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APRESENTACAO

A bioinformatica € um campo interdisciplinar, que busca analisar, interpretar
e processar dados biolodgicos, com foco na aplicacdo de técnicas computacionais
intensivas, tais como: métodos computacionais, teoria de grafos, inteligéncia artificial,
algoritmos matematicos, reconhecimento de padrdes, mineracao de dados, algoritmos
de aprendizado de maquina, processamento de imagens e simulagdo computacional.
Como um campo interdisciplinar, a bioinformatica combina diversas areas do
conhecimento, como: engenharia, matematica, fisica, quimica, estatistica, ciéncia da
computacéao e biologia, entre outras.

A coletanea “Introduction to bioinformatics” € um livro composto por 6 capitulos
gue abordam assuntos atuais, tais como: o adenocarcinoma gastrico que é uma
malignidade com elevada incidéncia e mortalidade no mundo; o virus zika (VZIK) que
€ um Arbovirus que pertence a familia Flaviviridae; As H + -ATPases que s&o proteinas
integrais da membrana plasmatica que tém a capacidade de utilizar a energia quimica
da hidrélise de ATP para expulsar os prétons para o ambiente extracelular, atuando
na manutencdo da homeostase idnica e transporte de solutos; o virus da familia
Geminiviridae que tem sido intensamente estudado devido a gravidade das doencas
causadas em varias culturas importantes como: feijao, algodao, milho, tomate e
mandioca.

Espero que os capitulos deste livro possam contribuir efetivamente na
disseminagdo dos conhecimentos relevantes da bioinformatica, proporcionando uma
visdo ampla sobre este campo de conhecimento.

Assim, desejo a todos uma excelente leitura.

Ernane Rosa Martins
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RESUMO: O Virus Zika (VZIK) € um arbovirus
pertencente a familia Flaviviridae, género
flavivirus e necessita de vetores artropodes
do género Aedes (Ae.aegypti e Ae.albopictus)
para manter seu ciclo de replicagdo viral.
Possui RNA de fita simples com polaridade
positiva com informagdes para codificacdo de
proteinas estruturais e nao estruturais. O VZIK
vem se destacando a partir de epidemias nas
Américas e, principalmente, pela capacidade
em causar agravos neuroldgicos severos como
a microcefalia em criangas recém-nascidas e
sindrome de Guillian-Barré em adultos. Além
disso, foi relatada a infertiidade em homens
infectados com o virus, o que evidencia o
tropismo por diferentes 6rgdos. Portanto, tentar
elucidar a relacao virus-hospedeiro através de
RNAs longos n&o-codificantes de proteinas
(IncRNAs) a partir de transcriptoma dos animais
infectados utilizando RNA-seq, € de suma
importéncia para o meio académico cientifico,
uma vez que esses RNAs sao reguladores
da expressao génica e estdo intimamente
relacionados a processos fisioldgicos celulares
importantes, como apoptose e proliferacéo
celular.
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PALAVRAS-CHAVE: ZIKA, LNCRNAS, TRANSCRIPTOMA

11 INTRODUCAO

O Virus Zika (VZIK) teve seu isolamento na Africa 1947, em Uganda na floresta
de Zika, originando o nome dado a esse arbovirus. O isolamento do VZIK foi a partir de
amostras coletadas de macaco do género Rhesus que servia de estudo para o Virus
da Febre Amarela (VFA) na regiéo.

O VZIK possui genoma completo de aproximadamente 10.5 a 11kb de tamanho,
formado por RNA de fita simples com polaridade positiva, responsavel por conter
informacao para codificagdo de proteinas estruturais e ndo-estruturais sendo essas
ultimas responsaveis principalmente pela evasdo contra a resposta imune do
hospedeiro.

Pertencente a familia Flaviviridae e género flavivirus, assim como outros arbovirus
importantes para a saude publica mundial como o Virus Dengue (VDEN) e VFA, o VZIK
necessita de vetores artropodes do género Aedes para manter seu ciclo de replicacéo,
sendo Ae.aegypti e Ae.albopictus seus principais vetores, podendo infectar células
animais hospedeiras e ocasionar uma gama de doeng¢as em humanos.

O termo arbovirus provém do inglés arthropod-borne que foi designado em 1962,
para descrever os arbovirus que infectam animais vertebrados a partir de vetores
artropodes hematofagos. As principais regides que concentram uma grande variedade
de vetores artropodes sdo as de climas temperadas e tropicais, possibilitando um
ambiente propicio para reproducdo desses vetores e causando sua disseminagao no
mundo.

2 | FAMILIA FLAVIVIRIDAE E GENERO FLAVIVIRUS

A familia Flaviviridae e género flavivirus contém a maioria dos arbovirus que
causam problemas de saude publica e social em todo o0 mundo, chamando atencéao
da Organizacdo da Mundial da Saude (OMS) para tomar medidas preventivas contra
epidemias. Essa classe de familia e género é formada por virus que possuem RNA
de fita simples com polaridade positiva, chamando atenc¢do para outros arbovirus que
além do VZIK, sdo capazes de ocasionar agravos neurolégicos como o Virus West
Nile (VWN) e Virus da Encefalite Japonesa (VEJ).

O género Flavivirus possui dois agrupamentos importantes, sendo os virus
transmitidos por carrapatos e os virus transmitidos por mosquitos. A diversidade de
vetores artropodes de acordo com as caracteristicas das doencas por eles provocadas
e ampla distribuicdo geografica, sdo fatores importantes para considerar que ha
necessidade de medidas preventivas uma vez que inumeras populacbées mundiais
residem em areas endémicas.

Introduction to Bioinformatics Capitulo 1




O material genético é lido no sentido 5’ e 3’, possuindo regides que ndo sao
traduzidas (RNT) de aproximadamente 100 a 500 nucleotideos. Seu genoma pode
variar de 10.5kb a 11kb formando proteinas nao-estruturais que auxiliam no processo
de replicacao e proteinas estruturais, importantes nas estratégias virais de infecgao.
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FIGURA 1: Genoma completo de flavivirus, demonstrando a codificagdo de genes relacionados
a morfologia viral e 0os genes ndo-estruturais que estdo responsaveis por auxiliar o processo de
replicacéo e evasao imunoldgica da célula hospedeira.

FONTE: Adaptado de SHI and GAO, 2017.

3 | DINAMICA DE TRANSMISSAO DO ViRUS ZIKA

Para que ocorra a transmissdao do VZIK para seres humanos, ocorre
primeiramente o ciclo silvestre e posterior urbano, através das picadas de mosquitos
fémeas infectadas com o virus, sendo Aedes aegyptie Aedes albopictus, os principais
vetores, assemelhando-se a forma de transmissdo dos VDEN e Virus Chikungunya.
Os mosquitos do género Aedes estao confinados nas regides tropicais e subtropicais,
limitando assim o potencial de transmissao do VZIK.

M it
(S::f\:'-:STRE (L0 peont
Ae. albopictus
URBANO ’ Transmissao sexual,
/ \ \ transfusao de sangue
evertical,

Mosquitos
Ae. africanus

Ae.furcifer-taylori
Ae. dalzielf

Sources: CDC, PLOS, Reuters Credits: David Foster, Laurie Garrett, Doug Halsey, Gabriella Meltzer
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FIGURA 2: Ciclos silvestre e urbano de transmissao do Virus Zika.
FONTE: Adaptado de CDC, PLOS, Reuters

No entanto, estudos demonstraram transmissao perinatal e potencial risco para
a transmissao por transfusdo sanguinea. Aliado a isso, a transmissao sexual do VZIK
foi sugerida por Faye e colaboradores (2011) e posteriormente o virus foi detectado
em amostras de sémen e urina de um paciente com o quadro de hematospermia que
havia apresentado sintomas da infecgcao duas semanas antes da coleta.

A presenca de VZIK na urina, em titulos mais elevados por um periodo mais
longo que em amostras de soro, sugere sua adequagao como amostra para deteccéo
viral e diagnéstico da infecédo, sobretudo, depois de intervalos maiores ap0s o inicio
dos sintomas (entre 10 ou mais de 20 dias).

41 MANIFESTACOES CLINICAS

As manifestacdes clinicas resultantes da infec¢do pelo VZIK, estéo relacionadas
com um grande numero de pacientes assintomaticos, aproximadamente 80%, tendo
como contrates as manifestacdes sintomaticas intimamente relacionadas com outras
infeccdes causadas por flavivirus, como VDEN e VCHIK. O VZIK é incubado por cerca
de 12 dias, os pacientes sintomaticos apresentam febre, erupcédo cultdnea mialgia,
artralgia, conjuntivite, disturbios gastrointestinais e dor de cabeca.

A apresentacéo clinica da infec¢ao por VZIK geralmente n&o é especifica e pode
ser confundida com outras arboviroses, mais comumente DENV e CHIKV. Em outubro
de 2015, casos de microcefalia comecaram a ser investigados no nordeste do Brasil
para verificar a hipbtese de uma associacao com o VZIK.

A microcefalia geralmente resulta do desenvolvimento anormal do cérebro. Suas
consequéncias a longo prazo dependem das anomalias fundamentais do cérebro
e podem variar de atrasos leves no desenvolvimento a déficit intelectual e motor,
como paralisia cerebral. Além das infeccbes congénitas, a mesma pode resultar
de anormalidades cromossémicas, exposicao a drogas, alcool ou outras toxinas
ambientais, fusdao prematura dos ossos do cranio (craniossinostose) e determinados
distarbios metabdlicos.

51 EPIDEMIOLOGIA DO VIRUS ZIKA

A distribuicdo geografica dos arbovirus se estende pelos continentes e por todas
as regioes, em especial nas regides tropicais, devido as condi¢des favoraveis. Apesar
de hospedeiros e vetores existirem durante todo o ano, o ciclo de transmissao é
interrompido em paises de clima temperado na estacao de inverno.

O virus pode ser rapidamente disseminado, uma vez que uma Unica fémea
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de Aedes aegypti pode infectar varios hospedeiros por meio de suas alimentacdes
curtas (CONSOLI & OLIVEIRA, 1998). No inicio do ano de 2015, métodos moleculares
confirmaram a circulagdo do VZIK na Bahia (CAMPOS; BANDEIRA; SARDI, 2015)
e em Sao Paulo, logo em seguida, nos estados do Rio Grande do Norte , Alagoas,
Maranh&o, Para e Rio de Janeiro.

Aliado a isso, durante o surto da infeccdo pelo VZIK reportado recentemente
no nordeste do Brasil no inicio do ano de 2015, as autoridades em saude publica
receberam relatos de médicos a cerca de um aumento no numero de recém-nascidos
com microcefalia. Logo em seguida, o Ministério da Saude do Brasil (MS) confirmou
um crescimento na prevaléncia de nascimentos com microcefalia no nordeste do pais,
comparado as estimativas registradas anteriormente (cerca de 0,5/10.000 nascidos
vivos), que sdo baseadas na revisao das certidées de nascimento e incluem as
descricbes das maiores anomalias congénitas. Desde entdo, o MS estabeleceu um
registro de microcefalia no Brasil, e em novembro de 2015, divulgou 0 aumento no
numero de casos de microcefalia.

Com frequéncia, as infec¢cdes por VZIK se tornaram uma realidade, com
consequéncias inimaginaveis para uma infec¢cao causada por arbovirus. Embora a
ocorréncia de microcefalia e sindrome de Guillain-Barré seja atribuida ao VZIK, ainda
ha muito a ser investigado. Em 1° de fevereiro de 2016, a OMS declarou agrupamento
de microcefalia e VZIK, principalmente observado nas regides brasileiras, como
“Emergéncia de Saude Publica de Interesse Internacional” (PHEIC), isto € indicativo
da extensdo da emergéncia global.

6 | RNAs LONGOS NAO-CODIFICANTES (IncRNAS)

Os IncRNAs sdo RNAs com 200 nucleotideos ou mais que sdo sintetizados
abundantemente por diversos tipos celulares. Apesar do conhecimento voltado aos
IncBRNAs ainda ser modico, é elucidado que eles sdo encarregados de promover a
regulacao celular, como desenvolvimento, diferenciacdo e metabolismo.

As alteracOes fisiopatologicas ocasionadas pela infecgdo viral nas células do
hospedeiro, estéo relacionadas com a expressao diferencial de RNAs ndo-codificantes
de proteinas responsaveis pela regulacao génica celular, como os IncRNAs (long non-
coding RNAS).

Embora a patogénese do VZIK hoje seja bem elucidada, muitos estudos ainda
s80 necessarios para uma compreensao de forma mais completa de como ocorre
a interacado virus-hospedeiro. Diante disso, uma vasta area de transcritos sao alvos
importantes para ajudar a compreender tal interagéo, uma vez que o virus utiliza de
vias diferenciadas que estéao relacionadas com importantes mecanismos fisioldgicos
celulares - afim de evadir da resposta imune e manter seu ciclo de replicagao - sendo
ativadas a partir da regulacéo génica através de seus mediadores, como os IncRNAs
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7 | MATERIAL E METODOS

7.1 Preparacao da biblioteca e sequenciamento de RNA

As bibliotecas de RNA-seq foram preparadas de acordo com o protocolo sugerido
pelo guia de preparacdo de amostras TruSeq da lllumina. Resumidamente, 3 a 5
Mg de RNA total foram usados para o sequenciamento. O RNA restante foi usado
para a construcdo de ambas as cadeias de cDNA. A biblioteca foi entdo sequenciada
utilizando protocolos e reagentes padrao da lllumina em instrumentagéao NextSeq 550
(Hlumina). Os arquivos Fastq foram gerados pelo software CASAVA 1.8 offline. Analise
de controle de qualidade adicional foi realizada usando FastQC (Ref). A qualidade
média da sequéncia por base para todas as amostras foi superior a 32.

7.2 Analise dos dados

As leituras foram alinhadas ao genoma de referéncia do Mesocricetos auratos
disponivel no NCBI usando o programa Tophat (Ref) com os seguintes parametros “-G
mesocricetos.gtf -1 2000 -i 40 --no-coverage-search UCSC/sacCer3/Bowtie2Index/
genome”. Limites de transcricdo e quantificacdo foram determinados usando o
programa cufflinks (Ref). A visualizagéo de dados foi realizada no programa R Studio
(http://www.R-project.org/).

Os transcritos foram considerados novos se eles ndo se sobrepusessem com
transcritos anotados ou UTRs das extremidades fossem maiores de 50 pb diferentes
dos RNAs néo codificantes previamente relatados SUTs entre outros.

8 | RESULTADOS E DISCUSSAO

8.1 Identificacao dos IncRNAs

Para a identificacdo de IncRNAs que foram submetidas cerca de 193 milhdes de
reads aos filtros de controle de qualidade para os efeitos aleatérios da variabilidade
deixando apenas transcritos que estavam presentes ou eram secundarios para RNA-
Seq. Para as leituras filtradas, a montagem de novo foi realizada, e 193.846 contigs
foram gerados com um valor N50 igual a 1,171 e taxa efetiva de leituras mapeadas
de 84,66%. Estes contigs foram usados como sequéncias de referéncia para a
identificacéo de IncRNA putativos em Hamster.

