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APRESENTACAO

A colecéo “A Diversidade de Debates na Pesquisa em Quimica 2” é uma obra
que tem um conjunto fundamental de conhecimentos direcionados a industriais,
pesquisadores, engenheiros, técnicos, académicos e, € claro, estudantes. A colegao
abordara de forma categorizada pesquisas que transitam nos varios caminhos
da quimica de forma aplicada, inovadora, contextualizada e didatica objetivando
a divulgacgao cientifica por meio de trabalhos com diferentes funcionalidades que
compdem seus capitulos.

O objetivo central foi apresentar de forma categorizada e clara estudos
relacionados a revestimentos inteligentes — smart coatings; técnicas eletroquimicas;
modificacao de superficie; processo foto-Fenton; dessulfurizacdo adsortiva de diesel;
otimizacao de sensores; contaminantes organicos; degradacao de compostos;
nanotubos de carbono hidrofilicos; oxidagao parcial do metano; producéao de etanol;
tratamento de efluente aquoso; producao de biogas; processo oxidativo avang¢ado;
particao de ions metalicos; ensino de polimeros; reutilizacdo de 6leo industrial;
analise complexométrica de aluminio e modelagem molecular. Em todos esses
trabalhos a linha condutora foi o aspecto relacionado a caracterizacao, aplicacéo,
otimizacao de procedimentos e metodologias, entre outras abordagens importantes
na area de quimica, ensino e engenharia quimica. A diversidade de Debates na
pesquisa em Quimica tem sido um fator importante para a contribuicao em diferentes
areas.

Temas diversos e interessantes sdo, deste modo, discutidos aqui com a
proposta de fundamentar o conhecimento de académicos, mestres e todos aqueles
qgue de alguma forma se interessam pela area de quimica tecnoldgica, bacharel e
licenciatura. Possuirum material que demonstre evolugéo de diferentes metodologias,
abordagens, aplicacbes de processos, caracterizacdo com diferentes técnicas
(eletroquimica, microscopia, espectroscopia no infravermelho por transformada de
Fourier e raios-X) substanciais € muito relevante, assim como abordar temas atuais
e de interesse tanto no meio académico como social.

Portanto, esta obra é oportuna e visa fornecer uma infinidade de estudos
fundamentados nos resultados experimentais obtidos pelos diversos pesquisadores,
professores e académicos que desenvolveram seus trabalhos que aqui serao
apresentados de maneira concisa e didatica.

Jéssica Verger Nardeli
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RESUMO: Os virus séo causadores de muitas doencgas que assolaram a humanidade
como a gripe espanhola, ebola, variola e o sarampo. Dentre os diferentes grupos de
virus conhecidos estdo as arboviroses, virus transmitidos por artropodes, sendo que
no Brasil, ja foram registrados 210 tipos diferentes de arbovirus e 34 sdo considerados
patogénicos para o homem. Dentro desse grupo de virus transmitidos por artropodes,
esta o Virus Changuinola (CGLV). Esse grupo, atualmente, consiste de 12 sorotipos
registrados no Catalogo Internacional de arbovirus, sendo o Virus Irituia considerado
o sorotipo protétipo do CGLV no Brasil. Em 1966, o VCGL foi isolado do sangue de um
paciente, apresentando uma sindrome febril, na regido de Bocas Del Toro, Panama,
unico caso de doenca humana relatado por este até o presente momento. Neste
estudo nos relatamos a estrutura tridimensional da proteina VP4 do virus Changuionola
obtida por modelagem por homologia. Para construgcdo do modelo de proteina foi
utilizado o servidor SWISS MODEL.O modelo obtido foi validado através do servidor
MolProbity onde a identidade com o molde (PDB ID: 2JH8) foi de 57,1% e o gréfico
de Ramachandran mostra 91,8% dos residuos em regides estereoquimicamente
favoraveis. A literatura considera a predicdao aceitdvel quando a mesma apresenta
valores acima de 25% e 80%, respectivamente. Dessa maneira os resultados foram
satisfatorios ao predizer a conformacgéo da VP4 do CGLV desse modo gerando novas
possibilidades no entendimento do comportamento desse virus.
PALAVRAS—-CHAVE: Changuinola, Bluetongue, homologia, virus, proteina.

