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RESUMO

Toxoplasma gondii € um protozodrio intracelular obrigatdrio que causa a toxoplasmose, uma
doenca global e que possui um ciclo de vida complexo com estagios bem definidos,
taquizoitos com multiplicagdo rapida e bradizoitos, no qual, formam cistos no tecido. A
infeccdo por esse parasita pode ocorrer por meio da ingestdo de carne crua contaminada com
cistos teciduais ou por oocistos excretados por felinos. A proteina de choque térmico (HSP),
70 kDa de T. gondii, desempenha um papel fundamental na sobrevivéncia do parasita, pois
este expressa a TgHSP70 durante a sua conversao do estagio de taquizoita para bradizoitas,
assim como de bradizoitas para taquizoitas, por isso podem ser um alvo potencial para estudos
de novos tratamentos contra a doenga. A modelagem in silico é uma forma de visualizar a
estrutura molecular de uma proteina sem a necessidade de testes experimentais, para isso a
utilizagdo de programas de alinhamento, criacio de modelos, analises de qualidade, sdo
essenciais. Entdo, realizou-se a modelagem tridimensional da proteina de choque térmico de
70 kDa de T. gondii, utilizando o programa SWISS-MODEL, partir da estrutura “template”
mais favoravel de HSP70 (PDB7 sqc.391.A de Chlamydomonas reinhardtii) de
Chlamydomonas reinhardtii. O modelo gerado para HSP70 de de T. gondii foi validado por
meio dos programas VERIFY3D e PROCHECK, demonstrando alta qualidade da proteina

modelada.

Palavras chave: Toxoplasmose, modelagem, proteina, in silico, qualidade quimica, estrutura

molecular.



ABSTRACT

Toxoplasma gondii is an obligate intracellular protozoan that causes toxoplasmosis, a global
disease that has a complex life cycle with well-defined stages: rapidly multiplying tachyzoites
and bradyzoites, which form cysts in the tissue. Infection with this parasite can occur through
eating raw meat contaminated with tissue cysts or through oocysts excreted by cats. The 70
kDa heat shock protein (HSP) of 7. gondii plays a key role in the parasite's survival, as it
expresses TgHSP70 during its conversion from the tachyzoite stage to bradyzoites, as well as
from bradyzoites to tachyzoites, so it could be a potential target for studies into new
treatments against the disease. In silico modeling is a way of visualizing the molecular
structure of a protein without the need for experimental tests, for which the use of alignment
programa, model creation and quality analysis are essential. Three-dimensional modeling of
the 70 kDa heat shock protein from 7. gondii was carried out using the SWISS-MODEL
program, starting from the most favorable template structure of HSP70 (PDB 7 sqc.391.A
Chlamydomonas reinhardtii) from Chlamydomonas reinhardtii. The model generated for
HSP70 from 7. gondii was validated using the VERIFY3D and PROCHECK programs,
demonstrating the high quality of the modeled protein.

Keywords: Toxoplasmosis, modeling, protein, in silico, chemical quality, molecular

structure.
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1. INTRODUGAO
1.1 Toxoplasma gondii

Toxoplasma gondii (T. gondii) ¢ um protozoario intracelular obrigatorio, capaz de
infectar diversos hospedeiros, acometendo inclusive o ser humano, isto ocorre devido a sua
excelente capacidade de invadir e replicar dentro de qualquer célula hospedeira e infectar
diversos orgaos (MITRA et al, 2020). O parasito foi descrito inicialmente em 1908 por
Nicolle e Manceaux quando analisaram tecidos de um roedor, Ctenodactylus gundi, na Africa
(DUBEY, 2010). Pertence a Familia: Sarcocystidae, Género: Toxoplasma, Espécie: T. gondii
(SALOMAO, 2017). Recebeu este nome devido a sua caracteristica morfologica, em formato
de meia-lua (do grego foxo: forma de arco, e plasma que significa vida), sendo responsavel
pela doenca conhecida como toxoplasmose (DUBEY, 2008).

A toxoplasmose ¢ uma doenca de epidemiologia complexa, global e de multiplas
manifestagdes (SMITH et al, 2021) estima-se que cerca de 2 bilhdes de pessoas em todo o
mundo estejam infectadas com o parasito (MITRA et al, 2020). Sendo prevalente em animais
e em seres humanos (DUBEY, 2008). Apesar da sua distribuicdo mundial, existe apenas uma
espécie do género. Sua diversidade genética estd diretamente correlacionada com a gravidade
da doenga, suas cepas estdo agrupadas em genétipos, o gendtipo I sdo cepas com maior
viruléncia, ja os gendtipos II e III os gendétipos com menor viruléncia (SIBLEY;
BOOTHROYD, 1992).