A dificuldade em caracterizar IncRNA em Mesocricetus auratus a falta de um
robusto banco de dados LncRNA e a baixa conservacdo do genoma entre hamsters,
exigiram um processamento em varios estagios dos dados com objetivos especificos.
A primeira foi a remogdo dos transcritos codificadores de proteinas (exclusdo de
transcritos que codificassem proteinas conhecidas). Como resultado, acima de 70K
contigs foram anotados (valor E <10-5) que foram descartados de andlise posterior.
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Em segundo lugar, um filtro altamente rigoroso foi aplicado para cobertura contig.

1dpi
(392)

3 dpi
(183)

5 dpi
(719)

Figura 3: Representacéo da expressao diferencial de IncRNAs

Este filtro permite minimizar o viés da montagem de novo e descarta os contigs
com baixa cobertura (12k contigs com alta cobertura <50 reads / pb). Como novos
transcritos de codificacdo de proteina poderiam se associar a novos transcritos
nao-codificantes no processo de predicao, foi utilizado o Calculador do Potencial de
Codificacao (CPC) entre 28-30 em para avaliar o potencial de codificagdo de proteinas
de novos transcritos e remover transcritos putativos de codificacdo de proteinas. Em
seguida, inspecionamos a presen¢a de quadros de leitura abertos (ORF)> 200 e a
presenca de dominios conservados de proteina putativa entre todos os quadros de
traducéo possiveis. Com base no valor de CPC e na previsdo de ORF, os contigs ndo
mostraram evidéncia de codificacdo de dominios potenciais e putativos conservados
dentro das suas sequéncias de aminoacidos previstas. As transcri¢cdes restantes foram
mapeadas contra o genoma de refeferéncia para garantir a qualidade da montagem.
Desse conjunto, 5.635 nao apresentaram sobreposicao parcial de locos preditos e
representam potenciais INcCRNAs de Mesocricetus auratus.

8.2 Caracterizacao dos IncRNAs

Para examinar se os INcCRNAs identificados neste estudo exibem caracteristicas
tipicas observadas em outros mamiferos (principalmente Hamsters), analisamos
caracteristicas como potencial de codificagdao, comprimento de sequéncia, conteudo
de GC e conservacao de sequéncias com espécies intimamente relacionadas. Como
os IncRNAs eram estritamente definidos por sua incapacidade de codificar proteina,
determinamos a probabilidade de codificacdo de nossos IncRNAs recém-identificados
e 0s comparamos com os conhecidos INcRNA, 3°'UTR, 5’UTR e mRNA codificador de
proteinas. Descobrimos que, a semelhanca de outras sequéncias nao codificantes,
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como o conhecido INcRNA, 3’'UTR e 5’'UTR, nossos novos transcritos de IncRNA tém
probabilidade de codificacdo extremamente baixa quando comparados ao mRNA
codificador de proteinas. Além disso, descobrimos que os novos e conhecidos INcRNAs
(fornecidos por anotacdo genémica de Mesocricetus auratus) eram mais curtos do
que os transcritos codificadores de proteinas. O comprimento médio dos novos e
conhecidos IncRNAs foi de 815 pb e 137727pb respectivamente, enquanto o mRNA
codificador de proteinas tem um comprimento médio de 3220 pb.

Semelhante aos relatos anteriores (LIU; DING, 2017; OUYANG; HU; CHEN,
2016), observamos que o0s IncRNAs identificados neste estudo apresentavam um
conteudo GC menor que os mRNAs codificadores de proteinas. Por exemplo, o
conteudo médio GC de novos IncRNA e mRNA foi de 38,1% e 45,2%, respectivamente.
Por outro lado, o contetdo GC médio da sequéncia 5°UTR e 3"UTR foi de 43,1% e
34,6%, respectivamente. No geral, o conteudo de GC da sequéncia ndo codificadora
foi relativamente menor que a sequéncia de codificacéo.

Ao Determinar os IncRNAs que foram altamente conservados para outras
espécies relacionados as espécies de estudo, semelhante ao estudo anterior
(CULSHAW; MONGKOLSAPAYA; SCREATON, 2018; OUYANG; HU; CHEN, 2016;
WANG et al., 2017), observamos sequencias com alto grau de semelhanca. Ao
agrupar esses IncRNAs altamente conservados, descobrimos que a maioria deles
compartilhava semelhancas de sequéncia com Hamster domésticos, sugerindo que eles
eram presumivelmente especificos do género. Embora os IncRNAs do Mesocricetus
auratus compartilhe alta similaridade, principalmente Mus musculus, em comparacao
com os IncRNAs totais. Apenas 11% (1.258 dos 11.376 IncRNAs) apresentaram alta
similaridade com espécies evolutivamente mais relacionados.
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RESUMO: O adenocarcinoma gastrico é
uma malignidade com elevada incidéncia
e mortalidade no mundo. Buscando novas
alternativas de tratamento, esse trabalho teve
como objetivo avaliar a atividade antitumoral
do benzotiazol AFNO1 na linhagem de
adenocarcinoma  gastrico ACP03. Além
disso, realizar a predicdo computacional da
farmacocinética e farmacodinamica dessa
molécula, bem como o docking molecular com
um alvo farmacoldgico relevante encontrado na
predicdo. Para tanto, foi realizado o ensaio do
MTT para a avaliacdo do potencial citotoxico e
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a microscopia de fluorescéncia para medir a capacidade de inducé&o de morte celular,
com os fluoréforos Diacetato de Fluoresceina, Hoechst 33342 e lodeto de Propideo.
O resultado da curva concentragcéo-resposta revelou um efeito citotoxico promissor
na linhagem com valores de CI50 em torno de 17,24 uM para 24h, 8,23 uM para
48h e 1,39 yM para 72h de tratamento. A AFNO1 foi capaz de induzir apoptose nas
concentragcbes de 1 e 2 yM. As analises computacionais identificaram propriedades
farmacocinéticas relevantes como capacidade de absor¢ao intestinal positiva, inibigdo
do CYP1A2, CYP2C9 e CYP3A4, inibicao fraca de hERG e toxicidade oral aguda
classe lll. A predicdo farmacodinamica identificou alvos moleculares relacionados
a atividade antitumoral. A enzima TDP1 foi selecionada para o docking molecular,
indicando uma energia de ligagdo de -7.5 kcal/mol com o benzotiazol e importantes
interagcdes com residuos do sitio catalitico da enzima. Em concluséo, o composto
benzotiazélico AFNO1 se mostrou um excelente candidato para o tratamento do
adenocarcinoma gastrico, com bons paréametros farmacocinéticos preditos e possivel
alvo farmacolégico relevante do ponto de vista molecular.

PALAVRAS-CHAVE: FARMACOCINETICA; FARMACODINAMICA; BENZOTIAZOL

ABSTRACT: Gastric adenocarcinoma has high incidence and mortality rates
worldwide. The aim of this study was to evaluate the antitumor activity of benzothiazole
AFNO1 against ACP03 gastric adenocarcinoma cell line. Furthermore, computational
prediction of the pharmacokinetics and pharmacodynamics of this molecule and the
molecular docking with the relevant pharmacological target found were performed. The
MTT assay was performed to evaluate the cytotoxic potential of the compound and
fluorescence microscopy was used to measure cell death induction with Fluorescein
Diacetate, Hoechst 33342 and Propidium lodide fluorophores. The result of the
concentration-response curve obtained by MTT assay revealed a relevant cytotoxic
effect against the lineage with 1IC50 values around 17.24 pyM at 24 h, 8.23 pyM at 48
h and 1.39 pM at 72 h of exposure. AFNO1 was able to induce apoptosis at 1 and 2
MM. Computational analyses identified relevant pharmacokinetic properties such as
positive intestinal absorption, inhibition of CYP1A2, CYP2C9 and CYP3A4, as well
as weak inhibition of hERG and class Ill acute oral toxicity. The pharmacodynamic
prediction identified molecular targets related to antitumor activity. The enzyme TDP1
was selected for molecular docking, indicating that benzothiazole has a binding energy
of -7.5 kcal/mol and important interactions with catalytic site residues of the enzyme.
In conclusion, the AFNO1 benzothiazole compound is an excellent candidate for the
treatment of gastric adenocarcinoma, with good predicted pharmacokinetic parameters
and a potentially new molecular target.

KEYWORDS: PHARMACOKINETICS; PHARMACODYNAMICS; BENZOTHIAZOLE

11 INTRODUCAO

O adenocarcinoma gastrico € uma das malignidades originadas no estbmago
com elevada incidéncia e mortalidade no mundo. Apesar de um aparente declinio em
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sua incidéncia, este ainda tem um progndstico ruim e é muitas vezes diagnosticado
em estagios avancgados, o que leva ao aumento nas taxas de mortalidade (CARCAS,
2014; GABR et al., 2014). Nesse sentido, o cancer gastrico exige atencao continuada
€ novas pesquisas relacionadas a prevencéo, deteccao precoce e novas opgoes
terapéuticas.

Dependendo do tamanho e localizagdo do tumor primario, a terapia mais utilizada
€ a ressecgao cirurgica com gastrectomia total ou subtotal. As terapias alvo dirigidas
tém sido importantes para o aprimoramento das intervengdes terapéuticas (CARCAS,
2014). Vérios estudos vém sendo desenvolvidos na intencdo de ampliar as opc¢oes
de tratamentos disponiveis com o intuito de melhorar a resposta farmacolégica e a
sobrevida dos pacientes (CARCAS, 2014; QIN, 2014).

Nesse contexto, os benzotiazois constituem uma classe importante de agentes
terapéuticos. Compostos derivados dessa molécula ja demonstraram diversos efeitos
farmacologicos, incluindo atividades antimicrobiana, antiinflamatéria e antitumoral
(GABR et al., 2014). Nogueira e colaboradores (2010) sintetizaram onze hidrazonas
contendo o ndcleo benzotiazblico, dentre essas, o composto (E)-2-((2-(benzo[d]tiazol-
2-il)hidrazono)metil)-4-nitrofenol) (AFNO1) foi o Unico que demonstrou citotoxicidade
nas linhagens cancer de colon (HCT-8), de mama (MDAMB-435) e leucemia (HL-60).
Além disso, no estudo de Vasconcelos e colaboradores (2018) foi avaliado a atividade
deste composto em linhagens de melanoma maligno, comprovando seu potencial
antitumoral, indutor de apoptose e inibidor de migracéo e invasao in vitro.

Com base na necessidade de novos farmacos como alternativas ao tratamento do
adenocarcinoma gastrico, esse trabalho teve por objetivo testar a atividade antitumoral
do benzotiazol (E)-2-((2-(benzo[d]tiazol-2il)hidrazono)metil)-4-nitrofenol na linhagem
de adenocarcinoma gastrico do tipo difuso ACPO03, realizar a predicdo computacional
da farmacocinética e farmacodinamica dessa molécula, bem como o docking molecular
com o alvo farmacoldgico relevante encontrado na predicéo.

2| METODOLOGIA

2.1 Cultivo celular

A linhagem de adenocarcinoma gastrico utilizada neste estudo foi estabelecida
no Laboratério de Citogenética Humana situado na Universidade Federal do Para
(UFPA), a partir de um tumor primario de adenocarcinoma gastrico do tipo intestinal
de um paciente natural do Brasil (LEAL et al., 2009). As células foram cultivadas em
Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium (DMEM, Gibco®), suplementado com 10%
de Soro Fetal Bovino (SFB, Gibco®), 100 U / mL de penicilina e 100 pg / mL de
estreptomicina (Gibco® ). A linhagem celular foi armazenada em estufa com ambiente
contendo 5% de CO,a 37°C.
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2.2 Ensaio MTT

Acitotoxicidade do benzotiazol AFNO1 foi avaliada nalinhagem de adenocarcinoma
gastrico ACP03 e determinada por meio do ensaio do MTT (BERRIDGE et al., 1996). A
linhagem foi semeada na densidade de 3x108 células por po¢o em placas de 96 pocos
e incubados por 24 h. Em seguida, a solu¢ao estoque de AFNO1 (10 mM) foi diluida em
meio de cultura para obtencdo de uma curva de concentracéao (10 yM a 0,156 pyM). O
controle negativo foi tratado com o solvente DMSO (0,01%) e o controle positivo com
doxorrubicina por 24, 48 e 72 horas. Adensidade 6tica foi medida por espectrofotometria
no comprimento de onda de 550 nm. Os valores de C150 (concentragao inibitoria de 50%
do crescimento celular) e IC95% (intervalo de confianca de 95%) foram obtidos a partir
de uma regressao nao linear sigmoidal seguindo a equacao Y=100/(1+10”((LoglC50-
X)*HillSlope)).

2.3 Estudo do padrao de morte celular

A capacidade de inducdo de morte celular foi realizada através da anélise
morfoldgica das células por microscopia de fluorescéncia utilizando os fluoréforos
Diacetato de Fluoresceina (DAF), Hoechst 33342 (HO) e lodeto de Propideo (IP). O
método se baseia na revelagao diferencial das células viaveis, apoptéticas e necroticas
frente a esses fluoré6foros. O DAF € lipossoluvel e cora o citoplasma em verde, enquanto
que o HO lipossoluvel intercala no DNA corando o nucleo em azul. Por outro lado, o
IP é um intercalante de DNA hidrossoluvel e s6 marca o nucleo se houver perda da
integridade da membrana plasmatica (CHAN et al., 2015).

Dessa maneira, as células viaveis possuem membrana integra em verde e
apresentam nucleo uniforme corado em azul. As células em apoptose (membrana
ainda integra) apresentam manchas azuis brilhantes com condensagao da cromatina e
fragmentagao nuclear, por vezes sao marcadas por |P na apoptose tardia ou secundaria
em que ocorre o afrouxamento da membrana permitindo que o corante incorpore no
nucleo. Ha ainda alteragbes na membrana celular em decorréncia da formacao de
corpos apoptoticos. Ja as células em necrose sao coradas inteiramente em vermelho,
devido a perda da integridade plasmatica, e apresentam-se com tamanho celular
aumentado (GALLUZZI et al., 2018).

2.4 Analise por ferramentas computacionais

2.4.1 Desenho do ligante

A estrutura bidimensional (2D) do composto foi desenhada no programa
MarvinSketch®. A partir do modelo, obteve-se o SMILES (Simplified Molecular Input
Line Entry Specification), uma forma de representar a molécula com caracteres
comuns.
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2.4.2 Predicdo farmacocinética

As propriedades de similaridade a farmacos (drug-likeness), baseadas nas
Regras de Lipinski (LIPINSKI et al., 1997; LIPINSKI, 2000), também foram preditas.
Essa regra caracteriza farmacos de melhor absorcdo como aqueles com log P <5
(log do coeficiente de particdo da molécula), peso molecular < 500 Da (PM), nimero
de aceptores de ligacdo de hidrogénio < 10 (ALH), numero de doadores de ligacéo
de hidrogénio < 5 (DLH) e area de superficie polar < 140 A (ASP). Além disso, uma
regra adicional, proposta por Veber, diz que o nimero de ligagdes rotacionaveis (NLR)
nao deve ser superior a 10, visto que a molécula deve adotar uma conformacao fixa
para interagir com o alvo, passar pelas membranas, e a0 mesmo tempo adotar a
conformacéo ativa (VEBER et al., 2002). A violacdo de duas ou mais dessas regras
podem indicar possiveis problemas na biodisponibilidade oral. Para tanto, o SMILES
foi utilizado no servidor molinspiration.