THE FIRST MOLECULAR MODELING BY HOMOLOGY OF THE CHANGUINOLA
VIRUS VP4 PROTEIN

ABSTRACT: Viruses are simple organisms, but they are the cause of many diseases
that have plagued mankind: the Spanish flu, Ebola virus, smallpox and measles. Among
the different known virus groups are arboviruses, viruses transmitted by arthropods, and
in Brazil, 210 different types of arbovirus have been registered and 34 are considered
pathogenic for humans. Within this group of viruses transmitted by arthropods, there
are some less known as Changuinola Virus (VCGL). This group currently consists of 12
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serotypes registered in the International Arbovirus Catalog, the Irituia Virus considered
the prototype serotype of the VCGL in Brazil. In 1966, VCGL was isolated from the
blood of a human patient, presenting a febrile syndrome in the region of Bocas Del Toro,
Panama, the only case of human disease reported by him to date. In this study, the
sequence was obtained through pyro sequencing on the GSFlex 454 platform (Irituia
serotype) for structural prediction through the SWISS MODEL server of the VCGL VP4
protein using as template the Bluetongue virus crystallographic model (PDB code:
2JH8). The obtained model was validated through the MolProbity server where the
identity with the template was 57.1% and the Ramachandran graph shows 91.8% of the
residues in stereochemically favorable regions. The literature considers the prediction
to be acceptable when it presents values above 25% and 80%, respectively. In this way
the results were satisfactory in predicting the conformation of VP4 of the VCGL thus
generating new possibilities in the understanding of the behavior of this virus.
KEYWORDS: Changuinola, bluetongue, homology, virus, protein.

11 INTRODUCAO

1.1 Caracteristicas do Arbovirus

Os virus sédo organismos simples, parasitas intracelulares obrigatorios
possuindo apenas DNA ou RNA, sendo causadores de muitas doencas que
assolaram a humanidade como, por exemplo, a gripe espanhola (causada pela
viruléncia incomum de uma estirpe do virus Influenza A.), virus ebola, Sindrome da
Imunodeficiéncia adquirida, variola e o sarampo. No estado do Par4a, as doengas mais
graves causadas por virus séo a dengue e a febre amarela, pertencentes a classe
dos arbovirus, que séo transmitidos pelo mosquito aedes aegypti. (FIGUEIREDO,
2007; UJVARI 2012).

Os arbovirus (arthropod borne virus) sao virus capazes de se multiplicar
no interior de vetores artropodes hematdfagos quando estes ingerem o sangue
de vertebrados virémicos. A maioria deles atualmente registrados encontra-
se distribuidos dentro de cinco familias: Bunyaviridae, Flaviviridae, Reoviridae,
Rhabdoviridae e Togaviridae, no entanto, nem todos os virus que fazem parte destas,
sdo necessariamente arbovirus. Esta classe apresenta uma ampla distribuicao
geografica, geralmente encontrada em areas tropicais dependendo de muitos
fatores: umidade, temperatura, altitude, diversidade de hospedeiros vertebrados
(mamiferos, aves, anfibios e répteis) e invertebrados (ex. mosquitos e carrapatos).
(FIGUEIREDO 2007; de Andrade et al, 2016; Silva, 2013).