No Brasil até 2011, considerava-se uma média de 5-23 infecgdes congénitas a cada
10.000 nascimentos, sendo esse dado obtido em pequenas amostragens com pessoas que
tinham possibilidade de pagar pelos testes. Em dados analisados em 2012, Dubey (2021)
menciona com base em seus estudos que a taxa e gravidade da infec¢do por 7. gondii em
criangas no Brasil ¢ maior que na Europa (DUBEY, 2021).

O parasito possui ciclo de vida heteroxeno e possui duas fases bem estabelecidas que
acontecem dentro das células de seus hospedeiros, uma assexuada e outra sexuada alternando
assim entre hospedeiros intermediarios, os animais de sangue quente e seres humanos, e
hospedeiros definitivos, os felideos. Dentro do ciclo existem trés formas (Figura 1), o estagio
conhecido como taquizoito que ¢ caracterizado por rdpida multiplicagdo e ocorre na fase
aguda da infec¢ao (TENTER et al, 2000). Sob pressdo do sistema imune, os taquizoitos se
diferenciam em bradizoitos, estagio de laténcia, onde a multiplicagdo ¢ lenta, sendo marcante

na fase cronica (JEFFERS et al., 2018), ocorrendo a formagao de cistos teciduais, observados
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nos tecidos musculares e neurais. A quantidade de bradizoitos dentro de um cisto muda de
acordo com sua dimensao e tempo de formagdo, aqueles mais jovens geralmente sio menores
e possuem cerca de 10 pm enquanto os mais velhos podem chegar a apresentar diametro 10
vezes maior (ROBERT-GANGNEUX; DARDE, 2012). Os oocistos sdo liberados do intestino
do hospedeiro definitivo no ambiente pelas fezes, liberando dois esporocistos e cada um com

quatro esporozoitos (TENTER et al, 2000).
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Figura 1: Estagios do parasito: em (A) Taquizoitos em uma amostra de lavagem broncoalveolar corada com
Giemsa; (B) Cisto em cérebro de um camundongo infectado; (C) Oocisto ndo esporulado; (D) Oocisto
esporulado. (Adaptada de Robert-Gangneux ¢ Dardé, 2012).

A infeccdo do hospedeiro definitivo comega com a ingestdo de carne crua contaminada
com cistos teciduais e também pode ocorrer através da ingestdo de oocistos excretados por
felinos presente em alimentos contaminados. Apos a ingestdo, os bradizoitos sdo liberados
dos cistos, sofrem divisdo e originam merozoitos nas células epiteliais intestinais.
Posteriormente, ocorre a formacdo de gametas masculinos e femininos (gametogénese), nos
quais oocistos nao esporulados ou imaturos sdo liberados na luz intestinal do felino, onde, no
ambiente externo, a esporulagdo dos oocistos torna-os infecciosos para o hospedeiro
intermediario (DUBEY, 1998) (Figura 2).

Se uma gestante ingerir alimentos contaminados, os taquizoitas podem penetrar na
placenta, e a transmissdo de 7. gondii da mae para o feto podera acontecer, sendo mais eficaz
na segunda metade da gestacdo devido a fatores imunologicos, assim como a espessura da
placenta (DUNN et al., 1999; BLASZKOWSKA ¢ GORALSKA, 2014). A transmissdo
transplacentaria pode ocorrer quando uma mulher ¢ infectada durante a gestagdo, sendo que a
transmissdo congénita raramente ocorre em mulheres infectadas antes da gestagdo, ou seja,
infectadas cronicamente. Em mulheres imunossuprimidas, pode ocorrer uma reativacdo da
infec¢ao no periodo gestacional, o que pode levar a toxoplasmose congénita (VILLENA et al.,