A ferramenta admetSAR foi usada para calcular os parametros de absorcéo,
dispersao, biotransformacao e toxicidade teoéricos dos benzotiazbis (CHENG et al.,
2012). Esta informacé&o € util para a conducéo de estudos que necessitam de uma
avaliagdo do risco para humanos. O método da ferramenta é baseado na similaridade
estrutural com outros compostos de parametros farmacocinéticos ja conhecidos e
descritos em modelos bioldgicos, presentes no banco de dados do servidor. Para a
realizacao deste método, o SMILES da molécula estudada foi submetido no servidor
admetSAR (CHENG et al, 2012)

2.4.3 Avaliagéo do perfil farmacodinédmico

Os possiveis alvos terapéuticos da molécula AFNO1 foram avaliados por
meio do servidor SwissTarget Prediction. Esse servidor compara a similaridade dos
compostos com uma biblioteca de 280.000 compostos ativos, em mais de 2.000 alvos
farmacolbgicos, em organismos diferentes (GFELLER; BASSANI-STERNBERG,
2018). Novamente, o SMILES da molécula foi submetido a ferramenta online, e os
alvos foram classificados segundo uma fungéo de probabilidade.

2.4.4 Preparo do ligante

Com o uso do programa Avogadro®, a estrutura 2D informada pelo SMILES foi
convertida no esqueleto tridimensional (3D), seguindo a correta estereoquimica. Em
seguida, todas foram submetidas a otimizagdo geométrica do Avogadro® e salvas em
“mol2”. O software AutoDock Tools (ADT) foi utilizado para converter as moléculas
no formato “.mol2” em “.pdbqt”, contendo somente os hidrogénios polares e com as
definicdes de ligacdes de rotacao livre ou rigida.
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2.4.5 Preparo do alvo farmacologico

Apoés a avaliagcdo dos alvos farmacodinamicos, foi feita a busca das estruturas
cristalograficas dos potenciais receptores. O Protein Data Bank (PDB) foi utilizado para
busca e download das estruturas no formato “.pdb”. O software PyMol® foi utilizado
para visualizacdo e manipulagéo dos arquivos, a fim de remover moléculas de agua,
ligantes nativos, outros reagentes e adicionar os atomos de hidrogénios.

2.4.6 Ancoragem (docking) molecular

Os arquivos do receptor e do ligante foi convertido, respectivamente, do formato
“.pdb” para “.pdbqt”, por meio do software Auto Dock Tools (ADT). O mesmo programa
também foi utilizado para visualizagdo do tamanho e centro do grid box, que foi anotado
para a definicdo das configuragbes do docking com o software Vina® (TROTT; OLSON,
2010). Além do tamanho nos eixos X, y e z, e das coordenadas do centro da caixa (nos
mesmos eixos), o parametro de exhaustiveness (exaustividade) também foi definido
no arquivo de configuragéo de cada docking. O valor padrao para a exaustividade é de
8, mas o valor escolhido para este trabalho foi de 150, permitindo um maior tempo de
busca da conformagé&o e aumentando a probabilidade de encontrar o minimo global.

31 RESULTADOS E DISCUSSAO

A partir do ensaio do MTT foi obtida uma curva concentracéo-resposta com um
efeito citotoxico relevante contra a linhagem ACP03 com valores de CI50 [Intervalo de
confiangca com 95%] em torno de 17,24 uM [14,92 — 19,92] para 24h, 8,23 yM [7,02
— 9,65] para 48h e 1,39 uM [1,14 — 1,69] para 72h. O resultado pode ser visualizado
na Figura 1. Nogueira e colaboradores (2010) mostraram que o benzotiazol AFNO1
obteve uma atividade anticancer in vitro contra células de céncer de colon (HCT-
8), mama (MDAMB-435) e leucemia (HL-60), sendo a linhagem leucémica a mais
sensivel ao composto com um CI50 de 1,66 yM. Portanto, os resultados encontrados
neste estudo mostram que o composto AFNO1 € significativamente sensivel contra a
linhagem de cancer gastrico do tipo intestinal com uma poténcia de 1,39 yM apéds 72
horas de tratamento.

Este potencial citotéxico observado na linhagem de céncer géastrico é de extrema
importéancia, visto que ja foi descrito na literatura que esta linhagem celular possui
uma expressiva quimiorresisténcia contra alguns farmacos utilizados rotineiramente
na clinica, como a cisplatina (CI50 de 28,62 yM) e irinotecano (CI50 de 32,07 uM)
(PINTO et al., 2015). A citotoxicidade dos benzotiazbis descrita na literatura é variavel.
Alguns trabalhos mostram que os derivados de benzotiaz6is podem ter uma poténcia
em torno de 20 M e outros mostram uma poténcia baixa em torno de 2 yM, condizente

com o efeito mostrado neste presente trabalho.
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Figura 1: Efeito citotoxico da AFNO1 na linhagem ACPO03. A atividade citotoxica foi avaliada
através do ensaio do MTT em trés tempos distintos de tratamento, foi realizada uma curva de
concentracdo da substancia teste (10-0.156 uM).

Com o intuito de esclarecer o padrao de morte desencadeado pelo efeito
citotéxico do composto AFNO1, a analise por microscopia de fluorescéncia mostrou
que o composto AFNO1 foi capaz de induzir de forma significativa apoptose nas
concentragbes de 1 e 2 yM (P<0.05), assim como a doxorrubicina, utilizada como
controle positivo (Figura 2). Este efeito pr6-apoptdtico observado € consistente com
0 observado na literatura com outros benzotiazois que foram identificados como
bloqueadores do ciclo celular e indutores de morte celular por apoptose (WANG et al.,
2011; SINGH et al., 2016).

A apoptose é um importante mecanismo de defesa para as células, impedindo
a proliferacéo desordenada em condi¢des normais e, portanto, tem sido considerada
um alvo para o desenvolvimento de novos farmacos anticancer (PFEFFER; SINGH,
2018). Portanto, por ser capaz de induzir a morte celular por apoptose em baixas
concentracgdes, o benzotiazol AFNO1 pode prover uma nova abordagem terapéutica.

300- O viavel
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. Necrética
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i
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200
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%
*
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=4
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Figura 2: Analise do mecanismo de morte celular. NUmeros de células viaveis, apoptoticas
e necrbticas. A doxorrubicina (2 uM) foi usado como controle positivo. Os dados séo
apresentados como a média + desvio padrao de trés experimentos independentes. As amostras
tratadas foram comparadas com o controle negativo DMSO, analisados estatisticamente
usando ANOVA seguido por teste de Bonferroni. Diferencgas significativas: ***p<0.001.
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As analises computacionais sédo de extrema importancia para o desenvolvimento
de novos farmacos para o mercado, pois fornecem informagdes uteis que direcionam os
estudos a um baixo custo e sem utilizagéo de animais de laboratério (YAN et al., 2017).
Primeiramente, a avaliagao do perfil fisico-quimico pelo programa Molinspiration (tabela
1) identificou que a molécula AFNO1 se adequou os parametros propostos por Lipinski
e Veber (LIPINSKI et al., 1997; LIPINSKI, 2000; Veber et al., 2002). Portanto, este
resultado indica que a molécula é passivel de boas caracteristicas farmacocinéticas
quanto a absorcéao e biodisponibilidade.

Propriedades fisico-quimicas

LogP 3,66
ASP 103,33
PM 314,33
ALH 7
DLH 2
NLR 4

Tabela 1 — Parametros preditos pelo servidor Molinspiration.

Na andlise pelo servidor admetSAR foram identificadas propriedades
farmacocinéticas relevantes, como capacidade de absorcdo intestinal positiva,
confirmando a possibilidade de administracéo oral do composto. Ainibicdo do CYP1A2,
CYP2C9 e CYP3A4 também foi encontrada, importante na questdao do metabolismo
de farmacos e interacdes medicamentosas. Outro pardmetro avaliado foi a inibicao
de canais iGnicos de potassio hERG que mostrou ser fraca, indicando uma baixa
probabilidade de cardiotoxicidade (YU et al., 2015). A presenca de toxicidade oral
aguda classe Ill (LD50 entre 500 e 5000 mg/kg) corrobora com a hipbétese de que o
benzotiazol AFNO1 é um composto seguro e aceitavel para o consumo humano (BOIK;
NEWMAN, 2008). Entretanto, ainda ha a necessidade dos estudos bioldgicos in vivo
para a confirmacgéo de tais resultados encontrados no modelo in silico.

A predicdo farmacodindmica permitiu a triagem de alvos moleculares de
importéncia para a atividade antitumoral. Nesta andlise, os alvos farmacologicos
séo triados baseados na similaridade estrutural dos ligantes em estudo com ligantes
com alvos ja conhecidos. Dentre diversos alvos encontrados, a enzima Tirosil-DNA
fosfodiesterase-1 (TDP1) foi um dos alvos com maior probabilidade de ligacdo com a
AFNO1 (tabela 2).
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Target Uniprot ID Gene Code Probability

Microtubule-associated protein tau P10636 MAPT 0.68
Tyrosyl-DNA phosphodiesterase 1 Q9NUWS8  TDP1 0.63
Arachidonate 5-lipoxygenase P09917 ALOX5 0.46
Arachidonate 15-lipoxygenase P16050 ALOX15 0.46
Arachidonate 12-lipoxygenase, 12S-type P18054 ALOX12 0.46
Arachidonate 15-lipoxygenase B 015296 ALOX15B 0.46
Arachidonate 12-lipoxygenase, 12R-type 075342 ALOX12B 0.46
Epidermis-type lipoxygenase 3 Q9BYJ1 ALOXE3 0.46
Focal adhesion kinase 1 Q05397 PTK2 0.29
Protein-tyrosine kinase 2-beta Q14289 PTK2B 0.29

Tabela 2 - Predi¢édo dos alvos farmacoldgicos utilizando o servidor SwissTarget Prediction.

A TDP1 é uma enzima importante relacionada com mecanismos de reparo do
DNA, atuando em conjunto com a enzima Topoisomerase-1, remove lesbes na ponta
3’ da fita de DNA e protege contra uma possivel degradagao durante o reparo (FLETT
et al., 2018). Apds essa identificacao, a enzima TDP1 foi selecionada para o docking
molecular. O resultado mostrou que o benzotiazol possui uma energia de ligacao
de -7.5 kcal/mol e importantes interacbes com residuos do sitio catalitico da enzima
(Figuras 3 e 4). Interacdes como ligacbes de hidrogénio convencionais compdem a
maior parte da interacdo entre o ligante AFNO1 e a proteina TDP1, favorecendo a
estabilidade da molécula dentro da cavidade catalitica. Estes dados sdo importantes
no que diz respeito ao entendimento do mecanismo de agcao do composto para produzir
o efeito anticancer esperado. Ao inibir a enzima TDP1, o composto AFNO1 impede o
mecanismo de reparo do DNA da célula tumoral, direcionando a célula para a via de
morte celular programada (MEISENBERG et al., 2015).

Figura 3: Docking molecular da molécula AFNO1. A estrutura da proteina TDP1 esta
representada em azul e a molécula em vermelho. Ao lado, a ampliagdo da imagem mostra com
mais detalhes o ligante acomodado na cavidade catalitica da enzima.
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Figura 4: Representacao das interacdes da molécula e do ligante.

41 CONSIDERACOES FINAIS

Em concluséo, o composto benzotiazélico AFNO1 é um excelente candidato para
o tratamento do adenocarcinoma géstrico, com parametros farmacocinéticos preditos
aceitaveis e possivel alvo farmacoloégico relevante do ponto de vista molecular.
Entretanto, faz-se necessario a realizacdo de mais ensaios para a confirmagcao dos
efeitos celulares e moleculares, bem como os aspectos toxicolégicos em modelos
animais, para que entao o possivel farmaco possa seguir para as fases clinicas.
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VIRUS ZIKA

RESUMO: O virus zika (VZIK) é um Arbovirus
que pertence a familia Flaviviridae, género
flavivirus, seu primeiro isolamento foi feito de
amostras de macaco Rhesus na floresta de Zika
em Uganda (1947). Durante o periodo de 2014 —
2015 ocorreu uma grande epidemia desse virus
associada a casos graves, como a microcefalia
e sindrome de Guillain — barré, além disso,
outras formas de transmissdo também foram
identificadas, como a transmissao sexual. Além
de outras patologias associadas a infecgcao
pelo virus, que sdo: cegueira e infertilidade,
porém, estas ainda sdo pouco esclarecidas.
No ambito dos avancos tecnologicos de analise
gendmica ocorridos nas ultimas décadas,
possibilitou-se mensurar o perfil de expressao
dos genes que estdo relacionados a diversas
alteracdes, logo, embasar de forma especifica
as estratégias para o desenvolvimento de
medidas profilaticas e terapéuticas. O objetivo
deste trabalho foi observar alteragdo no nivel
dos transcritos durante a infecgdo pelo virus
Zika. Para isso, fizemos uma analise primaria
de sequencias de testiculos oriundas de um
projeto experimental de infeccdo do Virus
Zika em hamsters dourados, cujo organismo
possui uma reposta imune definida, além de
demonstrar alteracbes semelhantes descritaem
humanos, essas sequencias foram analisadas
através da plataforma online Galaxy Project e
foram encontradas a alta e baixa expressao de
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genes no decimo dia de infeccéo, sugerindo a possivel a possivel influencia do virus.
PALAVRAS CHAVES: Zika; hamster dourado;testiculo; transcriptoma.

11 INTRODUCAO

O virus Zika (VZIK) € um arbovirus, sendo este grupo de virus transmitido por
artropodes (Casseb et al.,2013). Este virus vem tornando-se um dos arbovirus de
maior atengdo da comunidade cientifica devido as manifestagdes causadas por
sua infeccéo, principalmente envolvendo neonatos, onde foram descritas criancas
com microcefalia, proveniente de uma afinidade do virus a infectar células neurais
progenitoras prejudicando o crescimento do cérebro, além de poder causar a sindrome
de Guillain-Barré (OLIVEIRA, et al 2016) (MINER, et al 2017).

Outros aspectos também foram de destaque para este virus, como a transmissao
por vias pouco comuns entre os arbovirus, onde é possivel a transmisséao por relagdes
sexuais e por fluidos como a lagrima, e também causar lesdes nos 6rgaos que
contemplam esses sistemas; dependendo da evolugcdo do quadro dos hospedeiros
infectados e da resposta a infecgdo, ha a possibilidade de cegueira e infertilidade
(MINER, et al 2017) (OLIVEIRA, et al 2016).

O VZIK foi isolado pela primeira vez na floresta de Zika em Uganda em 1947,
através do sangue de um macaco Rhesus que apresentava um quadro febril.( DICK, et
al 1952) VZIK pertence a familia Flaviviridae do género flavivirus, € um virus envelopado
com formato icosaedrico, além de possuir um genoma com sentido positivo que
codifica 3 proteinas estruturais (prM, M e E) e 7 proteinas ndo estruturais (NS1, NS2A,
NS2B, NS3, NS4A, NS4B e NS5), semelhante a outros flavivirus conhecidos como os
virus: Virus Febre da Amarela (VFA), VDEN, Virus llhéus (VILH), Virus Rocio (VROC),
Virus da Encefalite de Saint Louis (VESL), Virus do Nilo Ocidental (VNO) e Virus da
Encefalite Japonesa (VEJ) (LOPEZ-DENMAN, et al 2017) (SIROHI, et al 2016).