O Brasil possui uma grande extensao terrestre, predominante em uma area com
regides tropicais e extensas florestas na Regido Amazoénica, além das regides de
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cerrado, pantano e caatinga no nordeste. Amaior parte do pais tem um clima tropical,
sendo favoravel para a existéncia de vetores. Além disso, outros fatores também
levam a ampliagdo da transmisséo das arboviroses; rapidas mudancas climaticas,
desmatamento, aumento da migracdo populacional, ocupacéo desorganizada das
areas urbanas e condicOes sanitarias desfavoraveis. (Figueiredo 2000;Lopes et al
2014)

1.2 A familia Reoviridae

Afamilia Reoviridae é uma das mais complexas dentro das suas caracteristicas
biol6gicas e moleculares, com representantes que podem infectar mamiferos, aves,
repteis, anfibios, peixes, invertebrados e plantas. Esta familia € composta por 11
géneros dos quais somente cinco atingem vertebrados (Orthoreovirus, Orbivirus,
Rotavirus, Coltivirus e Aquareovirus). Destes apenas os Orbivirus e Rotavirus
ocasionam infec¢cbes e pela gravidade dos sinais clinicos, sao considerados
importantes em mamiferos (Flores 2007; Silva 2013).

1.3 O género Orbivirus

Os orbivirus constituem um dos géneros da familia Reoviridae. Esse género
infecta uma variedade de ruminantes domésticos e selvagens, equideos, roedores,
morcegos, primatas, marsupiais e aves. Além disso, sao transmitidos primariamente
por vetores artropodes como mosquitos, culicoides, flebotomineos e carrapatos, no
entanto a infeccdo nestas espécies nao apresenta efeitos destrutivos evidentes.
(Flores 2007)

Os orbivirus apresentam maior importadncia na medicina veterinaria do que
médica, visto que as infeccdes sao mais presentes em mamiferos herbivoros (gado
bovino, equinos e ovinos) encontrados na Africa, Australia, e na América Central e
do Sul.

Segundo Mario (2013) as perdas mundiais econdmicas devido as infeccoes
por este género ndo foram expressas em numeros exatos, mas a estimativa
€ de trés bilhdes de dblares por ano nos Estados Unidos. As perdas sao tanto
diretas (6bitos, abortamento, perda de peso, producao de leite reduzida e queda
na eficiéncia da producéo de carne) quanto, o mais importante, indiretas, como
resultado das restricbes a exportacdo de animais vivos, sémen e hemoderivados.
Este fato implica em uma importancia comercial, pois as doencgas causadas por
esses virus como a doenca da lingua azul provocam uma queda na producéo por
afetarem o desenvolvimento desses animais, podendo leva-los a morte.

A tabela 1 mostra alguns virus e suas respectivas doengas causadas
(Maclachlan & Guthrie, 2010). Esse género também apresenta infec¢gées humanas
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que foram relatadas por serem transmitidas por carrapatos, estes virus sdo da

espécie Changuinola, Great Island, Corriparta, Lebombo e Orungo. (Tabela 1).
O Bluetongue virus BTV € o mais estudado em termos de aspectos estruturais,

funcionais e genéticos sendo considerado o protétipo do género Orbivirus. (Attoui

et al., 2005).
VIRUS SIGLA DOENCA CAUSADA
African horse sickness virus AHSV Peste equina africana
Bluetongue virus BTV Doenca da lingua azul
Peruvian horse sickness virus PHSV Virus Peruano da doenca do
cavalo
Epizootic hemorrhagic disease EHDV Doenca hemorragica
virus epizodtica
Equine encephalosis virus EEV Encetfalose equina
Corriparta virus CORV
Changuinola virus CGLV
Lebombo virus. LEBV
Orungo virus ORUV

Tabela 1 - Espécies virais registradas no ICTV (Comité internacional de taxonomia dos virus)
pertencentes ao género Orbivirus, com suas respectivas siglas para facilitar a identificagéo e os
nomes das doencas causadas.

