrogenase
Fumarate hydratase class ||
Transcription-repair-coupling factor
Ribosomal RNA small subunit methyltransferase H
Ribonucleoside-diphosphate reductase subunit beta
Recombination protein
Antigen 84
Phosphotransferase enzyme family protein
Hypothetical protein
Isoprenyl transferase
Hypothetical protein
Branched-chain-amino-acid aminotransferase
Phospho-N-acetylmuramoyl-pentapeptide-transferase
Phosphoglucosamine mutase
Thymidylate synthase
Tryptophan synthase beta chain
Ornithine carbamoyltransferase
Hypothetical protein
Hypothetical protein
Hypothetical protein
Bifunctional RNase H/acid phosphatase
Deoxyribose-phosphate aldolase
Chaperone protein DnaJ
Amidophosphoribosyltransferase (ATase)
Holliday junction ATP-dependent DNA helicase RuvA
UvrABC system protein A
(Continua)

79,1%
88,0%
88,2%
88,8%
88,0%
88,5%
87,5%
91,5%
87,1%
93,5%
86,7%
80,0%
90,1%
89,5%
89,4%
88,5%
77,1%
88,5%
86,0%
79,8%
88,6%
90,8%
94,7%
81,1%
75,0%
86,0%
88,4%
89,8%
93,3%
81,5%
80,7%
84,8%
90,0%
91,2%
80,7%
87,4%
98,1%
89,8%
94,4%
83,6%
83,3%
93,8%
88,2%
90,7%
92,0%
81,7%
87,7%
93,0%
82,1%
86,3%
83,3%
90,2%
90,4%
94,8%
89,2%
87,5%
86,3%
85,6%

95
54
54
54
54
54
54
54
54
54
53
53
53
53
53
52
52
52
51
51
51
51
51
50
50
50
50
50
50
49
49
49
48
48
48
48
48
48
47
47
47
47
47
47
47
47
47
47
46
46
46
46
46
46
46
46
46
46
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(Continuagéo)
Sim N&o
Sim Nao
Sim Nao
Sim N&o
Sim N&o
Sim N&o
Sim Nao
Sim Sim
Sim Nao
Sim Sim
Sim N&o
Sim Nao
Sim Sim
Sim Nao
Sim N&o
Sim N&o
Sim N&o
Sim Nao
Sim Nao
Sim N&o
Sim N&o
Sim Sim
Nao Sim
Sim Nao
Nao Nao
Sim N&o
Sim N&o
Nao Nao
Sim Sim
Sim Nao
Sim N&o
Nao Nao
Sim Nao
Sim Nao
Sim Nao
Sim N&o
Sim Sim
Sim N&o
Sim Sim
Nao Nao
Sim N&o
Sim N&o
Nao Nao
Sim Nao
Sim Sim
Sim Nao
Sim N&o
Sim Sim
Sim Nao
Nao Nao
Nao Nao
Sim Sim
Sim Sim
Sim Sim
Sim Nao
Sim Nao
Sim N&o
Sim N&o



AKN76086
AKN77495

AKN77443

AKN76210
AKN77290

AKN77368

AKN77387
AKN77793
AKN77166
AKN76613
AKN77947
AKN76453
AKN76947
AKN77957
AKN77289
AKN76121
AKN77349
AKN78203
AKN76816
AKN77329
AKN77226