Durante infec¢des virais em mamiferos sdo desencadeadas diversas respostas
antivirais, e mensurar essas respostas sao de grande importancia para o entendimento
das patogéneses e em consequéncia, fundamentar medidas a serem adotadas para
a terapéutica dessas infec¢des. Para isso, técnicas de biologia molecar associadas
a ferramentas de bioinformatica permitem analisar a expressdo do RNA mensageiro
(mRNA) através de RT-gPCR, técnicas de arrays e transcriptomas (TRAPNELL, et al
2010) (GU, et al 2017) (MOSER, et al 2018).

Diante disso, este trabalho busca demonstrar através da técnica de transcriptoma
o perfil de expressao dos mRNAs dos testiculos durante a infec¢do pelo Virus Zika,
na tentativa de elucidar a influencia da infec¢éo sobre os processos génicos do 6rgéo,
visto que foram descritos caso de lesdes, atrofia e até infertilidade (MOSER, et al
2018).
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2| TRANSCRIPTOMA

Originalmente o termo transcriptoma foi menciona na década de 1990, onde
foram feitas as primeiras tentativas de construcdo e analise do mesmo, em 1991
foi publicado a primeira captura de transcriptoma com um total 609 sequéncias de
mMRNA de uma amostra de cérebro humano, hoje contamos com plataformas chegam
a gerar cerca de 20 Terabytes (TB) de dados de sequenciamento (TRAPNELL, et al
2010). Isso permite que sejam desenvolvidos projetos mais complexos, abordando
desde vias metabdlicas celulares a influencia de fatores abi6ticos sobre a expressao
de genes, bem elucidado para pesquisas relacionadas a melhoramento na qualidade
de plantacbes. Em humanos a aplicacéo dos estudos de transcriptomas, estao sendo
voltadas para o diagnostico de doengas, como o cancer e para o entendimento da
resposta do sistema imunoldgico contra agentes infecciosos como bactérias, fungos,
virus e outros parasitas (TRAPNELL, et al 2010).

A primeira técnica de transcriptoma desenvolvida foi a de SAGE (analise seriada
de expressao genica) que posteriormente foi melhorada para os microarrays, técnica
baseadaem mensuraraabundanciade transcritos hibridizados para sondas especificas;
e RNA-seq mensura a abundancia através de bibliotecas de cDNA podendo peritir
uma cobertura suficiente para transcritos precisos para humanos que € possivel com
a tecnologia de sequenciamento Solexa/lllumina (San Diego, EUA).

Para se obter bons resultado de RNA-seq, técnica utilizada nesse trabalho, as
amostras precisam passar por algumas etapas, sao elas: extracédo; enriquecimento e
controle de qualidade. A extracdo pode ser feita por diversas metodologias, as mais
utilizadas séo extracao por coluna e beads magnéticas. Durante o processamento
dessas amostras é recomendado paramelhorar a qualidade da extrag&o, utilizartécnicas
para eliminacdo de interferentes como proteinase K que bloqueia a acédo de RNAse,
diminuindo a perda de material, além da utilizagcdo de DNAse para eliminagdo de DNA.
Quanto ao enriquecimento das amostras deve ser seguido o protocolo do fabricante,
respeitando as etapas a ser seguidas de sucessivos testes de controle de qualidade,
como a verificacdo de integridade do material, formagcao de dimeros, quantidade de
adaptadores, fatores esses, que afetam na qualidade do sequenciamento e na analise
de bioinformatica.

31 METODOLOGIA

3.1 Extracao do RNA

As amostras que foram utilizadas sé&o oriundas de um projeto maior intitulado
“‘infeccao experimental do virus zika em hamsters dourados (Mesocricetus auratos)”
do grupo de transmissdo sexual, previamente aprovado pela comissao de ética no
uso de animais (CEUA) do Instituto Evandro Chagas-IEC com o numero de registro n°
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24/2016.

Os hamsters macho, foram inoculados via peritoneal com a cepa do virus zika
(H818308) cepa Asiatica, do estoque da secéo de Arbovirologia e Febres Hemorragicas
do Instituto Evandro Chagas. Para este trabalho foram observados 72hpi a 240hpi, visto
gue a 72hpi ha o pico de carga viral registrado, e aos 240hpi foram observadas les6es
testiculares nas replicatas submetidas a necropsias. Essas amostras posteriormente
foram maceradas para o preparo para extracéo pelo método semi automatizada com
captura por beads magnéticas com o kit tissue simply RNA (Promega) e processadas
na plataforma maxwell 16lev (Promega).

3.2 Construcao da biblioteca e sequenciamento

Os mRNAs extraidos foram submetidos para teste quantitativos e qualitativos.
No aparelho Qubit 2.0 (Thermor Fisher, EUA) foi analisado a quantidade de RNA por
ng/uL, depois foi feito a analise da qualidade do fragmento na plataforma bioanalyzer
2100 (Agilent Technology, EUA) que indica o valor de integridade do RNA (RIN) sendo
necessario para proxima etapa o valor igual ou acima de 8 seguindo os pré-requisitos
do kit de preparo da biblioteca genémica. O preparo da biblioteca gendmica foi feito
utilizando o TruSeq Small RNA Library Preparation Kits (lllumina, EUA), seguindo
o protocolo descrito pelo fabricante e ap6s o preparo da amostra a biblioteca foi
sequenciada na plataforma Nextseq 550 (lllumina, EUA).

3.3 Filtragem no Trimmomatic

O Trimommatic € uma ferramenta de pré-processamento necessaria para
analise de sequenciamento, ela tem como funcéo eliminar sequéncia que por ventura
podem interferir na interpretacdo de dados. A origem dessas sequencias podem ser
de adaptadores utilizados na etapa de pcr na construcéao da biblioteca, que durante o
sequenciamento se anelaram as layer, podendo assim comprometer a qualidade das
amostras ( BOLGER, et al 2014).

A leitura de sequenciamento deste trabalho foi feita por amostras pareadas
gerando dois arquivos R1 (primeiro par) e R2 (segundo par).

Os arquivos de saida deste programa geraram dois arquivos correspondentes
para cada par das amostras pareadas, essas amostras foram submetidas a um teste
de qualidade feita na ferramenta FASTQC ( BOLGER, et al 2014).

3.4 Alinhamento na ferramenta HISAT

Apos a filtragem, os arquivos foram alinhados utilizando a ferramenta HISAT
(Indexacao Hierarquica para Alinhamento de Transcricbes), que alinha os dados de
forma hierarquica seguindo esquema de indexagdo baseado na transformacdo de
Burrows-Wheeler e no indice Ferragina-Manzini (FM) (KIM, et al 2015).

Introduction to Bioinformatics Capitulo 3




3.5 Reconstrucao do Transcriptoma e Anotacoes

A reconstrucdo do transcriptoma e anotacées foram feitas nas seguintes
plataformas: Stringtie, foi utilizado para reconstruir os transcritos, calcula 0 numero de
transcritos e o seus respectivos tamanho. Os transcritos reconstruidos posteriormente
foram concatenados com a ferramenta Stringmerge (PERTEA, et al 2015); A ferramenta
Featurescounts, foi usada para a contagem de leituras encontradas no alinhamento,
com objetivo de otimizar as analises estatisticas segundo descrito por LIAO, et al 2014.

3.6 Analise Diferencial

Foi utilizado o método Deseq2 para analise diferencial de dados de contagem
geradas no Featurescounts, com o objetivo de estimar a retracao para dispersdes e
mudancas de dobras (LOVE, et al 2014).

41 RESULTADO E DISCUSSAO

Ao observamos os dados gerados neste trabalho foi possivel detectar que o
numero de leituras totais limpas nao possui uma grande diferenca entre as amostras.
Sendo que mais de 96% das leituras mapeadas para 0 genoma hospedeiro com cerca
de 80% para regioes génicas e 20% para areas intergénicas do genoma do hospedeiro.

A andlise e comparacdo dos perfis de expresséao de mRNA em diferentes
momentos apods a infecgdo VZIK revelou que, no total, 1332 genes tiveram alteragdes
de 2 ou mais vezes em qualquer dire¢do (Figura 01).

Controle

(538) Infectado

(1332)

Figura 1 - Diagrama de Venn representando o nimero de genes codificadores expressos
diferencialmente entre o periodo anterior e posterior a infecgdo. Sendo que a o numero de
genes expressos é significativamente maior em relacdo ao controle néao infectado.

Estudos recentes como os vem demonstrando que durante a infec¢do por Zika o
numero de mRNAs expressos e de duas 2 3 vezes maior que das amostras controles.
Este fendmeno vem sendo descrito como necessario para uma regulacao da replicacao
viral, isto é, facilitando a replicagao viral, uma vez que mais genes acabam por ser
regulados positiva ou negativamente (CULSHAW; MONGKOLSAPAYA; SCREATON,
2018; SINGH et al., 2018; STASSEN et al., 2018).

No entanto ao compararmos com outros virus do mesmo género, como Dengue
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e Febre amarela, € importante ressaltar que autores vem demonstrando uma maior
expressao diferenciada de mRNA para codificagcbes de proteinas chaves para a
defesa celular durante a infeccdo por Flavivirus (CASSEB et al., 2016; DOMINGO et
al., 2012; SILVA et al., 2011). Desta maneira a relagdo dos mRNAs com a infec¢des
por Zika tende a se comportar de forma semelhante a de outros virus com genomas
relacionado a eles, no entanto suas fun¢des durante esse processo ainda nao estéo
completamente esclarecida.

E importante ressaltar também que os tecidos testiculares ndo séo 6rgéos muito
comuns para a infeccéo por Flavivirus, no entanto o Zika parece possuir uma maior
afinidade as células que compdem este tecido, tanto que STASSEN, et al 2018 ja
haviam descrito este fenbmeno em seus estudos. Além disso, outros estudos ja vem
descrevendo a transmissao sexual deste virus (JAMIL; WAHEED; DURRANI, 2016;
OSTER et al., 2016).

Além destes resultados foi possivel também estimar a dispersédo da expressao
entre 3 dias apés a infec¢ao por zika (dpi) para o 10 dpi (Figura 2).
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Figura 2: Grafico de dispersédo entre o 10 dpi

Surpreendentemente o Zika vem demonstrando uma grande afinidade pelo
tecido testicular e esta regulacdo génica vem sendo observada em varios estudos
por todo o mundo (DASTI, 2016; LEE et al., 2018; WIKAN; SMITH, 2016). Em nosso
estudo foi possivel uma oscilagdo de expressédo entre dias apos infeccéo, desta
maneira colaborando com a possibilidade deste virus regular o processo celular e
assim mantendo sua replicacdo mais eficiente por um maior tempo dentro das células
testiculares (Figura 03).
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Figura 3 - (A) Histograma de frequéncia de mRNAs entre 3 e 10 dpi, onde é demonstrado a
frequéncia e o valor de “p”. (B) Gréfico de dispersdo dos mRNAs entre o 3 e 10 dpi, a linha
vermelha demonstra os genes que nao sofreram variagéo de expresséo entre as duas amostras

Em geral, nossos resultados mostraram grandes mudangas no transcriptoma
anaerébio apés a infeccao por VZIK, tanto na codificagdo quanto nos RNAs néo-
codificantes. No entanto podemos afirmar que a expressao do mRNAs ao longos dos
dias apoés infeccao demonstra que o Zika consegue regular a célula para manter sua
eficiéncia de replicacéo por um longo tempo neste tipo celular, desta maneira levando
a uma possivel relagcdo da infecgéo viral com mudancas nas gonadas masculinas,
portanto sendo possivel causar esterilidade em hamsters dourados (Mesocricetos
auratos).
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RESUMO: As H*ATPases sao proteinas
integrais da membrana plasmatica que tém a
capacidade de utilizar a energia quimica da
hidrélise de ATP para expulsar os prétons
para 0 ambiente extracelular, atuando na
manutenc¢do da homeostase ibnica e transporte
de solutos. O presente trabalho objetivou
identificar, caracterizar e analisar a distribuicao
filogenética da familia multigénica H+-ATPase
de membrana plasmatica em monocotiledéneas
da ordem Poales. Para este fim, os membros
génicos foram identificados e anotados em
espécies da ordem Poales através de buscas
em bancos de genomas disponiveis no NCBI
e Phytozome, utilizando a ferramenta BLAST.
As sequéncias foram alinhadas pelo algoritmo
MUSCLE e agrupadas pelo método Neighbor
joining, a partir de 1000 replicatas, através do
programa MEGA 7.0. Os resultados revelaram
que as sequéncias continham entre 2 e 21 éxons
formando janelas de leitura aberta (ORFs)
apresentando entre 2.571 a 3.327 pb e proteinas
contendo entre 857 a 976 aminoacidos. Aanalise
filogenética agrupou as sequéncias em quatro
clados distintos identificados como clado I-IV. O
clado I, por apresentar apenas uma sequéncia
representativa de cada espécie foi nomeada de
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H+*ATPase1. Os clados I, lll e IV foram nomeadas de H*-ATPase2 (2a, 2alou 2a2, 2b
ou 2b1ou 2b2 e 2c¢), H*-ATPase3 (3a ou 3al ou 3a2 , 3b, ou 3b1ou 3b2,0u 3c) e H*-
ATPase4 (4a ou 4alou 4a2 ou 4b) respectivamente, por apresentarem duas ou mais
sequéncias da mesma espécie. Esses resultados fornecem suporte para estudos que
visem identificar a func&o especifica de cada membro génico entre espécies.
PALAVRAS-CHAVES: Anotacdo génica, caracterizacdo génica, distribuicao
filogenética.