1998; ELBEZ-RUBINSTEIN et al., 2009; WALLON & PEYRON, 2018).
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Figura 2 Ciclo e formas de infec¢@o parasitaria — Pode haver 3 tipos de transmissdo: Ingestdo de alimentos
infectados, como carne mal cozida que contém bradizoitos encistados, ou ingestdo de 4gua contaminada com
oocistos. Os oocistos de T. gondii podem ser eliminados pelas fezes de um gato infectado no meio ambiente.
Caixas sanitarias contaminadas sdo particularmente preocupantes para gestantes porque a infeccdo inicial
durante a gravidez pode resultar na transmissdo do parasita ao embrido/feto (MODIFICADO DE ROBERT-
GANGNEUX; DARDE, 2012)

Um momento importante na infecgdo por 7. gondii ¢ a entrada do parasita na célula, que
ocorre com a participagdo de trés organelas principais presentes no citoplasma do parasita:
micronemas essencial no reconhecimento da célula hospedeira; roptrias: envolvidas na
formagdo do vacuolo parasitéforo e o contetido de granulos densos que sofrem exocitose
durante e ap6s invasdo (LUO et al., 2019). Esse processo ¢ iniciado pela identificacdo da
célula hospedeira a partir dos antigenos de superficie do parasita ancorados por ancoras de
glicosilfosfatidilinositol (GPIs) e proteinas relacionadas aos antigenos de superficie, SAGs
(SRS). O parasita utiliza de sua extremidade apical para iniciar a penetragdo na célula alvo

(JUNG; LEE; GRIGG, 2004).
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A infeccdo por 7. gondii ativa uma imunidade inata com liberagdo de interleucinas, como
IL-12 provindas de macrdfagos, células dendriticas e neutrofilos que estimulam a proliferagao
de células Natural killers - NK, células T CD4+ e células T CD8+ citotoxicas, resultando na
producao massiva de interferon gama (IFN-y), que ativa um conjunto de proteinas induziveis
por IFN-y, que participa da inibicdo do crescimento do parasito (SASAI et al 2019). A
imunidade adaptativa & 7. gondii depende tanto das células T CD4 como das células T CDS,
sendo que estas ultimas desempenham um papel dominante na manutengdo da infeccao

cronica sob controle (KHAN et al 2019).

Em humanos, uma forma de identificar o parasita diretamente ¢ por meio de detecgao
direta inoculando amostras em culturas de células ou inoculando em animais de laboratorio
(BIRADAR et al., 2014; BOURDIN et al., 2014; SWITAJ et al., 2005). Um outro meio de
diagnostico € baseado na detec¢do de anticorpos contra o parasito, utilizando-se de técnicas
como imunofluorescéncia indireta, ensaios imunoenzimdticos (ELISA) entre outros
(MARCOLINO et al., 2000). Nao ha necessidade de tratamento em imunocompetentes, caso
o sistema imunoldgico ndo esteja debilitado. Porém em imunocomprometidos, o uso dos

farmacos: sulfonamida e pirimetamina ¢ recomendado (PEREIRA, et al 2010).

1.2 Proteinas de Choque Térmico:

As proteinas Heat Shock Protein (HSPs) sdo classificadas em familias e pelo seu peso
molecular, estdo incluidas nelas: HSP110, HSP100, HSP90, HSP70, HSP60, HSP40
(BROCCHIERI et al, 2008). Essas proteinas sdo importantes para o desenvolvimento e
sobrevivéncia intracelular dos protozodarios e, portanto, podem ser potenciais alvos durante o
estresse celular, as HSPs t€ém um papel critico na reparacdo e/ou desnaturagdo de proteinas
danificadas para restaurar a homeostase proteica e promover a sobrevivéncia celular
(ASHWINDER et al, 2017), estdo presentes em processos de enovelamento e montagem de
proteinas recentemente sintetizadas (MAYER, 2005).

Um exemplo das HSPs sdo as chaperonas moleculares muito conservadas evolutivamente
e encontradas em todos organismos, incluindo os parasitos e protozoarios, sendo essenciais
para a sobrevivéncia da célula exposta a situacdes de estresses, um exemplo desta familia ¢ a
HSP70 a qual possui peso de 70 kDa e ¢ encontrada em baixas concentra¢des na maior parte
de células e tecidos (MITRA et al, 2020; MAYER, 2005).

As HSP70s possuem um sitio de ligacao de proteinas alvo e sitios de ligagcdo e quebra de

ATP, sdo proteinas que colaboram e sdo reguladas por vdarios cofatores, seu ciclo ¢
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sensibilizado por interagdes com nucleotideos. Possuem entdo duas por¢des: (1) Regido N-
terminal e (2) C-terminal, com sitio de atividade enzimatica (KAMPINGA, et al 2010).