AKN76747

AKN76084
AKN76021
AKN77910
AKN78212
AKN76946

AKN77444

AKN77265

AKN76008
AKNT77758
AKN77803
AKN77131
AKN76701
AKN77412
AKN77283

AKN77141

AKN77240
AKN77912
AKN77659
AKN76208
AKN75899
AKN76500
AKN76945

AKN77122

AKN77430
AKN77045
AKN76491
AKN77241

asd
cobD

cobU

CulFRC58_0356
CulFRC58_1436

hisA

ilvA

nrdF2

oppA

pcrA

pyrE

rbsK

argD

clpB

cobB
CulFRC58_0267
CulFRC58_1495
CulFRC58_2349
hom

lepB

lexA

lpqW

lysC
pat
pknG
yidC1
argB

cobT

dapB

gIfT1
pgm
purB
pyrR
uppS1
ftsl
proS

aroC

dapF
eutD
folC
pflB
pknB
rsgA
argJ

coaBC
gk
hisE

IpgB
miaA

Aspartate-semialdehyde dehydrogenase
Cobalamin biosynthesis protein CobD
Bifunctional adenosylcobalamin biosynthesis protein
CobU
Hypothetical protein
Cobalamin adenosyltransferase
1-(5-phosphoribosyl)-5-(5-
phosphoribosylamino)methylideneamino imidazole-4-
carboxamide isomerase
Threonine dehydratase
Ribonucleoside-diphosphate reductase beta chain 2
Oligopeptide-binding protein
ATP-dependent DNA helicase
Orotate phosphoribosyltransferase (OPRT) (OPRTase)
Ribokinase
Acetylornithine aminotransferase
ATP-dependent chaperone protein ClpB
Cobyrinic acid A,C-diamide synthase
Hypothetical protein
Hypothetical protein
MviN-like protein
Homoserine dehydrogenase
Signal peptidase |
LexA repressor
Monoacyl phosphatidylinositol tetramannoside-binding
protein
Aspartokinase
Phenylalanine aminotransferase
Serine/threonine protein kinase
Inner membrane protein translocase component YidC
Acetylglutamate kinase
Nicotinate-nucleotide--dimethylbenzimidazole
phosphoribosyltransferase (NN:DBI PRT)
4-hydroxy-tetrahydrodipicolinate reductase (HTPA
reductase)
UDP-galactofuranosyl transferase
Phosphoglucomutase
Adenylosuccinate lyase
Bifunctional protein PyrR
Isoprenyl transferase
Penicillin-binding protein
Proline--tRNA ligase
Chorismate synthase (5-enolpyruvylshikimate-3-
phosphate phospholyase)
Diaminopimelate epimerase
Phosphotransacetylase
Bifunctional protein
Formate acetyltransferase
Serine/threonine protein kinase
Ribosome biogenesis GTPase
Arginine biosynthesis bifunctional protein
Coenzyme A biosynthesis bifunctional protein
(DNA/pantothenate metabolism flavoprotein)
RGlucose kinase
Phosphoribosyl-ATP pyrophosphatase
Lipoprotein
tRNA dimethylallyltransferase

(Continua)

87,2%
87,5%

88,0%

85,6%
85,5%

88,8%

75,5%
96,6%
84,6%
87,9%
96,1%
74,7%
86,0%
83,3%
81,4%
94,4%
100,0%
91,7%
90,5%
84,2%
87,8%

88,4%

87,0%
86,8%
89,6%
94,7%
84,9%

91,8%

89,0%

83,2%
89,9%
91,0%
88,6%
90,5%
87,3%
91,0%

90,0%

88,0%
91,5%
91,0%
88,8%
85,3%
79,0%
87,4%

88,5%

84,8%
97,4%
78,9%
89,6%

45
45

45

45
45

45

45
45
45
45
45
45
44
44
44
44
44
44
44
44
44

44

44
44
44
44
43

43

43

43
43
43
43
43
42
42

41

41
41
41
41
41
41
40

40

40
40
40
40

ITw T ITm

m
—

T FT'ICIZITIFT'I m XCmMmwwmwwmIOMmMmIrmmTm

—uymm@® I mmEOIOm m ««ZITITTToOW m

115

(Continuagéo)
Sim N&o
Sim Nao
Sim Nao
Nao Nao
Sim N&o
Sim Nao
Sim N&o
Sim Sim
Nao Nao
Sim Nao
Sim Sim
Sim N&o
Sim N&o
Sim N&o
Sim Nao
Sim Sim
Sim Sim
Sim Sim
Sim Sim
Sim Nao
Sim Nao
Sim Néo
Sim N&o
Sim Nao
Sim Nao
Sim Sim
Sim N&o
N&o Sim
Sim Nao
Sim N&o
Sim N&o
Sim N&o
Nao Nao
Sim Sim
Sim N&o
Sim Sim
Sim Sim
Sim Nao
Sim Sim
Sim Sim
Sim N&o
Sim Nao
Sim Nao
Sim Nao
Sim Néo
Sim N&o
Sim Sim
Sim Nao
Sim N&o