ABSTRACT: The H*-ATPases are integral proteins of the plasma membrane that have
the capacity to use the chemical energy of the hydrolysis of ATP to expel the protons
to the extracellular environment, acting in the maintenance of ionic homeostasis and
transport of solutes. The present work aimed to identify, characterize and analyze the
phylogenetic distribution of the multigenic H*-ATPase family of plasma membrane in
monocotyledons of the order Poales. For this purpose, gene members were identified
and annotated in species of the order Poales through searches in genomes database
available in the NCBI and Phytozome, using the tool BLAST. The sequences were
aligned by the MUSCLE algorithm and grouped by the Neighbor joining method,
from 1000 replicates, through the MEGA 7.0 program. The results revealed that the
sequences contained between 2 and 21 exons forming open reading frames (ORFs)
ranging from 2.571 to 3.327 bp and proteins containing between 857 and 976 amino
acids. Phylogenetic analysis grouped the sequences into four distinct clades identified
as clade I-IV. Clade |, because it presented only one representative sequence of each
species, was named H*-ATPase 1. Clades Il, Ill and IV were named as H*-ATPase2
(2a, 2alou 2a2, 2b ou 2b1ou 2b2 e 2c), H*-ATPase3 (3a ou 3a1 ou 3a2, 3b, ou 3b1ou
3b2,0u 3c) e H*-ATPase4 (4a ou 4alou 4a2 ou 4b), respectively, as they present two or
more sequences of the same species. These results provide support for studies aimed
at identifying the specific function of each gene member between species.
KEYWORDS: Gene annotation, gene characterization, phylogenetic distribution

11 INTRODUCAO

As H* -ATPases de membrana plasmatica sdo proteinas integrais que atuam
no bombeamento de prétons do citoplasma para o ambiente extracelular utilizando a
energia quimica da hidrolise do ATP gerando forca préton motriz que é fundamental
para a atividade de um grande grupo de transportadores secundarios que movem ions e
metabdlitos contra gradiente de concentragéao (PALMGREN, 2001; WDOWIKOWSKA;
KLOBUS, 2016). Em plantas, essas bombas de prétons estéo relacionadas a diferentes
processos fisiologicos tais como, a absorcédo de nutrientes, a regulacdo do pH
intracelular, aabertura estomatica, o crescimento celulare amanutencéo dahomeostase
idbnica (PALMGREN, 2001; DUBY; BOUTRY, 2009; TODA et al., 2016; MORSOMME;
BOUTRY, 2000). Além disso, as H* -ATPases estao associadas a mecanismos de
aclimatacéo das plantas a condi¢cdes de estresse. Estudos conduzidos nas espécies
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Sorghum bicolor, Cucumis sativus e Aeluropus littoralis demonstraram um aumento no
perfil de expressdo génica dessas H* -ATPases quando submetidas a condi¢coes de
estresse salino e hidrico (MIRANDA et al., 2017; WDOWIKOWSKA; KLOBUS, 2016;
OLFATMIRI et al.,2014). Embora essas proteinas apresentem papéis fisioldégicos
importantes, estudos sobre a sua caracterizacdo génica e distribuicao filogenética
ainda sdo escassos, limitando-se a poucas espécies. Dentre elas destacam-se as
eudicotiledéneas Arabdopsis thaliana (GAXIOLA et al., 2007; ARANGO et al., 2003;
HARPET et al.,, 1990) e Cucumis sativus (WDOWIKOWSKA; KLOBUS, 2016) bem
como as monocotiledéneas Oryza sativa (BAXTER, 2003) e Zea mays (SANTI et al.,
2003). Entretanto, nesses estudos nao ha conexao de nomenclatura e classificacao
filogenética entre os genes das diferentes espécies. Dessa forma, o presente
trabalho objetivou identificar, caracterizar e analisar a distribuicdo filogenética da
familia multigénica das H* -ATPases de membrana plasmética em monocotiledéneas
da ordem Poales a fim de estabelecer uma classificacéo filogenética dos membros
génicos dentro dessa ordem.

2| MATERIAL E METODOS

2.1 Identificacao e caracterizacao dos genes da familia multigénica H*-ATPase

de membrana plasmatica.

A identificacdo dos genes da familia multigénica H* -ATPase de membrana
plasmatica foi realizada através da ferramenta BLAST (Basic Local Alignment Search
Tool) disponivel no GenBank do National Center for Biotechnology Information (NCBI)
(ALTSCHUL et al., 1997). Asequéncia protéica da H*-ATPase de membrana plasmatica
do arroz (ID: XP_015620234.1) foi utilizada como referéncia para a busca de genes
homologos nos genomas das espécies Aegilops tauschii; Brachypodium distachyon;
Oryza sativa; Panicum hallii; Leersia perrieri; Setaria viridis; Zea mays; Zoysia japdnica
e Ananas comosus todas pertencentes a ordem Poales e depositados nos bancos de
dados Whole Genome Shotgun (WGS), Refseq representative genomes do GenBank
(https://www.ncbi.nim.nih.gov/) e Phytozome (https://phytozome.jgi.doe.gov/pz/portal.
html). Os genes da alga Chlamydomonas reinhardtii foram também identificados
para serem utilizados como grupo externo. Deve-se ressaltar que das sequéncias
homologas encontradas apenas as que tiveram identidade acima de 45% foram
selecionadas. No processo de identificacéo, estes genes foram manualmente anotados
para a deducdo dos cDNAs utilizando como referéncia as seqiéncias de mRNA das H*
-ATPase de membrana plasmatica depositadas nos bancos de dados RNA, tais como,
Refseq_RNA (Reference RNAsequence), EST (Expressed Sequence Tags) e TSA
(Transcriptome Shotgun Assempby). Em seguida, os cDNAs obtidos foram traduzidos
em sequéncias de aminoacidos com o auxilio da ferramenta de traducéo disponivel
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no servidor da web EXPASY (web.expasy.org/translate). As proteinas deduzidas foram
validadas através da comparagcéo com sequéncias homoélogas, depositadas no banco
de proteinas (Non-redundant). O processo de anotagao foi realizado de acordo com o
método proposto por Costa et al. (2014), o que também possibilitou a identificacdo do
nuamero de éxons, introns e janela de leitura aberta (ORFs).

2.2 Alinhamento de sequéncias e analise filogenética

O alinhamento das proteinas deduzidas, objetivando a analise filogenética, foi
realizado através do algoritmo MUSCLE usando o método de agrupamento UPGMA
(Unweighted Pair Group Method using Arithmetic averages). A andlise filogenética
foi construida através do método Neighbor joining, (SAITOU & NEI, 1987) utilizando
como modelo de substituicdo o Poisson model. Além disso, foram usados valores
de bootstraps gerados a partir de 1000 replicatas, através do programa MEGA 7.0.
(KUMAR et al., 2016).

31 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 Identificacao e anotacao dos genes da H*-ATPase de membrana plasmatica

na ordem Poales.

No presente estudo foram identificadas e anotadas um total de 103 sequéncias
génicas que codificam bombas de prétons H* -ATPase de membrana plasmatica da
ordem Poales. O numero de genes identificados variou de 9 genes nas espécies
Aegilops tauschii e Brachypodium distachyon a 12 genes em Zea mays (ver figura
1). A analise dos genomas de Arabdopsis thaliana e Oriza sativa revelou a presenca
de pelo menos onze e dez genes, respectivamente, que codificam as proteinas H*
"ATPase de membrana plasméatica (ARANGO et al., 2003; BAXTER et al., 2003), o que
corrobora com a quntidade de genes encontrados no presente trabalho. Entretanto,
com relagao a Zea mays, apenas 4 genes haviam sido relatados anteriormente (SANTI
et al., 2003), portanto, nosso estudo revela a presenca de outros 8 genes no genoma
dessa espécie.

A caracterizagcao génica mostrou que as sequéncias continham entre 2 e 21 éxons
formando janelas de leitura aberta (ORFs) apresentando entre 2.571 a 3.327 pares de
base (pb) e proteinas contendo entre 857 a 976 aminoacidos. Resultados semelhantes
foram anteriormente demonstrados nas espécies Oryza Sativa, Cucumis sativus e
Solanum lycopersicum (ARANGO et. al, 2003; WDOWIKOWSKA; KLOBUS, 2016;
LIU et al., 2016). A anélise das proteinas deduzidas revelou que o ponto isoelétrico
tedrico variou de 5.62 a 7.05, enquanto que a massa molecular apresentou valores
entre 93,56 a 106,56 kDa reforcando resultados descritos em estudos anteriores
(PALMGREEN,2001).
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Caracterizagdo génica

Familia Espécie Quantidade de Exons Nimero de Ponto Peso Molecular
genes aminoacidos Isoelétrico (kDa)
(PI)
Poaceae Oryzae Oryzasativa 10 03a21 2580a2.874 8592957 5632643 | 93,76a105,53
Leersia Perriere 10 04a21 2.571a2.904 8592967 5.80a642 | 93,76a105,86
Triticeae Aegilops tauschii 9 03a21 2.95523.534 94523976 562a65 | 103,37a106,52
Brachypodieae | Brachypodium 9 03a21 284123327 946 2976 567a6.19 | 103.49a106.32
distachyon
Andropogoneae | Shorghum bicolor " 02a21 2.574a23.195 8572974 5.81a6.64 | 93.56a106.41
Zeamays 12 02a21 257423597 8572972 5652649 | 93.76a106,34
Paniceae Selaria viridis 10 02a21 2.63623089 8712968 5.72a 6.54 | 95,02a105,74
Panicum halli 10 03a21 257422925 857a 974 5682646 | 93.79a106.26
Zoysieae Zoysia japonica 1 03a21 2.853a2.874 950 2956 5.79a6.87 | 103.91a105,22
Bromeleaceae Ananas comosiis 10 12a21 2.850 a3.105 9493971 586a7,05 | 104.36a106.31

Figura 1 - Caracterizagéo dos genes da H* -ATPase em espécies da ordem Poales.

3.2 Analise filogenética

A anadlise filogenética revelou que as sequéncias eram distribuidas em quatro
clados distintos identificados como clado I-IV. No clado |, as sequencias foram
nomeadas de H* -ATPase1 unicamente, tendo em vista a existéncia de apenas uma
sequéncia representativa em cada espécie. Ja nos clados I, lll e IV as sequéncias
foram nomeadas de H* -ATPase2 (2a, 2alou 2a2, 2b ou 2b1ou 2b2 e 2c), H* -ATPase3
(3a ou 3a1 ou 3a2 , 3b, ou 3b1ou 3b2,0u 3c) e H* -ATPase4 (4a ou 4alou 4a2 ou
4b), respectivamente, por apresentarem duas ou mais sequéncias representativas na
mesma espécie. As espécies Zea mays, Sorghum bicolore Panicum halli apresentaram
proteinas em todos os clados, exceto clado |, indicando que os genes da H* -ATPase1
foram deletados na subfamilia Panicoideae. Ademais, 0 maior niUmero de genes
nos clados I, Ill e IV sugere possiveis processos de duplicacdo. Nesse sentido, a
espécie Ananas comosus apresentou genes duplicados em todos os clados citados
anteriomente.
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Figura 2. Analise filogenética da H* -ATPase. As sequencias protéicas das H* -ATPase foram
agrupadas em quatro clados distintos nomeados de | a IV. As cores, amarelo, verde, azul e

rosa foram utilizadas no processo de identificacédo dos clados |, Il, 1l e IV respectivamente. A
cor marrom foi utilizada para identificar a alga Chlamydomonas reinhardtii utilizada como grupo
EXTERNO.

41 CONCLUSAO

A analise da caracterizagédo génica e da distribuicdo filogenética dos membros da
familia multigénica H* -ATPase na ordem Poales fornece uma classificacao confiavel
dentro do grupo das monocotiledéneas, possibilitando a identificacdo de genes
ortélogos. Esta classificacao dara suporte a estudos que visem identificar a funcao
especifica de cada membro génico entre espécies.
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ABSTRACT: In recent years the Geminiviridae
family virus has been intensively studied
due the severity of the diseases caused in
several cultures of economic importance; like
bean, cotton, corn, tomato and cassava. The
objective of this work was to do a cladistic
inference of Begomovirus populations through
computational tools. Viral genome sequences
were obtained from NCBI (https://www.ncbi.nim.
nih.gov/), totaling 297 sequences from different
countries. The sequences were aligned with the
Bioedit program, using the ClustalW algorithm.

Gestao e Producao da Informagéo no Brasil

HOSTS

After the alignment, the cladogram was obtained
through the Maximum Likelihood method in the
MEGA program, with bootstrap analysis of 1000
replicates. ModelTest was used to select the
most suitable evolutionary model (Reversible G
+ 1) for the data set. The results showed that
the bootstrap values in the clades ranged from
9 to 100. Pepper, potato and watermelon virus
sequences were used with outgroup, but they
were grouped into clades shared by the viruses
obtained in the Tomato strain, revealing an
evidence that the mosaic virus in these cultivars
belong to the same species and same genus.
KEYWORDS: Maximum Likelihood; Mosaic
virus; Tomato.

11 INTRODUCTION

The Geminiviridae family is structurally
characterized by the geminated morphology of
the viral particle, with 18-30 nm and genetically
by having a single-stranded circular single-
stranded DNA molecule (ssDNA). Each of the
molecules has 2500-3000 nucleotides (nt)
encapsidated by a single structural protein that
is arranged in the form of 22 capsomers forming
two incomplete icosahedrons which confers the
geminated appearance of the viral particles,
typical characteristic of this family (BROWN et
al., 2011).
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The Geminiviridae family is composed by seven genus: Begomovirus, Mastrevirus,
Curtovirus, Becurtovirus, Turncuntovirus, Eragrovirus and Topocovirus (2016). In
addition, some representatives of the Begomovirus genus are associated with DNA
satellites called alpha and beta-satellite. Begomoviruses (Geminiviridae family) and
their associated satellite DNAs, known as alphasatellites and betasatellites, form
complexes that cause devastating diseases in agricultural systems (LEKE et al., 2015).
Except the Begomovirus genus, which includes viruses with a mono or bisegmented
genome, all other genus of the family include only viruses with a monosegmented
genome (PASSOS, 2016).

The DNA-A has five or six genes, one or two in the viral sense (CP and, in
Old World viruses, AV2) and four in the complementary sense (Rep, TrAP, REn and
AC4). The role of Rep (Replication-associated protein) in the coupling to the origin
of replication for the initiation of DNA synthesis. The TrAP (Trans-Activating Protein)
protein is responsible for activating transcription of the CP and NSP genes, as well
as acting in the suppression of plant defense responses. REn (Replication-Enhancer
protein) enhances replication, increasing the concentration of viral DNA. AC4 protein
is related to suppression of gene silencing and, in monosegmented Begomoviruses, in
viral movement. In some species an AC5 ORF is present, a recent study has shown that
the encoded product plays an important role in suppressing plant defense responses.
The CP protein is responsible for the viral encapsidation and specificity with the insect
vector and, in the monosegmented Begomoviruses, it acts on the viral movement. The
AV2 gene is present only in the Begomovirus of the Old World and its function is related
to the viral movement (BRIDDON et al., 2010, PASSOS, 2016, VANITHARANI et al.,
2004).

According to Passos (2016), of the three new genera, established by the ICTV,
the Becurtovirus presents two species: Beet curly top Iran virus (BCTIV) and Spinach
curly top Arizona virus (SCTAV). The transmission of BCTIV is by spittlebugs, while the
SCTAV has not yet had the vector identified. Eragrostis curvula streak virus (ECSV)
and Turnip curly top virus (TCTV), respectively, with the first one with no known vector
and the second one transmitted by Eragrovirus and Turncurtovirus, spittlebugs Varsani
et al. (2014) reports that a difference observed between the genus Becurtovirus and
Eragrovirus and the other viruses in the family refers to the conserved sequence
associated with the viral replication start site. Generally Geminiviruses have the
TAATATTAC nine-nucleotide, however, viruses of both genus have the TAAGATTCC
sequence.

Although the family Geminiviridae presents great diversity of genus, one of these
has been highlighting in the recent research, for triggering several diseases that affect
the tomato, belonging to the genus Begomovirus. It is currently the most relevant
for the high incidence of viruses, with reports of losses up to 100% in tomato crops
(BRINDDON et al., 2015).
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Begomovirus Genus

Viruses of the Begomovirus genus has mostly of the genome divided into two single-
stranded circular DNA components, called DNA A and DNA B, each with approximately
2.6 kbp. DNA-A encodes all the proteins necessary for the transcription, replication and
encapsidation of both DNAs, whereas DNA-B contributes with the necessary functions
for the movement of the virus in the plant and the development of symptoms (ROJAS
et al., 2005). They have an intergenic region of approximately 200 bp, highly conserved
between the two components of the same virus, which is essential for the recognition
of the replication and transcription processes of the two genomes, thus maintaining the
fidelity of the bipartite genome (BROWN et al., 2011 FAUQUET et al., 2005, JESKE,
2009).