Fonte: Comité internacional de taxonomia dos virus. 2012

O BTV e o CGV pertencem ao mesmo grupo, por isso apresentam semelhancas
na composicao do seu genoma. O BTV possui sete proteinas estruturais (VP1,
VP2, VP3, VP4, VP5, VP6 e VP7) organizadas em camadas do capsideo, como
esta disposto na figura 1. AVP1, VP3, VP4 e VP6, se encontram na camada interna
ou nucleo e a VP2, VP5 e VP7 estao distribuidas nas outras camadas (Capriles,
2014)

As VP1, VP4 e VP6, sao responsaveis pela replicacdo do genoma viral, sendo
VP7 a mais presente que constitui 0 nucleo, e possui os principais determinantes
antigénicos especificos do grupo. Além de fazer parte do ndcleo, ela se encontra
exposta em algumas regides da superficie viral sendo capaz de estimular a producéao
de anticorpos. Localizadas no interior do subnucleo, as proteinas VP1, VP4 e VP6
estdo presentes em pequenas quantidades. ( Capriles, 2014; Silva 2013)

A VP1 é a proteina com maior massa do BTV e, com base em sua massa,

localizac&o, concentragc&o molar no nucleo e sequéncia de aminoacidos, acreditas-se
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que seja a RNA polimerase viral. Essa proteina seria a responsavel pela transcricéo
e replicacdo do genoma durante a replicacao viral nas células hospedeiras. (Flores
2007; Maclachlan & Guthrie, 2010; Zhang et,. al., 2010).

Figura 1: llustragcéo esquematica da estrutura de uma particula viral indicando os elementos
constituintes.

Fonte: Adaptado de Roy 2001.

1.4 O Virus Changuinola (CGLV)

O Virus prototipo do grupo Changuinola, foi isolado pela primeira vez em 1960
no Panama através de um mosquito da espécie Lutzomyia, logo apdés em 1961, na
Bacia Amazdbnica um agente antigénico relacionado, o Virus Irituia, foi recuperado
de um roedor da espécie Oryzomys Goeldi. Em 1966 o CGLV foi isolado do sangue
do unico paciente humano (apresentando sindrome febril) registrado até momento.
Este caso foi relatado durante um levantamento feito na cidade de Almirante, regido
Bocas Del Toro, Panama. (Silva, 2013).

O grupo Changuinola possui 12 sorotipos registrados no Catalogo Internacional
de Arboviroses (CIA), sendo que destes, 11 foram isolados no Brasil, além do CGLV
isolado no Panama. Além destes reconhecidos pelo CIA, mais 48 sorotipos ligados
ao CGLV foram identificados na Amazénia Brasileira. Por apresentar apenas um
caso em um paciente humano, é desconhecida a existéncia de agentes causadores
de infeccdo em humanos, ou em outros vertebrados, por isso pouco se sabe seu
papel biolégico na histéria natural até o presente momento. (Travassos da Rosa,
1985).

Os estudos que existem sobre o CGLV se limitam a identificacéo sorologica
deste virus, e os trabalhos no a&mbito da biologia molecular sdo poucos, baseando-
se apenas no estudo da proteina VP1 que se encontra abundante no nucleo.( Silva
2013; Travassos da Rosa, 1985)
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Como a proteina VP4 do CGLV né&o apresenta dados estruturais no PDB, sera
realizada a predi¢cédo da sua estrutura tridimensional por homologia, comparando a
sequéncia aminoacidica obtida experimentalmente através de piro sequenciamento
da plataforma 454 GSFlex (sorotipo Irituia), com a proteina do BTV. Os dados
estruturais da VP4 obtidos nesta pesquisa serao utilizados nos estudos do mecanismo
biol6gico, da replicacdo e das infec¢cbes causadas pelo mesmo, possibilitando o
desenvolvimento de possiveis vacinas para a profilaxia desse virus. (SILVA, 2013)

Desta forma, o estudo sobre a estrutura da proteina VP4 do Changuinola Virus
almejada neste trabalho servird como base para o estudo molecular e biolégico no
comportamento deste virus, além de contribuir na compreensao deste agente na
saude animal e humana.