AKN77126

AKN77172

AKN76193
AKN76488
AKN76437
AKN77913
AKN77901

AKN76214

AKN76231
AKN77365
AKN76439
AKN76477

AKN77406

AKN77014
AKN76515
AKN77491
AKN77201
AKN77312
AKN78069

AKN77263

AKN77869
AKN75902
AKN77980
AKN76421
AKN76850

AKN77411

AKN76907
AKN77280
AKN78164
AKN77300
AKN77425
AKN77649

AKN77436

AKN77113
AKN77363
AKN76506
AKN77219
AKN76378
AKN76780
AKN77143
AKN76981
AKN78048
AKN77445
AKN77979
AKN76137
AKN76640

AKN77246

AKN77423
AKN75901

pyrF

ruvC

slpA

tmk

upp
CulFRC58_2059
def2

gpmA

hemD
hisl
manB1
manC

murG

rbpA

uvrD2

cobC
CulFRC58_1347
CulFRC58_1458
CulFRC58_2215

dapA

folE
ftsW1
grpE
hmuU
mnmA

murkE

mutT?2
nusA
oppCD2
pbpB2
pknL
proB

qerC

ribA
trpC2
whiB3
ahpC
alr
aroE1
aroE2
ciuC
cmtB
cobS
dnaJ2
dnaX2
galu

miaB

mptA
pbpA

Orotidine 5'-phosphate decarboxylase

Crossover junction endodeoxyribonuclease RuvC
(Holliday junction nuclease RuvC) (Holliday junction
resolvase RuvC)

Surface layer protein A

Thymidylate kinase

Uracil phosphoribosyltransferase
Ferredoxin/ferredoxin-NADP reductase

Peptide deformylase (PDF)

2,3-bisphosphoglycerate-dependent phosphoglycerate

mutase
Uroporphyrinogen-Ill synthase
Phosphoribosyl-AMP cyclohydrolase (PRA-CH)
Phosphoglucomutase/phosphomannomutase
Mannose-1-phosphate guanylyltransferase
UUDP-N-acetylglucosamine--N-acetylmuramyl-
(pentapeptide) pyrophosphoryl-undecaprenol N-
acetylglucosamine transferase
RNA polymerase-binding protein
DNA helicase, UvrD/REP type
Cobalamin-biosynthesis related aminotransferase
Hypothetical protein
Amino acid kinase family
Prephenate dehydratase
4-hydroxy-tetrahydrodipicolinate synthase (HTPA
synthase)
GTP cyclohydrolase 1
Cell division protein
Protein GrpE (HSP-70 cofactor)
Hemin import ATP-binding protein
tRNA-specific 2-thiouridylase
UDP-N-acetylmuramoyl-L-alanyl-D-glutamate--2, 6-
diaminopimelate ligase
7,8-dihydro-8-oxoguanine-triphosphatase
Transcription termination protein NusA
Oligopeptide transport ATP-binding protein OppD
Secreted penicillin-binding protein
Serine/threonine protein kinase
Glutamate 5-kinase
Ubiquinol-cytochrome C reductase cytochrome C
subunit
Riboflavin biosynthesis protein RibBA
Indole-3-glycerol phosphate synthase
Transcription regulator
Alkyl hydroperoxide reductase subunit C
Alanine racemase
Shikimate 5-dehydrogenase
Shikimate dehydrogenase
Iron ABC transporter permease
Trehalose corynomycolyl transferase B
Cobalamin synthase
Chaperone protein DnaJ
DNA polymerase Ill subunit gamma/tau
UTP--glucose-1-phosphate uridylyltransferase
tRNA-2-methylthio-N(6)-dimethylallyladenosine
synthase
Alpha mannopyranosyltransferase
Penicillin-binding protein A

(Continua)