The DNA-A has five or six genes, one or two in the viral sense (CP and, in
Old World viruses, AV2) and four in the complementary sense (Rep, TrAP, REn and
AC4). The role of Rep (Replication-associated protein) in the coupling to the origin
of replication for the initiation of DNA synthesis. The TrAP (Trans-Activating Protein)
protein is responsible for activating transcription of the CP and NSP genes, as well
as acting in the suppression of plant defense responses. REn (Replication-Enhancer
protein) enhances replication, increasing the concentration of viral DNA. AC4 protein
is related to suppression of gene silencing and, in monosegmented Begomoviruses, in
viral movement. In some species an AC5 ORF is present, a recent study has shown that
the encoded product plays an important role in suppressing plant defense responses.
The CP protein is responsible for the viral encapsidation and specificity with the insect
vector and, in the monosegmented Begomoviruses, it acts on the viral movement. The
AV2 gene is present only in the Begomovirus from Old World and its function is related
to the viral movement (BRIDDON ET AL., 2010, PASSOS, 2016 AND VANITHARANI
et al., 2004).

DNA-B has the NSP genes in the viral sense and MP in the complementary
sense. Nuclear Shuttle Protein (NSP) is responsible for transporting viral DNA from the
nucleus to the cytoplasm, and MP (Movement Protein) protein transports the viral cell-
to-cell DNA through the plasmodesmas. In monopartic Begomoviruses, intracellular
transport is performed by CP. Movement protein (MP) is encoded by the BC1 ORF
in bipartite Begomoviruses or by V2 in single-pores, although the two ORFs do not
share sequence identity. This protein is responsible for cell-to-cell viral movement,
increasing the limit of exclusion of the plasmodesms (NOUEIRY et al., 1994; REGO,
2016; UNSELD et al., 2001).

Begomovirus replication

Begomoviruses are transmitted by Bemisia tabaci in a persistent circulatory way.
Viral particles are acquired via stylet during the feeding process in infected plants, enter
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the esophagus and the filter chamber, and are subsequently transported through the
wall of the intestine to the hemolymph where they circulate until they enter the salivary
gland, from which are transmitted to new plants during insect feeding (CZOSNEK et al.,
2002; GHANIM et al., 2007; GILBERTSON et al., 2015).

DNA replication occurs in three phases: initiation, elongation and termination.
The Geminivirus Rep catalyzes the initiation and termination of circle-cycle replication
by cleavage and binding of the viral DNA at a conserved site within the viral genome.
Similar to a number of small DNA viruses, geminiviruses do not encode their own
DNA polymerases and therefore depend on host polymerases and associated factors
(collectively, the so-called host replication) for viral DNA synthesis during the elongation
step. In healthy plants, the availability of host repliastomy is heavily regulated by cell
cycle and developmental controls, which must be reprogrammed before geminiviruses
can replicate their genomes. The virions penetrate the plant cells during the feeding
process of the virulent insect-vector. Inside the cell, the genetic material is routed to the
nucleus. It is unclear whether the virus moves into the encapsulated or uncapsidated
nucleus, but it is believed that CP is involved in this process, interacting with the host’s
transport chain (Gafni and Epel, 2002; HANLEY-BOWDOIN et al., 2013).

The replicative cycle of Geminiviruses can be subdivided into two functionally
distinct stages, characterized by specific events. The first stage of the infectious cycle
involves the consertion of the circular genomic ssDNA into a covalently closed circular
supercoiled dsDNA intermediate called replicative form | (RFI), which is completed with
the exclusive participation of the proteins of the infected cells since the dsDNA is the
transcriptionally active template. The second stage consists of the use of dsDNA as a
template for the ssDNA amplification by the rolling circle mechanism, in which the Rep
viral protein is required. It is responsible for the initiation reaction involving a cut within
the conserved nonanucleotide (5°-TAATATT - AC-3 ‘) in all Geminiviruses, located in
the loop of the staple structure present in the intergenic region, this protein has several
biochemical activities, including single and double stranded DNA binding property and
DNA binding in specific sequences, ATP hydrolysis and initiation of the circle-cycle
replication mechanism. After its inception the factors necessary to complete the rolling
circle phase are of cellular origin. Later, the production and encapisidation of mature
circular genomic ssDNA into viral particles occurs (FERNANDES, 2010, HANLEY-
BOWDOIN et al., 2013).

These mechanisms present high complexity and according to the genus it
can present different modes of transmission and replication. Therefore, the study of
phylogeny presents one of the effective tools in the identification and characterization
of these virus.
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PHYLOGENY

The world is made up of a huge variety of organisms. In order to study and
understand this diversity, it became necessary to group beings by their common
characteristics, that is, to classify them. There are several criteria that can provide
a basis for a classification system for any set of entities. Therefore, the fundamental
principle of any attempt to classify objects or organisms was to speed communication
between people who use information about these organisms (CABRAL, 2011).

The first attempt of classification according to MIYAKI et al. (2001) occurred
from the studies of the species of Charles Darwin and from this the concept of
phylogeny arose after the concept of ancestrality between species, through its first
diagram published, representing the similarity between species. Thus, the phylogenies
are nothing more than the indication of the supposed ancestral relations for a set of
species. The term molecular phylogeny is evident, which is understood as the study
of the evolutionary relations between organisms by the use of molecular data, such
as sequences of nucleic acids and proteins, or other molecular markers. The logic
of phylogenetic inference for molecular and morphological characters is identical, but
the two have different properties, methods, and concepts. The main problems faced
in the analysis of morphological data are also faced with molecular data (LIMA, 2003;
RIDLEY, 2004).

The evolutionary inferences made from molecular data allows an inference about
the evolutionary relations between species. Several results obtained from the molecular
phylogeny have aided in the structuring and the current conception of the taxonomic
classification of the species (SAKAMOTO, 2016).

The phylogenetic trees are constructed through data and parameters, being
these defined like graphs that they have a hierarchical structure. In these trees, nodes
are called taxonomic units, which may represent, depending on the data analyzed,
species, populations, genes or proteins. The nodes are classified in terminals (leaves),
when these are in the end of the tree, or in internal, when of them depart one or
more descending branches. The terminal nodes represent the same samples used
for inference of the tree and are therefore also called operational taxonomic units
(OTUs), which in turn correspond to the basic unit (species, population, gene or
protein) to be studied and compared. Internal nodes represent evolutionary events
that depict the divergence of the taxonomic unit under analysis, such as speciation
events, if the taxonomic unit is population, or gene duplication events, if the taxonomic
unit is a gene or a protein. As the determination of internal nodes are products of a
phylogenetic inference, we also call them hypothetical taxonomic units (HTUs). The
branches are elements that connect the nodes and their size represents the estimated
time of the evolutionary relation between the taxonomic units. The smaller the distance
of the branches between the taxonomic units in comparison, the closer they are to
evolutionarily (SOKAI, 1966).
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Phylogenetic trees may also assume different conformations depending on the
arrangement of the branches along the tree. These different conformations that a tree
can assume are called topologies. The concept of topology is of great importance in
phylogenetic studies because it represents the basis of all interpretation of evolutionary
histories among the samples under analysis. (SAKAMOTO, 2016).

METHODOLOGY

Blast algorithm was used to search Geminivirus genome sequences. A total of
297 entries were selected from NCBI genbank database (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/
genbank/) from differents countries around the world. Multiple sequences aligments
were prepared with Bioedit (HALL et al. 1999) program (ClustalW algorithm). After
aligment, Modeltest was runned for the sequence set and the evolutive model was
choosen (Reversible G + I). The Maximum Likelihood to build the cladogram in the
MEGA 7.0 software (http://www.megasoftware.net). The Maximum Likelihood method
is a ponctual estimation method, which consists in estimating the unknown parameters
so that the probability of observing the Y data is greater (or maximum). Thus, a (point)
estimator of 6 at any function (Y) is one that makes use of the information contained
in a population sample f (Y; 8) to obtain a set of numbers that can be considered to
represent approximately the unknown value of the parameters in 6. Thus, the estimation
takes place from the realization of the function 6 (Y) for a given sample (GUJARATI
AND PORTER, 2011).

Due these features, this method has the best statistical properties, under large
samples (consistency, non-bias, efficiency and normal distribution). However, in
practice its use requires the use of numerical methods, starting with an initial solution
arbitrated by the user numerical calculation and a possibly large number of interactions
(MILAGRES, 2015).

RESULTS AND DISCUSSION

The bootstrap values ranged from 9 to 100. Although we get some uncertain
branches in our analisys based on bootstrapp support (<70), it is clear that here in
this results we can conclude that Geminivirus (Begomovirus) displays a multispecificity
for interesting ecocomic crops. Here, in the partial tree (Fig 1) is clear to conclude
that the Begomovirus does not displays a great specificity for cultivars. Some studies
determinates that Geminiviridae are classified by genome organization, hosts
distribuition and vetor specificity.
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15 AF448059.2 Tomato leaf cud New Delhi virus - PkT1/8 DNA-A
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% AM258977.1 Tomato leaf curl New Delhi virus complate genome clone ToA2
42— DQ116880.1 Tomato leaf curl New Delhi virus - chili pepper clone PC2No10 segment A comp q
100 — EF417915.1 Tomato yellow vein streak virus isolate Ba-3 seg DNA-A I
_{:GOSBMQJTunmynhwvdnmdwiulildmmwoMAmmpmnqm
51— AY508993.2 Tomato yellow margin leaf cur virus seg: DNA A P q
pimenta
78 — AJB08286.1 Sinaloa tomato leaf curl virus AV1 gene AC3 gene AC2 gene AC1 gene and AC4 gene
batata
= 92| — DQ336350.1 Tomato yellow spot virus segment DNA-A complete sequence
100 L FJ538207.1 Tomato yellow spot virus from Argentina segment DNA-A complete sequence
EF450606.1 Tomato yellow vein streak virus isolate G-22 from Brazil it DNA-A ol
——— AJ012081.1 I ic stunt virus DNA A V2 coat protein rep c2 c3 and o4 genes
= AJ245652.1 Watermelon chiorotic stunt virus- IR segment A complete sequence clone WmCSV-IR-A
4;EA.I215650,1 chiorofic stunt virus- SD segment A P g clone WmCSV-SD-A
29 EUS61237.1 Watermelon ic stunt virus 1t DNA-A comp g

18

100

36

81 EF194760.1 Tomato leaf curl Arusha virus isolate AFTT23 segment DNA-A complete sequence

o (— DQ519575.1 Tomato leaf curl Arusha virus segment DNA-A complete sequence
EAYSGZ&SSJ Tomato leaf curl Mali virus complete genome

42

100 [— AJ865338.1 Tomato leaf curl Madagascar virus-Menabe Mad. M dova:2001 plete g 1solate M o
= AJB65339.1 T leaf curl Mad virus-Androy Madk Toliary:2001 isolate Toliary complete genome

Figure 1. Partial view of the Geminiviridae tree. Labeled in red is the pepper sequence, while
potato are labeled in purple and watermelon in green.

This is an interesting result, and corroborates with the multispecificity for hosts. We
can also see, by accessing the genbank code (AY508993.2), that Geminiviridae from
pepper is more related to a strain obtained from Merida region (Venezuela country),
while potato seems to be more related to a strain from Sinaloa, Mexico. The watermelon
sequences has a more closed relationship with a Tomato strain from Brazil.

In another segment of the Geminiviridae tree (Figure 2), the watermelon grouped
in an adjacent clade shared by pepper and potato. However, they grouped with different
strains from those observed in Figure 1. The most closed related clade to Watermelon
was a clade constituted by Ramie (Boehmeria nivea) strains from China. The pepper
and potato strains shared a clade with Tomato sequence obtained from Sinaloa strains.
Although we found some relevant insights about the Geminivirus multispecificity, many
aspects of its distributioin and philogeny are still uncertainly. Future studies of genetic
population and distribution of these strains should be applied to improve a better
understand of thes virus family.
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14 (— EF577267.1 Tomato yellow leaf curl Thailand virus isolate LY3 segr DNA-B comp q
GU208522.1 Tomato yellow leaf curl Thailand virus isolate HW2-2 segment DNA-B complete sequence
91 GU208521.1 Tomato yellow leaf curl Thailand virus isolate SG4-3 segment DNA-B complete sequence
wo| & GU208520.1 Tomato yellow leaf curl Thailand virus isolate LJ3-5 segr DNA-B pl q
18 EF577265.1 Tomato yellow leaf curl Thailand virus isolate CK18 segment DNA-B complete sequence
41 L~ EU249458.1 Tomato yellow leal curl Thailand virus clone BFP2-4 segment DNA-B comgplete sequence

FN396072.1 Ramie mosaic virus complete DNA-B genome isolate Z1

FN396070.1 Ramie mosaic virus complete DNA-B genome isolate J4
s EUS95960.1 Ramie mosaic virus segment DNA-B complete sequence
a1 30 FJ8T4926.1 Ramie mosaic virus isolate F3 segment B complete sequence
99 L FJ874927.1 Ramie mosaic virus isolate F4 segment B complete sequence

52 — AJ012082.1 watermelon chiorotic stunt virus DNA B BC1 and BV1 genes.
45 AJ245653.1 Watermelon chlorotic stunt virus- IR segment B complete sequance clone WmCSV-IR-B
&4
100

EF201810.1 W cf ic stunt virus isolate IL sege DNA B q
EUS61236.1 Watermelon chiorotic stunt virus segment DNA-8 complete sequence
AJ245651.1 Watermelon chlorotic stunt virus- SD seg B clone WmCSV-SD-B
95 batata dnab
—— pimenta dnab

100 — AJS08782.1 Sinaloa tomato leaf curl virus BV1 gene for nuclear shuttle protein and BC 1 gene for movement protein isolate NI1
AJS08783.1 Sinaloa tomato leaf curl virus BV1 gene for nuclear shuttle protein and BC 1 gene for movement protein isolate NI2

100 aB AY508904 2 Tomato yellow margin leaf cur virus segment DNA B complete sequence

B 47| — DO336351.1 Tomato yellow spot virus segment DNA-B complete sequence

98 L— EF417916.1 Tomato yellow vein streak virus isolate Ba-3 segment DNA-B complete sequence

AY190291.1 Tomato leaf curl Gujarat virus - Varanasi segr B comp qu

EF408038.1 Tomato leaf curl New Dalhi virus isolate tomato del25 2006 segment DNA-B complete sequance

AJBT5158.1 Tomato leaf curl New Delhi virus-Severe Jessore segment DNA-B complete sequence

AY438563.1 Tomato leaf curl New Delhi virus segr

90 L EF620535.1 Tomaio leaf curl New Delhi virus segment DNA B complete sequence

AM3082428.1 Tomato leaf cur New Delhi virus Multan Duranta repens seg B lete viral

EF043233.1 Tomato leaf curl New Delhi virus - Potato isolate Happur segment DNA B complete sequence

AY158080.1 Tomato leaf curl New Delhi virus - Potato segment DNA B complete sequence

EF043232.1 Tomato leaf curl New Delhi virus - Potato isolate Meerut segment DNA B complete sequence

7] FN356024.1 Tomato leaf curd New Delhi virus DNA-B complete sequence

b qu

Figure 2. Partial tree view. Watermelon is labeled in green; potato in purple and pepper in red.