2| METODOLOGIA

2.1 Modelagem comparativa ou por homologia.

E a ferramenta mais utilizada para a predicdo de estruturas tridimensionais
através de moldes (estruturas primarias) obtidas experimentalmente. A qualidade
da estrutura elaborada nesse processo dependera do grau de homogeneidade das
sequencias entre a proteina com estrutura ja definida, (proteina-molde) e a proteina
a qual se deseja modelar (proteina-alvo) (WERNER, 2012).

Para conhecer o papel biolégico desempenhado pela proteina é necessario que
se conheca as suas estruturas, pois sabe-se que elas estao profundamente ligadas,
entdo este método é empregado para a determinagao estrutural de sequéncias, a
partir de uma ancestral em comum devido a similaridade proteica. (HILLISCH et al.,
2004).

2.1.1 A obtencéo da sequéncia

Utilizou-se a sequéncia fasta indicada na figura 2, adquirida experimentalmente
a partir do Irituia (Sendo gentilmente fornecida para o trabalho pelo Dr. Sandro
Patroca da Silva, Pesquisador do Instituto Evandro Chagas) como proteina alvo,
para ser modelada através de uma proteina primaria que sera identificada pelo
servidor PDB. (DE SOUZA, 2008; WERNER, 2012).
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PEPHAVIYLTNELVOVILHAFLPKWRLTGAETLNDLWLONGLYHYDVYAY
GEISRWSYRQLRGHGFIFVSTRKRIKLADGEVEVDILLKSTFTHGTTKQL
ETEIGRRRLRLEKGFGDILREKYAFMVSKVLNGSEAETLNDADYKIHRVCG
LPAKPPVYGDGCEISYRRDGGTDEKLVSMLDYMIYSANEIHYVGCGDLRT
LLKFEKERSEKREFNQVEWHVYDKIVKYTIDLPNVRIHNHFVYKASDIMENVD
VSKKRERLLIWDVSTDRTIAHTNLEWDAHRGREDRLGEVIATELEGMEALA
LIKHRIPTNIESYRCVTSHLIPQPGAPHDMFELRNVIRLSGE . ...

Figura 2: sequéncia Fasta obtida experimentalmente através de piro sequenciamento da
plataforma 454 GSFlex do sorotipo Irituia.

2.1.2 Alinhamento de sequéncias e a identificacdo da estrutura primaria

homdloga.

O alinhamento é um processo fundamental na busca por modelos homélogos,
pois nele, estipula-se a correspondéncia dos residuos entre a sequéncia molde
e a alvo. Nesta etapa executou-se o alinhamento unidimensional nos servidores
(Protein Data Bank (PDB), Swiss Model) para sobrepor sequencias aminoacidica
com a finalidade de encontrar os moldes similares (OLIVEIRA, 2002; Altschul et al,
1990).

Nesta estudo foi adotado o alinhamento global, este é realizado entre duas ou
mais sequencias de aminoacidos, feita por inteiro de uma ponta a outra do ramo,
com objetivo de encontrar regides mais conservadas das sequencias homoélogas
que apresentam um alto grau de similaridade em todo seu comprimento. (MUNIZ,
2003).

Sendo assim o servidor PDB encontrou a proteina VP4 do virus Bluetongue
(BTV) depositada sob o codigo 2JH8 obtida pelo método de difracao de raios-X,
como sendo a mais homoéloga com 57,10% de similaridade.

2.1.3 Construgdo do modelo

Na construcdo da proteina-problema, o servidor usa o molde mais similar
para produzir uma estrutura de melhor qualidade, ou seja, quanto maior o grau de
identidade e similaridade, melhor é a predicao estrutural. Neste trabalho foi utilizado
o servidor SWISS-MODEL para realizar a construgéo, pois ele apresenta um bom
conjunto de ferramentas que podem ser utilizados neste trabalho (WERNER 2010)

O SWISS MODEL (SM) é um servidor automatizado que procura em multiplos
bancos de dados, moldes que podem ser utilizados, além de possuir a funcao de
construir os modelos similares utilizando o método de corpos rigidos (GIBAS e
JAMBECK, 2001; GUEX & PEITSCH, 1997).