Em infeccdo por 7. gondii, o parasito expressa TgHSP70 durante as conversdes, na
mudanca de taquizoito para bradizoitos e vice-versa, sendo considerada um fator de viruléncia

do parasito (SILVA et al., 1998; BARENCO et al 2014).

1.3 Andlise in silico e a modelagem tridimensional (3D)

O termo "in silico" ¢ uma analise aplicada quando se conduzem experimentos por meio
de abordagens tecnoldgicas, sendo muitas vezes um complemento do contexto bioldgico in
vivo e in vitro. Isso pode envolver o uso de dados na constru¢do de modelos ou simulagdes
computacionais que t€m a capacidade de realizar previsdes, propor suposi¢des e, em ultima
analise, contribuir para descobertas e avangos no campo da medicina e da terapéutica

(EKINS, 2007).

Para a compreensdo das fung¢des de uma proteina ¢ essencial a utilizagdo de um modelo
tridimensional (3D), embora muitas proteinas ja tenham tido sua estrutura definida
experimentalmente in vitro, a quantidade de resolugdes experimentais disponiveis ¢€
insuficiente em relacdo a abundancia de proteinas identificadas, sendo assim, um modelo
computacional ¢ essencial para essas resolugdes. Uma forma de realizar essa modelagem ¢ a
utilizagdo do método por homologia, o qual, se inicia com a selecdo de homodlogos com
identidade maior que 30 %, com estruturas conhecidas em Protein Data Bank (PDB)

(XIANG, 2006).

Utiliza-se programas de banco de dados como o Basic Local Alignment Search Tool
(BLAST) para realizar consultas ou alinhamentos de sequéncias (XIANG, 20006).
Posteriormente, ¢ possivel fazer uma modelagem molecular por homologia utilizando
estruturas de proteinas 3D por meio de programas automatizados, como o SWISS-MODEL,
um servidor desenvolvido por um grupo do Instituto Suico de Bioinformatica (SIB) e pelo
Biozentrum da Universidade de Basileia conhecido como grupo de Biologia Estrutural
Computacional (SIB - Swiss Institute of Bioinformatics e Biozentrum of the University of
Basel), ¢ um programa de facil acesso podendo ser utilizado via WEB, no qual € possivel criar
modelos tridimensionais de proteinas, utilizando-se de uma biblioteca de modelos em paralelo

com o BLAST (BIASINI, 2014)


https://www.rcsb.org/?ref=nav_home
https://www.rcsb.org/?ref=nav_home
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/
https://www.biozentrum.unibas.ch/
https://www.sib.swiss/
https://www.sib.swiss/
https://www.biozentrum.unibas.ch/
https://www.biozentrum.unibas.ch/
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Apo6s o alinhamento das sequéncias e a modelagem em 3D, ¢ necessario utilizar varias
plataformas para verificar a qualidade do modelo construido computacionalmente, visto que,
pode se encontrar modelos tridimensionais de proteinas de baixa qualidade, pois, uma simples
molécula tor¢do molecular ou com dobras incorretamente enoveladas pode afetar toda a
estrutura molecular da proteina (EISENBERG et al, 1997). Um desses servidores ¢ o
PROCHECK, que permite a avaliacdo da estereoquimica da proteina e destaca regides que
necessitem de mais investigagdes, simetrias, geometrias e parametros como quiralidade,
comprimentos de ligacdo, angulos de ligacao, angulos de tor¢ao, entre outros. Além disso, €
importante avaliar a qualidade estrutural. Outra ferramenta disponivel online para essa
finalidade ¢ o VERIFY3D, que verifica a adequagdo da sequéncia a estrutura e atribui

pontuagdes com base em matrizes construidas por meio de andlises estatisticas (XIANG,

2006; LASKOWSK]I, et al, 1993).
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2. OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

O trabalho teve como objetivo realizar a modelagem da proteina TgHSP70 do parasito

Toxoplasma gondii por meio de programas de bioinformatica.
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3. METODOLOGIA

O presente trabalho foi realizado de acordo com os passos no fluxograma (figura 3).
Inicialmente pesquisou-se as sequéncias no banco de dados NCBI (National Center for
Biotechnology Information). Foram detectadas sequéncias da proteina das cepas RH e ME-49
(Lyons & Johnson, 1998). As sequéncias depositadas por Lyons & Johnson (1998) da cepa
RH e ME-49 apresentaram 99% de identidade entre si. A sequéncia da proteina HSP70 da
cepa ME-49 (GenBank: AAC72002.1) apresenta 7 residuos adicionais na extremidade C-
terminal em comparac¢do com cepa RH (GenBank: AAC72001.1) (Lyons & Johnson, 1998).
Como a maioria dos trabalhos do grupo de pesquisa utilizam a cepa ME-49, decidimos avaliar

a sequéncia dessa cepa.