CONCLUSIONS

In the context of our results, and considering the Geminiviridae distribuition, we can
conclude that Begomovirus does not present a straigh specificity to its hosts. It means,
as discussed before, that the Geminiviridae viruses specificity is more assotiated with
the vector than the plant hosts, wich represents an evidence of multispecificity for host
infection. These results will be useful for future crop manegement and mosaic disease
control.
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RESUMO: Propostas para a criacdo modelos
computacionais de células completas que
levem em consideracao a fun¢ao dos genes séo
relativamente recentes. Tais modelos buscam
representar todos os processos bioquimicos
intracelularesde maneiraafornecerumamaneira
rapida e eficiente de obter resultados simulados
confiaveis e comparaveis aos obtidos com
métodos in vitro ou in vivo. O desenvolvimento
desses modelos tem ajudado a consolidar o
conhecimento atual da biologia, e fornecido
subsidios para avancos cientificos mais rapidos
em areas como a medicina e a bioengenharia.
No entanto, a alta complexidade envolvida em
sua construcdo é uma das principais barreiras
para sua popularizacéo. Visando simplificar
e acelerar o processo de producdo de novos
modelos, nos propomos a criar um framework
que represente a formalizacdo da metodologia
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CELULA COMPLETA

seguida pelos principais modelos atuais, e guie
0 usuario no processo de criagdo e simulagao
dos modelos.

PALAVRAS-CHAVE:
software, Modelagem computacional, Modelos

Desenvolvimento de

de célula completa, Ferramenta computacional.

ABSTRACT: Attempts to create whole-cell
computationalmodelsthattakeintoconsideration
the function of genes are relatively recent. Such
models aim to represent all the intracellular
biochemical processes in a way that allows fast
and efficient achievement of fast and reliable
results, comparable to the ones obtained from
in vitro or in vivo experiments. The development
of these models has been important not only to
consolidate the current knowledge of Biology,
but also as a way to provide subsidy for faster
scientific advancements in areas such as
medicine and bioengineering. However, the
high complexity involved in their construction is
one of the main barriers to their popularization.
To simplify and accelerate the process of model
building, we are creating a framework as a tool
that guides the user through the methodology
used to create and simulate the main current
whole-cell models.

KEYWORDS: Software development, Computer
modelling, Whole-cell models, Computational
tool.
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11 INTRODUCAO

O desenvolvimento de ferramentas computacionais especializadas €& um
passo importante para garantir a acessibilidade e popularizagao de determinadas
metodologias e técnicas que, de outra maneira, ndo seriam possiveis de serem
utilizadas pelo publico que mais se beneficiaria de seu uso.

Nas engenharias, por exemplo, € comum encontrar ferramentas computacionais
que podem ser utilizadas para acelerar e aperfeicoar avancos cientificos. Softwares
como AutoCAD, ANSYS e COMSOL sao frequentemente utilizados como auxiliares no
processo de projeto e investigacdo, nao s6 conferindo mais celeridade, como também
reduzindo os custos envolvidos. Isso ocorre pois tais softwares permitem a obtencao
de resultados através de simulacbes computacionais, dispensando a necessidade de
construcao de prototipos fisicos, ou realizacao de experimentos laboratoriais onerosos.

Por outro lado, quando observamos os métodos utilizados pela biologia e areas
afins, como a farmacologia e a medicina, percebemos que existem poucas alternativas
tecnoldgicas com a mesma capacidade. Apesar da existéncia de técnicas como virtual
screening e sequenciamento, por exemplo, partes importantes das ciéncias biolégicas
ainda se sustentam puramente em observacdes e experimentos laboratoriais para
produzir resultados e avancar.

Nesse contexto, modelos computacionais tem se mostrado bastante promissores
qguando utilizados como ferramentas para auxiliar no processo de investigacao cientifica
na Biologia (FALL et al. 2002). Seu uso permite que cientistas sejam capazes de testar
hipbteses e observar fendmenos que, de outra forma, seriam inviaveis ou impossiveis
de serem observados. Em particular, os modelos computacionais de célula completa
séo de especial interesse para investigacbes que buscam compreender melhor o
funcionamento de células isoladas, que podem ser desde simples bactérias até células
humanas, importantes para pesquisas sobre o cancer, por exemplo.

Modelos de célula completa sdo modelos computacionais que buscam prever
o fendtipo (caracteristicas observaveis e comportamentos de um organismo) através
do conjunto de dados genotipicos (codigo genético) e bioquimicos de uma célula
(KARR et al. 2012). Para tanto, esses modelos sao criados a partir da representacéo
computacional de diversos comportamentos celulares, que ocorrem em varias escalas,
desde as interagdes entre as menores moléculas até a forma de estruturas maiores,
como a membrana plasmatica.

As tentativas de criacdo de modelos computacionais que representam sistemas
biolégicos ndo séo recentes. Ainda na década de 1950 (TURING, 1952), Allan Turing
criou o primeiro modelo biolégico a ser representado matematicamente e calculado
utilizando um computador. Tratava-se do modelo que ilustrava suas teorias a respeito
das bases quimicas da morfogénese. Este modelo, assim como a maioria dos que o
seguiram, utilizavam puramente equacgdes quimicas e matematicas para representar
aspectos importantes do sistema descrito. Tal abordagem resultava na criacdo de
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modelos simplificados, mas que descreviam os sistemas com precisao suficiente para
testar hipoteses e realizar observagoes.

O primeiro modelo de célula completa a levar em consideracdo o papel dos
genes no ciclo de vida de uma célula foi o E-CELL (TOMITA, 1999). O Projeto iniciado
em 1996, na Universidade de Keio (Japéo) tinha como objetivo modelar a bactéria
Mycoplasma genitalium, cujo genoma havia sido sequenciado em 1995 (FRASER et
al. 1995). Apesar de considerar o papel dos genes no fendétipo da bactéria, o modelo
representava apenas 127 dos 525 genes da M. genitalium, o que foi o suficiente para
que o modelo pudesse replicar alguns comportamentos celulares conhecidos, como o
rapido pico na concentracao de ATP intracelular, que ocorre quando a célula inicia um
processo de morte por falta de alimento.

Cerca de 16 anos depois, 0 segundo modelo da mesma bactéria foi criado por
um grupo de pesquisadores da Universidade de Stanford, nos Estados Unidos (KARR
et al. 2012). O novo modelo representa a funcéo de todos os genes da M. genitalium,
bem como a quase totalidade de seus fenémenos bioquimicos, sendo capaz de replicar
computacionalmente uma série de comportamentos celulares, alguns até entdo pouco
estudados.

Para a construcdo do modelo, a equipe precisou reunir e analisar dados
experimentais disponiveis em aproximadamente 900 artigos cientificos, extraindo
cerca de 1900 parametros que foram utilizados na modelagem (HAYES, 2013). O
modelo final é constituido de 28 submodelos, que descrevem distintos processos
celulares, cada um com inputs e outputs especificos. Um dos maiores desafios nessa
abordagem inovadora foi a integracao dos submodelos em um Unico modelo, ja que
nem todos os modulos possuiam a mesma natureza, podendo eles ser matematicos,
booleanos, probabilisticos, baseados em regras, etc. (KARR et al. 2012).

Por se tratar de um modelo extremamente complexo e que abrange eventos
que ocorrem em varias dimensdes simultaneamente, é natural que o modelo seja
computacionalmente custoso. Nesse aspecto, vale ressaltar que as primeiras
simulagcées do modelo necessitaram de aproximadamente 1 dia para completar
(GOLDBERG, CHEW, KARR, 2016). Uma versao paralelizada do algoritmo de
simulacéo foi capaz de reduzir esse tempo para cerca de 9 horas, quando executado
por um cluster (HAYES, 2013).

Testes conduzidos utilizando o modelo confirmaram seu potencial como ferramenta
para aceleracdo de pesquisas cientificas. Através da realizacdo de experimentos
in silico, a mesma equipe que construiu 0 modelo foi capaz de predizer efeitos de
parametros cinéticos e de determinadas enzimas sobre o ciclo de vida da célula,
podendo retardar ou limitar o crescimento celular. Tais predi¢cées foram posteriormente
confirmadas e validadas através de experimentos laboratoriais (SANGHIVI et al. 2013).

Tais éxitos alcancados levam a crer que, uma vez que modelos suficientemente
precisos sejam criados, sera possivel utiliza-los em diversas areas do conhecimento
gue possuem interface com a biologia. Por exemplo, através do uso de modelos de
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célula completa, farmacéuticos poderdo desenvolver medicamentos mais eficientes, e
personalizados para o genoma de cada paciente; e bioengenheiros serao capazes de
projetar microrganismos para fun¢des especificas, como a producao de biocombustiveis
ou deteccao de doencas.

Apesar do sucesso alcancado com o modelo de 2012, e as potencialidades
do uso de modelos computacionais de células completas nas pesquisa cientifica,
a popularizagdo de tais modelos ainda parece ser uma realidade distante. O alto
volume e heterogeneidade dos dados, as dificuldades em traduzi-los em algoritmos
computacionais e a falta de ferramentas projetadas especificamente para tal finalidade
sao alguns dos principais desafios que tém afastado diversos cientistas da construcao
desses modelos.

Tendo em mente tais barreiras, uma das possiveis solu¢cdes é o desenvolvimento
de uma ferramenta computacional que que possa ser utilizada com facilidade por
pesquisadores sem conhecimentos avancados de computacéo. E desejavel que a
ferramenta criada seja o mais fiel possivel a metodologia utilizada para a construcao
do modelo construido por Karr et al. (20012), uma vez que este representa o estado
da arte dos modelos de célula completa. Dessa maneira, seria possivel produzir
outros modelos com qualidade semelhante, e em menor tempo, contanto que haja
disponibilidade de dados completos a respeito da célula a ser modelada.

Quanto aos dados, vale ressaltar que a popularizacdo e os constantes avangos
nas técnica de high-throughput tem propiciado um significativo aumento na quantidade
de informacdes disponiveis a respeito das mais diversas células e processos celulares.
Atualmente, diversos bancos de dados contam com conjuntos de dados suficientemente
completos para desenvolver modelos mais simples.

Neste capitulo, descrevemos o processo de criacdo de um framework para
desenvolvimento de modelos de célula completa, cujo objetivo € permitir que cientistas
gue possam se beneficiar com o uso desses modelos tenham condicées de cria-los de
maneira rapida e facil, sem necessitar de conhecimentos avancados de computacéo,
ou de uma equipe interdisciplinar para isso.

Nas sec¢bes subsequentes serdo detalhadas as bases teoricas por tras da criagao
de modelos de células completas, a arquitetura e especificagbes do framework,
e por fim, os primeiros resultados alcancados, bem como 0s proximos passos no
desenvolvimento.

2 | BASES TEORICAS DO FRAMEWORK

Quando se estuda uma célula, por mais simples que esta seja, &€ possivel
identificar que trata-se de uma composicao de diversos subsistemas que atuam em
conjunto de maneira a possibilitar todas as funcdes que sustentam a vida da célula.
Cada um desses subsistemas possui suas peculiaridades e componentes especificos,
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que podem ou ndo estar presentes em outros subsistemas. Das interagdes entre
distintos subsistemas surgem ainda propriedades emergentes, que devem ser levadas
em consideracdo quando se modela uma célula.

A heterogeneidade observada entre os subsistemas tem reflexos na quantidade e
qualidade dos dados disponiveis sobre cada um deles. Por exemplo, ja existem métodos
experimentais que permitem identificar e quantificar com precisdo concentracoes
de determinados compostos em uma célula, e suas constantes de velocidade de
reacao. Por outro lado, ainda é um desafio identificar com alta precisdo, e de maneira
quantitativa, a agéo de fatores de transcricéo.

Para traduzir essa complexidade inerente as caracteristicas celulares em
linguagem computacional, é necessario recorrer a utilizacao de diversos paradigmas
diferentes de modelagem (COVERT, 2006). Enquanto as reagdes entre moléculas
podem ser modeladas como um sistema de equacdes diferenciais ordinarias, redes
reguladoras de genes, que representam a acao de fatores de transcricdo, séo melhor
representadas computacionalmente através de modelos booleanos.

E possivel classificar os diferentes tipos de modelos que podem ser utilizados
para tal finalidade em trés grandes grupos: modelos baseados em redes; modelos
baseados em regras; e modelos estatisticos (KLIP et al., 2016). Cada um desses
grupos requer diferentes tipos de input e geram outputs distintos, fazendo-os mais ou
menos apropriado como solugao para modelar determinados sistemas.

Os modelos baseados em redes, por exemplo, sdo apropriados quando
os sistemas sendo modelados podem ser descritos como um conjunto de nés
interconectados por relacdes bem definidas. Um exemplo disso sao redes metabdlicas,
gue possuem metabdlitos como nés, e reagdes quimicas como conexdes entre 0s nos.
Para representa-las, podemos utilizar sistemas de equacdes diferenciais ordinarias,
equacoles diferenciais parciais ou equacgodes diferenciais estocéasticas, por exemplo

Para ilustrar esse tipo de modelo, podemos utilizar a seguinte reagao:

A+ B C

=1 17

Para a reacédo acima, podemos elaborar a seguinte equacéo diferencial ordinaria,
que representa a taxa com a qual a concentracdo de C (representada por [C] ) varia
com o tempo:

d|c]

= ky|A][B] - k,[C]

O mesmo procedimento pode ser repetido para encontrarmos a variagdo das
concentracdes das espécies A e B nesse mesmo sistema. E importante ressaltar
gue, nesse caso, estamos aproximando o modelo através da consideracdo de que
este representa uma solugdo bem homogeneizada, onde n&o ha gradientes de
concentracéo, ou desigualdade na distribuicdo espacial das moléculas. Se quisermos
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incluir dados relativos a espacialidade nos modelos, o que pode ser util ao levar em
consideragao fenémenos como a difuséo, por exemplo, podemos recorrer ao uso de
equacbes diferenciais parciais para isso, como a equagao abaixo:
€ _pvic
ot

Os modelos baseados em redes podem ainda ser do tipo booleanos, redes de
Petri, ou estocasticos.

O segundo grupo de modelos sao os modelos baseados em regras, ou modelos
baseados em agentes. Assim como os primeiros, estes possuem elementos claramente
definidos, porém, a relacdo entre eles ocorre através de um conjunto de regras, e nao
reacdes ou interacdes que podem ser descritas por equacgdes. Esse tipo de modelo €
de grande utilidade quando se quer modelar sistemas de sinalizacéo celular levando
em consideracao tanto dados temporais como espaciais, por exemplo.

Por fim, os modelos estatisticos, incluidos no ultimo grupo, sdo modelos mais
apropriados para trabalhar com modelos criados a partir de grande volume de dados
experimentais. Esses modelos tem se tornado mais comuns e importantes a medida que
o volume de dados se torna maior, ja que através deste tipo de modelagem € possivel
estabelecer relacbes de causalidade e frequéncias de ocorréncia de determinados
eventos, por exemplo.