A partir da identificacdo do molde mais similar, o servidor construiu 0 modelo
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alvo, a partir do que foi identificado como mais similar, no caso o 2JH8 com 57.10%
de similaridade entre os residuos.

2.1.4 Validacdo do modelo

Aqualidade de um modelo € determinada por um conjunto de fatores energéticos
e funcionais, tais como qualidade estereoquimica, nivel do empacotamento de
residuos e confiabilidade do enovelamento. (SILVA & SILVA, 2007).

Dentre as andlises as seguintes foram recomendadas:

Qualidade estereoquimica: Verificar os aspectos tridimensionais das molé-
culas e examinar a estabilidade conformacional das mesmas, a fim de ana-
lisar regides de tensdo angular e torcional, e quiralidades. Neste contexto €
utilizado o grafico de Ramachandran para identificar a correlagéo entre os
angulos da proteina além de orientar a avaliagcdo da qualidade para modelos
tedricos e experimentais de proteinas, definindo os residuos que se encon-
tram nas regides energeticamente favoraveis, desfavoraveis e permitidas,
possibilitando uma melhora no modelo final. (Laskowski et al, 1993). Exem-
plos de programas que sao utilizados incluem-se Procheck e o Molprobity.

+ Analises Energéticas: Sao métodos baseados em minimizacao de fungdes
de energia. E considerada a relacéo entre a estrutura 1D-3D, atentando-se
a capacidade de cada aminoacido estar em um tipo de estrutura secundaria,
ou seja, a probabilidade de dois residuos estarem em contato e até mesmo
o tipo de fungdo que a proteina desempenha. Alguns programas bastan-
te usados para estas analises incluem Verify3D, QMEAN, GMQE, PROVE
e PRoQ. (HOLTJE, et al., 2003; SILVA & SILVA, 2007; Melo e Feytmans,
1997).

Dentre os softwares citados, os usados neste trabalho estdo o MOLPROBITY,
VERIFY3D, QMEAN e GQME.

O MOLPROBITY avalia parametros estereoquimicos de devido interesse
como, cadeias laterais e os angulos de tor¢do da cadeia principal, gerando o grafico
de Ramachandran (RAMACHANDRAN & SASISEKHARAN, 1968 ;Laskowski et al,
2005).

O VERIFY3D determina os ambientes quimicos de cada residuo do modelo
e atribui “scores” com referéncia a uma matriz construida a partir de uma anéalise
estatistica envolvendo estruturas proteicas do PDB. Nessa matriz estédo inclusas
trés propriedades que cada aminoacido apresenta dentro de 18 ambientes quimicos
diferentes. Este software detecta regides de baixa qualidade. A soma dos scores
obtidos € comparada a um valor ideal esperado, sendo assim o resultado deve ser
maior que 45 %, que é a faixa encontrada para estruturas de boa qualidade (LUTHY,
et al., 1992; Laskowski et al, 2005).

O GMQE (Global Model Quality Estimation) (programa do servidor SM) é a

pontuacao resultante expressa como um valor adimensional entre 0 e 1, refletindo
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a precisdao do modelo construido, valores mais altos indicam maior confiabilidade
(Waterhouse et al, 2018). O QMEAN (programa do servidor SM) e o QVIEANscore6
sao estimadores compostos baseado em propriedades geométricas e fornece
estimativas de qualidade, para toda a estrutura ou por residuo com base no
molde, Pontuag¢des (valores adimensionais) de -4.0 ou abaixo sdo uma indicagao
de modelos com baixa qualidade. (Benkert et al, 2011)

31 RESULTADOS E DISCUSSOES

3.1 Alinhamento e construcao do modelo

Logo ap6s a identificacédo da sequéncia alvo, esta foi submetida ao servidor
PDB, com a finalidade de encontrar o molde mais similar, no qual foi usado como
base na constru¢do do modelo alvo. Servidor supracitado forneceu a proteina VP4
do Bluetongue virus depositado sob o cddigo 2JH8, contendo a maior porcentagem
de identidade, com 56.5%. A figura 3 mostra imagem tridimensional da proteina
molde.