O alinhamento das sequéncias das proteinas foi realizado no BLASTP para identificar a
porcentagem de identidade e similaridade. O programa SWISS MODEL foi utilizado para
realizar a modelagem por homologia da HSP70 da cepa ME-49. Com o modelo da proteina
pronto foi realizada uma verificacdo para compreender se o modelo apresentou parametros

adequados.

Selegao sequéncias

sequéncias

l

Alinhamento }

Analise das ’

ME-49 e RH

l

Modelagem por |

homologia utilizando a
ME-49

l

Validagao |

Verify 3D e
Procheck

Figura 3 Fluxograma da metodologia utilizada durante o trabalho.
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3.1 Banco de Dados

Inicialmente neste trabalho, sequéncias de proteinas TgHSP70 foram selecionadas a partir
do banco de dados NCBI do Centro Nacional de Informagdes sobre Biotecnologia da
Biblioteca Nacional de Medicina dos EUA. Neste banco de dados foi possivel obter
sequéncias FASTA da proteina, um cdodigo com as letras que representam os aminoacidos,
permitindo a leitura do da sequéncia dentro dos programas de alinhamento, sequenciamento e

modelagens.
3.2 BLAST

O programa Web ferramenta bésica de pesquisa de alinhamento local, BLAST, realiza
alinhamento entre sequéncias e aponta regioes de similaridades, comparando sequéncias de
proteinas, nucleotideos ou aminoacidos, com base nos bancos de dados do NCBI e traduz em
formato estatistico a identidade e similaridade das sequéncias (National Library Of Medicine

— NCBI)
3.3 SWISS MODEL

O SWISS-MODEL ¢ uma ferramenta que permite criagdo de modelos moleculares in

silico por alinhamento de homologos.

Para criar um modelo dentro deste programa, foi necessario utilizar o PDB da proteina de
interesse, neste caso foi utilizado a TgHSP70 da cepa ME-49. Ao iniciar a modelagem foi
selecionado a opg¢ao “pesquisar modelo”, na qual, é realizado uma modelagem por homologia
com a proteina selecionada, isso gera um resultado em comparagdo com outras proteinas com

alguma similaridade.

Ao executar a pesquisa de modelos, o servidor SWISS-MODEL gerou diversos modelos
moleculares diferentes, variando desde o mais similar ao menos similar em relagdo a proteina
de interesse. O critério de selegdo para o modelo a ser usado pode depender de diversos
fatores, incluindo a similaridade na sequéncia de aminoécidos, a qualidade do modelo e a
adequacdo quimica da proteina. Neste trabalho, o modelo escolhido como molde (“template™)
para a modelagem molecular foi a proteina HSP70 (PDB: 7sqc.391.A) de Chlamydomonas
reinhardtii ja que esta proteina apresentou maior similaridade na sequéncia de aminoacidos

relacionada a TgHSP70 da cepa ME-49 de T. gondii.
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3.4 Avaliagdo da qualidade do modelo da proteina

Com o modelo do PDB: 7 sqc.391.A de Chlamydomonas reinhardtii pronto, foi
necessario realizar validagdes para verificar se o modelo atdomico tridimensional (3D) era
compativel com a sua sequéncia de aminoacidos e realizar uma analise da qualidade,
utilizando a plataforma SAVES v6.0 para verificagdo em diversos parametros e saber sobre a

qualidade/validagao da proteina, sendo eles: VERIFY, PROCHECK.

4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Alinhamento das sequéncias de aminoacidos

Os resultados visualizados no quadro I mostraram um alinhamento local da proteina
HSP70 de T. gondii das cepas ME-49 e RH. Foi observado que estas cepas sdo homologas,
com 99% de similaridade e identidade, com 667 aminoacidos conservados entre 674 (Tabela
1). A similaridade ¢ equivalente a semelhanca apresentada entre as sequéncias sendo o seu
valor baseado no nimero de posigdes que se relacionam, ou seja, € a caracteristica bioquimica
similar entre as duas sequéncias, tendo sido utilizado a identidade e a conservag¢do dos
nucleotideos ou aminoacidos. A identidade é o nimero das posi¢des sem diferengas entre

duas sequéncias alinhadas (PROTASIO et al, 2020).