90,1%
81,8%

88,0%
90,2%
88,6%
89,9%
88,9%

91,5%

79,6%
85,4%
81,6%
76,3%

91,7%

82,6%
87,3%
87,2%
81,5%
86,9%
89,7%

91,1%

89,6%
90,2%
81,5%
88,7%
87,8%

88,7%

88,0%
83,6%
81,4%
82,8%
86,6%
85,2%

79,9%

82,3%
89,8%
93,5%
80,5%
86,8%
88,7%
88,1%
88,8%
85,1%
80,0%
85,1%
80,7%
92,7%

76,5%

88,4%
88,4%

40

40

40
40
40
39
39

39

39
39
39
39

39

39
39
38
38
38
38

38

38
38
38
38
38

38

38
38
38
38
38
38

38
38

38
37
37
37
37
37
37
37
37
37
37

37

37
37
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(Continuagéo)
N&o Sim
Sim Nao
Sim N&o
Sim Sim
Sim Nao
Sim Nao
Sim Nao
Sim Néo
Sim Nao
Sim Nao
Sim Nao
Sim N&o
Sim Sim
Sim Nao
Sim N&o
Sim N&o
Nao Nao
Sim Nao
Sim Nao
Sim Sim
Sim N&o
Sim Sim
Sim Nao
Sim Nao
Sim N&o
Sim N&o
Nao Nao
Sim Nao
Sim N&o
Sim N&o
Sim N&o
Sim Nao
Sim Nao
Sim N&o
Sim N&o
Nao Sim
Sim Nao
Sim Nao
Sim N&o
Sim N&o
Sim Nao
Sim Nao
Nao Nao
Sim N&o
Sim N&o
Sim Sim
Sim Nao
Sim N&o
Sim N&o



AKN76958
AKN77120
AKN76914
AKN78046
AKN76535
AKN77427
AKN77766
AKN77119
AKN77195
AKN77638
AKN76853
AKN78011
AKN77047
AKN77789
AKN77053
AKN75857
AKN76746
AKN76043
AKN77107
AKN76478
AKN77316
AKN76963
AKN76447
AKN77164
AKN77140
AKNT77774

AKN76980

AKN77310
AKN77041
AKN77452
AKN77028
AKN77372
AKN76993
AKN77895
AKN77644
AKN76837
AKN77203

AKN77434

AKN78041
AKN77497
AKN76982
AKN76117
AKN77998
AKN77199
AKN77359
AKN76536
AKN76848
AKN77874
AKN78110
AKNT77778
AKN77328
AKN77264
AKN78187
AKN76717
AKN77440
AKN77042

ppnK

priA

recG

cmtC
CulFRC58_0681
CulFRC58_1573
CulFRC58_1912
def1

dxs

holA

ligA

lysS1

metH

purM

pyrD

recF

typA

tyrA

whiA

whiB2

xerC

xerD

accBC

apt

aroK

cat

ciuB

CulFRC58_1456
ths

gevT

helY

hisB

merR3

mrpF1

nadD

nucS

ppgK
qcrB

accD

acekE

ciuD
CulFRC58_0263
CulFRC58_2144
dut1

glgP

mmdA

nifS

ppa

pspA1

pstB

rhB

thyX

trpE

xseA

asnB

aspA

NAD kinase
Primosomal protein N
ATP-dependent DNA helicase
Trehalose corynomycolyl transferase
Methylmalonyl-CoA carboxyltransferase 5S subunit
Hypothetical protein
Cysteine synthase
Peptide deformylase (PDF)
1-deoxy-D-xylulose 5-phosphate synthase
DNA polymerase Ill delta subunit
DNA ligase
Lysyl-tRNA synthetase
Methionine synthase
Phosphoribosylformylglycinamidine cyclo-ligase
Dihydroorotate dehydrogenase
DNA replication and repair protein RecF
GTP-binding protein TypA/BipA
Prephenate dehydrogenase
Sporulation transcription regulator WhiA
Transcriptional regulator
Tyrosine recombinase XerC
Tyrosine recombinase
Acyl coenzyme A carboxylase
Adenine phosphoribosyltransferase (APRT)
Shikimate kinase (SK)
Succinyl-CoA Coenzyme A transferase
Iron ABC transporter domain-containing permease
protein
Phosphatidate cytidylyltransferase
Formate--tetrahydrofolate ligase
Aminomethyltransferase
ATP-dependent DNA helicase
Imidazoleglycerol-phosphate dehydratase (IGPD)
MerR family transcriptional regulator
Na(+)/H(+) antiporter subunit F
Nicotinate-nucleotide adenylyltransferase
Endonuclease
Polyphosphate glucokinase
Ubiquinol-cytochrome C reductase cytochrome B
subunit
Propionyl-CoA carboxylase beta chain 5
Pyruvate dehydrogenase E1 component
Iron ABC transporter ATP-binding protein
Thioredoxin-related protein
Iron(Ill) dicitrate transport system permease fecD
Deoxyuridine 5'-triphosphate nucleotidohydrolase
Phosphorylase
Methylmalonyl-CoA decarboxylase subunit alpha
Cysteine desulfurase
Inorganic pyrophosphatase
Phage shock protein A
Phosphate import ATP-binding protein PstB
Ribonuclease HII
Thymidylate synthase ThyX (TS) (TSase)
Anthranilate synthase component |
Exodeoxyribonuclease 7 large subunit
Asparagine synthetase
Aspartate ammonia-lyase