Figura 3: llustragé@o da estrutura tridimensional da proteina 2JH8.

Fonte: Imagem produzida pelo programa chimera 1.12 a partir do arquivo pdb. da proteina 2JH8.

Antecipando o processo de constru¢cdo do modelo, utilizamos o SM, para
também procurar moldes homélogos a partir da sequéncia alvo. O servidor nos
apontou o0 mesmo molde encontrado no PDB, com 56,5% de identidade entre os
residuos, sendo que para modelos de boa qualidade consideram-se valores acima
de 25%. Antes da localizacao da estrutura priméria, o programa automaticamente
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realiza o alinhamento unidimensional entre a sequéncia alvo e o molde a fim de
encontrar a porcentagem de similaridade residual. A Figura 4 tirada da pagina do
SWISS MODEL apresenta o alinhamento aminoacidico. (PACHECO 2009).
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Figura 4: - Alinhamento unidimensional das sequencias aminoacidicas.
Fonte: www.expasy.org/swissmod/SWISS-MODEL.html

Neste alinhamento, foi submetido no servidor o arquivo da proteina 2JH8 no
formato pdb.,. Desta forma o SWISS MODEL, calcula o alinhamento entre o alvo
(target) e 0o molde carregado no programa (template_upload), fornecendo o grau de
similaridade, sendo este 57.10%.

Assim que o servidor em questao localizou o molde, iniciou-se a produg¢ao do
modelo alvo por homologia. A figura 5 elucida o modelo tridimensional construido
a partir do homologo. A figura 6 mostra o alinhamento tridimensional realizado
no programa chimera 1.12 entre o molde e o modelo construido mostrando a

similaridade estrutural entre elas.
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Figura 5: llustrac&o da estrutura tridimensional do modelo alvo.

Fonte: Imagem produzida pelo programa chimera 1.12 a partir do arquivo pdb da proteina alvo do CGLV

Figura 6: Alinhamento tridimensional entre o0 molde 2jh8 e 0 modelo do CGLV elucidado. ]
Molde 2jh8 ] Modelo construido

Fonte: Imagem produzida pelo programa chimera 1.12

3.2 Validacao do modelo

O GMQE expressa a pontuacdo de estimativa global da estrutura, avaliada
entre 0 para modelos ndo validos e 1 para modelos excelentes, o valor obtido no
servidor foi de 0,77. A literatura considera o modelo de boa qualidade. O QMEAN
apresentado é -2,75, sendo considerado valido acima de - 4,0. A figura 7 mostra a

estimativa de qualidade local, ou seja, por residuo.
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Estimativa de Qualidade Local
Local Quality Estimate

Predicted Local Similarity to Target
Predicao da similaridade por residuo para o modelo

o

100 200 300 400 500 600 700

Nimero do residuo

FIGURA 7: Estimativa de Qualidade local. Numero do residuo X Predigéo da similaridade por
residuo para o modelo.

entre 0 molde e o modelo de 0 a 1 (se multiplicado por 100, nos informa o
valor em porcentagem de 0% a 100%), ou seja, quanto mais se distancia da de y0
(origem do eixo y) melhor é a qualidade residual. A média dos valores da predi¢cao
por residuo é igual a 0.77 que corrobora com o GMQE. A figura 8 indica a pontuacéo
local do QMEAN, indicando valores proximos de 1 na maioria dos residuos. O
servidor MOLPROBITY gerou o grafico de Ramachandran (figura 9), indicando
que 91,8% dos residuos da estrutura alvo, localizam-se em zonas energicamente
favoraveis, e 98,3% em zonas permitidas. Para o molde, os valores foram de 74,5%
e 97.3% para zonas energicamente favoraveis e zonas permitidas respectivamente.
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FIGURA 8: Indica valores de QMEAN por aminoacido. Regides de cores em azul escuro
mostram zonas com baixa energia, e regides em tons vermelhos e laranja, sdo de alta energia
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FIGURA 9: Grafico de Ramachandran. (A) modelo construido. (B) molde 2JH8