Dentre os aminoacidos ¢ possivel observar que as duas sequéncias alinhadas, ME-49 ¢
RH, s3o homologas com bastante similaridade, ndo ultrapassando os 99% devido as 7
“lacunas” observadas na linha dos aminodcidos 601 a 653, esses espacos acontecem por nao

possuir nada para ser pareado naquela regido,

Score Similaridade Identidade Lacunas

1365 667/674(99%) 667/674 (99%) 7/674 (1%)

Tabela 1 Tabela com dados de similaridade, identidade e Lacunas referente ao alinhamento das sequéncias ME-

49 e RH
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1: 601 VESVCTPIITKLYQAGAAAGGMPGGMGGMPGGMGGMPGGMGGMPGGMGGMPGGMGGMPGA 660

2: 601 VESVCTPIITKLYQAGAAA-—----- GGMPGGMGGMPGGMGGMPGGMGGMPGGMGGMPGA 653
T ——— kKRR KK KRR KK KRk KKKk KK Kk K K

1: 661 GMGGSGGPTVEEVD 674

2: 654 GMGGSGGPTVEEVD 667

kA hkhkkkkhkkxKhk*kx*

1: HSP70 Tg ME-49 Ly - Lyons, R.E. and Johnson,A.M
2: HSP70 Tg RH Ly - Lyons, R.E. and Johnson,A.M

Quadro I — Alinhamento sequéncias ME-49 ¢ RH de Lyons, R.E. and Johnson,A.M

4.2 Modelagem da proteina

Utilizamos o programa Swiss Model para modelagem da proteina HSP70 de 7. gondii.
Como descrito na metodologia, o programa realizou uma leitura da sequéncia FASTA e criou

um modelo a partir da homologia com outros PDBs. (WATERHOUSE et al. 2018).

A modelagem da proteina (Figura 4) foi escolhida devido a sua porcentagem de 74,47%
de identidade com a cepa ME-49 (Figura 5), e similaridade de 70% com a cepa da proteina O
alinhamento entre a sequéncia de ME-49 e do modelo 7sqc.391.A da Chlamydomonas
reinhardtii, realizada pela plataforma SWISS-MODEL se mostrou bastante conservada, e

podemos observar a modelagem criada pelo programa na (Figura 6) .
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(A) (B)

Figura 4 Modelagem in silico da proteina TgHsp70 PDB 7sqc.391.A da Chlamydomonas reinhardtii, sendo
figura A e B com 90? de diferenga

Modelo v
7sqc.291.A Proteina de chogue térmico 70A Identidade Seq
Aparelho de par central ciliar C1 isolado de 74,47%
Chlamydomaonas reinhardtii Cobertura

Figura 5 Porcentagem de identidade e similaridade da proteina HSP70 da cepa ME-49 com a sequéncia de

aminodacidos do PDB 7sqc. 391.A. da Chlamydomonas reinhardtii.
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4.3 Valida¢do da modelagem

Para validacdo da modelagem foi utilizado o programa VERIFY 3D. Essa ferramenta
avaliou a concordancia entre o modelo tridimensional (3D) e sua sequéncia de aminoacidos
unidimensionais (1D). O sistema utilizou de coordenadas atomicas da propria estrutura. Como
base, o sistema utiliza de pontuagdo baseado na combinagdo de um conjunto de vinte
aminoacidos, e definidos por trés parametros, sendo: a area do residuo que ndo esta acessivel
ao solvente, a fragdo da area da cadeia lateral que ¢ coberta por atomos polares, como
oxigénio (O) e nitrogénio (N), e a estrutura secundaria local. Finalmente, esses parametros sao
comparados com modelos de alta qualidade, resultando na atribuicdo grafica de uma
pontuacdo média 3D-1D (BOWIE; et al, 1991; LUTHY; et al, 1992; EISENBERG, et al
1997).