(Continua)

86,2%
86,6%
62,6%
85,3%
90,9%
92,0%
90,4%
88,1%
85,4%
83,9%
87,9%
88,9%
86,3%
86,3%
87,1%
81,2%
86,8%
89,8%
92,8%
87,9%
89,8%
91,1%
81,2%
87,6%
94,7%
86,8%

89,5%

89,6%
90,5%
89,2%
90,6%
87,6%
95,0%
95,9%
87,6%
89,3%
89,8%

85,2%

82,1%
87,3%
87,1%
88,4%
92,3%
86,6%
89,8%
90,2%
88,3%
88,9%
95,5%
88,6%
93,8%
93,0%
88,5%
87,8%
85,0%
90,0%
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(Continuagéo)
Sim N&o
Sim Nao
Sim Nao
Sim N&o
Sim Sim
Sim Sim
Sim Nao
Sim Nao
Sim Nao
Sim N&o
Sim N&o
Sim Nao
Sim Nao
Sim Nao
Sim N&o
Sim N&o
Sim N&o
Sim Nao
Sim Sim
Nao Nao
Sim N&o
Sim Sim
Sim Nao
Sim Nao
Sim Sim
Nao Nao
Sim N&o
Sim Nao
Sim Nao
Sim N&o
N&o Sim
Sim Nao
Sim Sim
Nao Sim
Sim N&o
Nao Nao
Sim N&o
Sim Nao
Sim N&o
Sim N&o
Sim N&o
Sim Nao
Sim Sim
Sim Nao
Nao Nao
Sim N&o
Sim Nao
Sim Nao
Nao Sim
Sim N&o
Sim Sim
Sim Sim
Sim Nao
Sim Nao
Sim N&o
Sim N&o



AKN76979
AKN77785

AKN78060

AKN76758
AKN76843
AKN76862
AKN76861
AKN76760
AKN77868
AKN77260
AKN77584
AKN77642
AKN76211
AKN77987
AKN77806
AKN77925
AKN77307
AKN77475
AKN78188
AKN78007
AKN76514

CiuA
CulFRC58_1931

CulFRC58_2206

dapE
fepC1
fhuC
thuG
folP
folP2
ftsK
glyS
gpmB2
murB
oppCD1
purD
resA
rimN
thrC
trpG
ureA
uvrD1

Iron ABC transporter substrate-binding protein
Hypothetical protein

ABC-type cobalamin/Fe3+-siderophores transport
system, permease component
Succinyl-diaminopimelate desuccinylase

Ferric enterobactin transport ATP-binding protein
Iron 3+-hydroxamate import ATP-binding protein
Iron 3+-hydroxamate import system permease protein
Dihydropteroate synthase

Dihydropteroate synthase

Cell division protein FtskK

Glycine--tRNA ligase

Phosphoglycerate mutase
UDP-N-acetylenolpyruvoylglucosamine reductase
Oligopeptide transport system permease protein oppC
Phosphoribosylamine--glycine ligase
Thiol-disulfide oxidoreductase

Dual-specificity RNA methyltransferase RImN
Threonine synthase

Anthranilate synthase component ||

Urease subunit gamma

DNA helicase, UvrD/REP type

89,1%
90,7%

89,7%

82,7%
92,4%
85,3%
90,4%
84,6%
90,4%
89,8%
87,2%
82,1%
84,0%
83,7%
88,7%
87,9%
92,1%
83,5%
84,6%
94,3%
86,5%
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(Continuagéo)
Nao N&o
Nao Sim
Sim N&o
Sim Né&o
Sim Sim
Sim Nao
Sim Sim
Sim Nao
Sim Sim
Sim Né&o
Sim Nao
Sim Nao
Sim Nao
Sim N&o
Sim Né&o
Sim Né&o
Sim Sim
Sim Nao
Sim Né&o
Sim Sim
Nao N&o

Fonte: Autor

Legenda: Ramachandran, porcentagem de aminoacidos em regides permitidas; Degree, grau de
interacdo; COG, categoria funcional do COG (Cluster of Orthologous Genes); DEG, quantidade de

organismos Sims no DEG; Docking, se a proteina participou do estudo de caso.