O servidor VERIFY3D determina a compatibilidade de um modelo atémico
(83D) com sua propria sequéncia de aminoacidos (1D), atribuindo uma classe
estrutural baseada em sua localizacdo e ambiente (alfa, beta, loop, polar, ndo polar
etc) e comparando os resultados a boas estruturas. Simulando ambientes quimicos
diversos, o servidor aponta valores adimensionais para cada aminoacido de acordo
com a sua localizagao, utilizando como resultado a média destes. Adotando um valor
médio fixo de 0,2 o servidor considera que no minimo 45% dos residuos devem ter
a pontuacao média de 0,2.

Submetendo os arquivos pdb. das proteinas 2JH8 e do CGLV no Verify3D, o
servidor informou que 59% dos residuos do molde 2JH8 (BTV) e 84,51% do modelo
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(CGLV) ,

tiveram a pontuagdo acima da média. A figura 10 indicam as pontuagdes

individuais e quantidade dos residuos que estao acima ou abaixo do valor de 0,2.

Na tabela 2 estdo dispostos todos os
modelagem molecular por homologia; Identidade, Similaridade, GMQE, QMEAN,

RAMACHANDRAN e VERIFY 3D.

resultados do processo de

Verify3D: modelo construido.pdb
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FIGURA 10: Grafico de pontuagdes individuais por residuo. (A) modelo construido. (B) molde

2JH8.
2JH8 |  MODELO
Identidade 55,25%
Similaridade 57.10%
GMQE - 0,77
QMEAN - -2,75
RAMACHANDRAN
Reg. favoraveis 74,5% 91,8%
Reg. permitidas 93,7% 98,3%
VERIFY 3D 59% 84,51%

TABELA 2: Valores obtidos no processo de modelagem molecular do molde 2JH8 e do Modelo
elucidado: identidade, similaridade, GMQE, QMEAN. Ramachandran; regides favoraveis e
permitidas, Verify 3d.
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41 CONCLUSAO

O modelo tridimensional das proteinas VP4 do virus Changuinola foi construido
a partir da proteina VP4 do Virus Bluetongue, sendo esta identificada como molde
nos servidores PDB e SM, a partir da sequéncia de aminoacidos obtida de forma
experimental. Foram encontrados os valores de 54% e 56,5% de identidades e
realizada a média para diminuir o erro entre eles, o valor calculado foi de 55,25%%,
valor acima do que a literatura prediz, pois devem ser considerados valores
maiores de 25% para os modelos aceitaveis. Os valores de GMQE e QMEAN foram
consideravelmente acima do minimo exigido.

Os gréficos de estimativa por residuo (figuras 7 e 8) indicam que grande
parte dos aminoacidos possuem valores proximos a 1.

No processo de validacao foram identificados que 91,8% dos residuos
encontra-se em regides energicamente favoraveis, sendo que acima de 90% o
resultado é satisfatorio, mesmo que o molde se encontra abaixo do valor esperado,
a modelagem é considerada valida.

Na verificacdo da qualidade tridimensional do modelo, o grafico gerado
pelo VERIFY3D indicou que 84,51% dos residuos apresentam valores médios na
sua pontuacao de 0,2. A estrutura primaria ( 2JH8 ) indicou 59%, notavelmente
abaixo. Apesar disto o valor para a estrutura alvo verificou-se acima de 45%, que é
considerado para modelos de boa qualidade.

Desta forma foi possivel predizer com confiabilidade o modelo estrutural
da proteina VP4 do Virus Changuinola e assim, melhor compreender a estrutura
proteica BTV. Dessa maneira gerando novas possibilidades de estudos futuros a
nivel de dindmica molecular para ambos os virus. Contribuindo para o melhoramento

da saude humana e animal.
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