O programa VERIFY 3D projetou o resultado avaliativo da compatibilidade 3D-1D dos
modelos atdmicos de PDB (7sqc. 391.A da Chlamydomonas reinhardtii) referentes a proteina
HSP70 da cepa ME-49 de T. gondii como um modelo aprovado, obtendo pontuagdo média
3D-1D >=0,1 em 82,51% dos residuos do modelo (figura 6). Segundo os dados do site, acima
de 80% ¢ indicado como um modelo com compatibilidade, sendo uma estrutura bem refinada
e um modelo correto sempre apresenta valor acima de 0,1 (EISENBERG, et al, 1997), sendo
assim, o modelo proposto € bem refinado.

model_01.pdt Chain 1

[ Avereged Score [ Raw Score

15

-15

=20

I R . S - CH S S S & S, S VI S < T R R R o TN < S ol SR o SRR S . A S . S R T
T S O L L P L O - - O - ERIPCOC Y Sy A - S
VEE G T TS G EEF P TS T CS S FFEFSTEFSIIF S Fsgy &

Figura 6 Grafico de andlise de compatibilidade 3D-1D obtido utilizando o programa VERIFY 3D. O segmento
azul representa o resultado médio e os pontos verdes representam o resultado bruto da pontuagao 3D-1D.
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4.1.1 PROCHECK

O programa PROCHECK realizou calculos com pardmetros estereoquimicos e fez
uma comparagdao a modelos compativeis de alta qualidade com valores classificados como
“ideais” obtidos a partir do banco de dados Protein Data Bank . Os graficos nos mostram
quais regides podem estar mal alinhadas ou com torgdes erroneas, sendo esses dados liberados

em formato PostScript. (BERNSTEIN et al., 1977)

As avaliagdes do sistema utilizam alguns parametros nos residuos como: angulos de
torsdo phi (), psi (y), entre outros, e com esses dados ¢ criado um grafico de ramanchadran,
no qual, ilustrativamente ¢ possivel visualizar e analisar as combinagdes dos angulos de torsao
phi (¢) e psi (y) (LASKOWSKI, et al, 1993; ADOBE SYSTEMS INC.,1985; LASKOWSKI,
et al, 1996).

Ao analisar o grafico ¢ possivel compreender se os angulos de torsdo obedecem aos
limites prescritos na estereoquimica, com isto na figura 7, o modelo apresenta alta qualidade
de acordo as estatisticas plotadas e disponibilizadas pelo sistema, pois, em 606 residuos
analisados, 499 posicionados nas regides A, B, L do grafico, sdo residuos em regides mais
favorecidas, totalizando 92,6% de residuos em torg¢ao correta, sendo que o pardmetro para
esse grafico, € que o resultado, de regides favorecidas, acima de 90% atestam a qualidade dos

residuos.

Outros dados dispostos pelo grafico sdo importantes para compreensdo da qualidade
do modelo, como as regides adicionais permitidas com 37 residuos em 6,9%, as regides
generosamente permitidas com 1 residuo em 0,2 e as regides nao permitidas das estruturas
moleculares com 2 residuos em 0,4%, é possivel esses aminoacidos fora dos padrdes
esperados pelo grafico de ramanchandran, tais como: SER 387 (A); ALA 589(A), alocados

proximos as regioes: ~b, ~p, respectivamente.
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PROCHECK

Ramachandran Plot
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Plot statistics

Residues in most favoured regions [A,B,L] 499 92.6%
Residues in additional allowed regions [a,b,1,p] 37 6.9%
Residues in generously allowed regions [~a,~b,~1,~p] 1 0.2%
Residues in disallowed regions 2 0.4%
Number of non-glycine and non-proline residues 539 100.0%
Number of end-residues (excl. Gly and Pro) 2
Number of glycine residues (shown as triangles) 43
Number of proline residues 22
Total number of residues 606

Based on an analysis of 118 structures of resolution of at least 2.0 Angstroms
and R-factor no greater than 20%, a good quality model would be expected
to have over 90% in the most favoured regions.

saves_Ol.ps

Figura 7 Grafico Ramachandran realizado no PROCHECK para analises da posicdo de torsdo do PDB 7sqc.
391.A. da Chlamydomonas reinhardtii.
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5. CONCLUSAO

Diante dos resultados obtidos, concluimos que a modelagem da proteina TgHSP70 da cepa
ME-49 de T. gondii, utilizando como template o PDB 7sqc.391.A da Chlamydomonas
reinhardtii, foi bastante favoravel e promissora, mostrando uma alta qualidade estereoquimica

e uma estrutura bem modelada.
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