Do ponto de vista computacional, ha ainda um outro desafio relativo ndo a
construgdo, mas a simulacéo de modelos de célula completa. Por se tratar de modelos
de alta demanda computacional, a construcdo de um modelo ndo otimizado pode
resultar em tempos de simulagéo elevados. Para resolver este problema em potencial,
além da otimizacdo do modelo e do algoritmo de simulagdao, uma outra técnica pode
ser utilizada: a paralelizacéo dos algoritmos.

Paralelizar um algoritmo significa permitir que sua execucédo seja dividida
entre diferentes unidades de processamento. Tendo em mente que a maioria dos
computadores atuais possuem algum grau de descentralizagao em suas unidades
de processamento, essa técnica ganha ainda mais importancia. Além disso, através
da aplicacao de técnicas de paralelizacao, permite-se que os modelos possam ser
simulados eficientemente em um cluster, acelerando ainda mais a obtencédo de
resultados em simulaces de maior complexidade.

Diversos padrdes estao disponiveis para auxiliar o processo de paralelizacdo de
algoritmos. Dentre eles, os mais conhecidos, e utilizados, hoje sdo MPI e OpenMP.
Nas ultimas duas décadas, uma nova técnica de paralelizagdo vem ganhando bastante
notoriedade, que é o uso de placas graficas (GPU) como coprocessadores. Essa
técnica também pode ser aplicada de maneira a auxiliar na simulacédo de modelos de
célula completa. Para a utilizacdo de GPUs, os principais padroes atuais sdo CUDA
(restritos e otimizados para placas graficas da marca NVIDIA), e o OpenCL (irrestritos,

porém com menor otimizagcdo em alguns casos).
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E importante observar que, apesar de existirem formas de utilizar os padrées
supracitados com qualquer linguagem de programacao, esses foram desenvolvidos
para implementacdo utilizando C ou Fortran, de maneira que a utilizacdo dessas
linguagens geralmente resulta em codigos com maior grau de eficiéncia.

31 ARQUITETURA E FUNCIONAMENTO DO FRAMEWORK

Para alcancar o objetivo de ser uma ferramenta de facil utilizagao para cientistas
que nado possuem conhecimentos avancados de programacao, o framework foi
planejado para guiar o usuario de forma simples e natural pelas diversas etapas do
processo de criagao de um modelo de célula completa.

Sua interface grafica foi projetada de maneira a refletir a metodologia adotada
como padrdo para construcdo dos modelos de célula completa (KARR et al. 2012).
Com a finalidade de estabelecer uma sequéncia l6gica a ser seguida durante a criagéo
de um modelo utilizando o framework, este foi dividido em 5 mddulos. Séo eles:

Insercdo de Dados
Modelagem
+ Definicbes de Simulagéo
+ Definicbes de Tecnologia

+ Visualizagao de Resultados

Visando melhorar a usabilidade, a interface foi desenvolvida de maneira a permitir
que o usuario possa alternar entre os médulos como achar conveniente, podendo
voltar e inserir novos dados caso necessario, por exemplo. Além disso, tendo em vista
o tempo necessario para a construgcao de um modelo, o usuario pode salvar o estado
atual do modelo a qualquer momento, e continuar posteriormente a construcéo.

A Figura 1 mostra um esquema simplificado da arquitetura do Framework. Nela,
as setas denotam o fluxo dos dados desde suas fontes (experimentos, bancos de
dados e literatura) até a obtencédo dos resultados finais. Na se¢ao “Processamento”,
€ possivel observar também a forma como a paralelizagdo, cujos parametros serao
definidos no moédulo “Definicdes de Tecnologia”.
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Figura 1: Arquitetura e fluxo de dados no framework

As funcionalidades basicas da interface (clique de botbes, mudanca de aba,
insercdo de dados, etc.) estdo sendo desenvolvidos na linguagem Python. Essa
escolha deve-se principalmente a simplicidade com que o cédigo pode ser desenvolvido
utilizando-se de bibliotecas disponiveis nesta linguagem, como numpy, pandas e
matplotlib. Além disso, como a interface grafica em si estd sendo desenvolvida em
Qt, Python oferece algumas solugdes interessantes a organizagdo dos arquivos,
como a possibilidade de criar um arquivo a parte para a implementacao das funcoes
da interface, n&o alterando assim o arquivo principal, que pode ser atualizado sem
necessidade de reescrita total do codigo.

Por ndo se tratar de um ponto critico para o desempenho ou para o tempo total
de simulacdo do modelo desenvolvido, ndo ha necessidade de implementar técnicas
de paralelizagdo as funcionalidades basicas da interface. Por fim, a opg¢ao por essa
linguagem permite implementar visualizacdo de graficos dinamicos de maneira mais
simples, através de extensdes disponiveis na biblioteca matplotlib, que permitem
integra-la ao Qit.

Buscando melhorar a experiéncia do usuario com o framework, a traducao das
informacdes biologicas em codigo é feita automaticamente, a medida que o usuario
procede pelas etapas da modelagem. Para isso, foi implementada uma abordagem
simples na qual o framework trabalha com a construcédo de 5 arquivos durante a
construcéo do modelo e simulagao do modelo.

O primeiro arquivo consiste em uma lista de classes, com atributos e métodos
predefinidos. Cada tipo de input esperado (e permitido ao usuario) é representado
por uma classe. Por exemplo, a classe “Proteinas” tem como atributos: “sequéncia”,

”

“concentracdo”, “localizacédo” (opcional), “gradiente” (opcional), “meia vida”, “estrutura

LEEN 1]

3D” (opcional), etc. Os métodos pré-definidos sdo “degradacéo”,

L H

interacdo

reacao

EE AN 13

“transporte ativo” “mutacéo aleatoria” (estatisticamente ativado) e “difuséo”. Usuarios

mais avancados podem editar este arquivo de maneira a definir novos métodos que
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reflitam comportamentos desejados, além dos pré-definidos.

O segundo arquivo guarda todos os dados fornecidos pelo usuario como objetos
das classes apropriadas. Esse arquivo é escrito a medida que o usuario fornece
informacdes ao programa, nos modulos “Inserir Dados” e “Modelagem”. Sempre que o
usuario decidir criar uma nova molécula, ele preenchera um formulario, e ao salvar, as
informacgdes entradas serdo devidamente organizadas nesse arquivo.

O terceiro arquivo corresponde a reunido de todos os algoritmos que podem
ser aplicados para a simulagédo do modelo construido. O(s) algoritmo(s) utilizado(s)
dependerédo das entradas fornecidas pelo usuario no médulo “Definicbes de
Simulacao”. Do ponto de vista do desempenho em geral da simulagcédo, este € o
arquivo mais importante. Sua fung¢ao dele € processar todos os inputs de acordo com
as opc¢oes estabelecidas no modulo “Definicdes de Tecnologia”, onde o usuario podera
controlar, até certo ponto, o grau de paralelizagcao do modelo criado, além de introduzir
informacgdes a respeito da maquina ou cluster que processara a simulagao, permitindo
assim que os pontos criticos de paralelismo, j& pré-definidos nos algoritmos sejam
otimizados.

Por padréo, a paralelizacédo se dara da seguinte maneira: cada submodelo sera
inicializado como um processo, e cada uma das reagdes, regras ou interagdes entre
0s componentes sera processado por uma thread diferente, quando possivel. Caso o
usuario opte por utilizar também placas gréaficas para o processamento, submodelos
adjacentes (que possuem maior grau de interacéo entre si) poderao ser atribuidos ao
mesmo processo, e serao processados por threads da mesma GPU.

O quarto arquivo contém os outputs da simulacdo. Nele, os dados referentes ao
andamento da simulac&o serdo gravados a cada passo concluido, que representam
intervalos de tempo definidos pelo usuario. Como outputs, o usuario podera definir
no modulo “Definicbes de Simulagao”, e visualiza-los no mddulo “Resultados”. A
estrutura do arquivo permite que o usuério tenha acesso a toda a evolucéao temporal
da simulacéo, e visualize eventos celulares importantes com maior precisao.

O quinto arquivo, contendo os registros (logs) da simulacao serédo salvos em um
arquivo a parte, e poderéo ser consultados através de uma secéao da interface. Neste
arquivo, o0 usuario tera acesso a informag¢des complementares da simulacdo, como
as definicées, parametros de entrada selecionados, critérios de parada e alertas de
possiveis erros e sua provavel origem.

4 | PRIMEIROS RESULTADOS

Uma vez definida a metodologia para criagcdo de modelos e o0s requisitos
destacados na secdo anterior, 0 desenvolvimento do framework foi iniciado pela
construcao de sua interface grafica. No estagio atual de desenvolvimento, todos os
moédulos da interface grafica ja estdo desenhados, porém somente os dois primeiros
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estao funcionais.

O primeiro modulo, denominado “Insercédo de dados” (Figura 2) permite que o
usuario forneca todos os dados necessarios a criagcdo do modelo. Com o intuito de
facilitar o processo de insercéao de dados, o usuario pode optar por importar dados
diretamente de bancos de dados. Todos os dados inseridos ficam registrados para
posterior uso no médulo “Modelagem”.
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Figura 2: Exemplo da utilizagédo da funcao "importar dados" do médulo 1. Essa funcao
atualmente permite que usuario obtenha dados para constru¢do do modelo diretamente de
bancos de dados suportados (UniProt e WholeCellKB). Para importar dados, o usuario devera
selecionar o repositério, o tipo de célula, a variante (caso mais de um tipo esteja disponivel, os
parametros e o tipo de importacdo. Esta Ultima op¢éo permite escolher entre importar dados
relativos a estrutura 3D, quando disponiveis, dados de interacéo, e sequencias, o que facilita o
processo de modelagem.

O modulo “Modelagem” (Figura 3) permite que o usuario construa seu modelo
utilizando os dados inseridos no modulo anterior. A interface foi projetada de maneira
possibilitar que o modelo seja criado visualmente, onde o usuério define o tipo de
modelo, os elementos participantes e as relacdes entre eles. Dessa forma é possivel
construir submodelos utilizando o paradigma de modelagem apropriado, devendo
0 usuario definir as regras de integracdo dos submodelos para a obtencdo de um
modelo final coerente.
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Figura 3: Exemplo de utilizagdo do médulo "Modelagem". Neste médulo, o usuario pode utilizar
formas geométricas para representar componentes do sistema modelado, e estabelecer a
relacdo entre eles através de equacdes ou regras. Neste exemplo, o modelo criado € do tipo
EDO, e representa uma reacao genérica sob a agdo de um inibidor Clicando sobre qualquer
uma das espécies, inibidor ou reacao representada, o usuario pode alterar concentracdes,
parametros ou equacgdes que governam a reagao, por exemplo. Clicando sobre as linhas
€ possivel estabelecer as relagcdes entre as espécies representadas, de maneira a gerar
equacdes pré-definidas automaticamente, agilizando o processo de criagao de modelos.

O terceiro modulo (“Definicdes de Simulagao”) permite que o usuario defina os
algoritmos a serem utilizados, a resolu¢ao da simulacao (definicdo da escala de tempo
€ passo), variaveis a serem monitoradas, outputs, etc. Neste mddulo o usuario pode
ainda definir eventos que deverdo ocorrer quando determinadas condicbes forem
atendidas, a exemplo de perturbacdes devem ser introduzidas apds a decorréncia de
certo tempo. Dessa forma, sera possivel simular experimentos com maior precisao
dos resultados.

O quarto médulo permite definir e analisar critérios de paralelizacédo, como
quantidade de processos ou threads utilizados, como eles seréo utilizados, e se a
simulacdo deve ou ndo utilizar placas graficas como coprocessadores, quando
disponiveis. Por se tratar de um modulo que exige conhecimentos avancados, todas
as configuragdes vem com valores pré-definidos recomendaveis que, permitem que a
simulacéo seja paralelizada de forma genérica para reduzir os tempos de simulagéo
de maneira razoavel. Usuarios avangados poderao ajustar critérios que exigem maior
conhecimento de computacéo de alto desempenho, como balanceamento de carga,
alocacéo de memoria e diviséo das threads e processos.

O ultimo moédulo (“Resultados”) permite analisar os resultados graficamente.
Nele o usuério pode ter acesso a toda a evolugcéao temporal das variaveis previamente




selecionadas, de maneira que o efeito de todos os eventos definidos possam ser
visualizados tanto visual quanto quantitativamente. Em suma, esse mddulo tem o
objetivo de permitir uma analise aprofundada dos resultados da simulacgéo.

51 PROXIMOS PASSOS

Além da implementacao das funcionalidades dos médulos restantes, as proximas
etapas do desenvolvimento do framework incluem melhorias no suporte a diferentes
bancos de dados, suporte a modelos SBML, criagao e validacéo de um primeiro modelo
de célula completa utilizando o framework, e publicacdo do framework.

Uma vez implementadas todas as fungbes do framework, sera necessario
proceder a validacao do framework e de modelos criados por esta ferramenta. Para
isso, um primeiro modelo sera desenvolvido e simulado com o framework, e seus
resultados comparados ao modelo atual da bactéria Mycoplasma Genitalium e a dados
provenientes de literatura, que n&o tenham sido utilizados na constru¢ao do modelo.

Apo6s validado, o framework sera disponibilizado através da internet com licenca
Open Source, juntamente com sua documentacdo e manual, de maneira a permitir
que pesquisadores nas areas de biologia, farméacia, quimica, medicina, biomedicina,
etc. tenham acesso a esta ferramenta em suas pesquisas, e possam produzir modelos
computacionais utilizando-os como auxiliares em suas investigagoes.

Levando em consideragao que nem todas as informacodes de interesse podem ser
encontradas em um Unico, ou poucos bancos de dados, € desejavel que o framework
seja capaz de importar dados de uma maior variedade de repositorios. Dessa forma, o
usuario podera obter dados de maneira mais simples e rapida, acelerando ainda mais
0 processo de construgcao de modelos.

Outro aspecto importante é a possibilidade de compartilhar modelos, estejam
eles prontos ou em desenvolvimento. Dessa maneira, sera possivel a criacdo de
modelos de forma colaborativa. Por ser um formato ja estabelecido, € interessante que
os framework implemente uma forma de traduzir os arquivos referentes aos dados do
modelo, e suas configuragdes, em um Unico arquivo SMBL, que possa ser publicado
em plataformas de compartilhamento de modelos, por exemplo.
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CAPITULO 7
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ABSTRACT: Rice (Oryza sativa L.) is one
of the most important crops in the world, and
it has being the primary source of nutritional
layout in developing countries in Asian. Despite
this remarkable importance, there are few
studies about the development of techniques
that minimizes the potential problems inherent
of this grain cultivation, such as competition
with weeds, making necessary the use of
herbicides. The glutathione S-transferases
(GSTs) superfamily confers to rice protection
against biotic and abiotic stress, and herbicide
resistance. However, the three-dimensional
structure of a GST Tau class, is unsolved.

Gestao e Producao da Informagéo no Brasil

The objectives of this work were to develop a
reliable comparative model for the s-transferase
glutathione class Tau 5 from rice, and simulate
docking against  herbicides
bentazon and metsulfuron. Results showed
that the predicted model is reliable and has
structural quality. Ramachandran plot set 95,4%

interactions,

of the residues in the most favored regions. All
complexes showed negative binding energies
values; and bispyribac sodium docked to the
glutathione tripeptide, and it represents an in-
silico evidence of glutathione conjugation with
this herbicide.

KEYWORDS: Molecular Modeling, Docking,
OsGST, Herbicide.

11 INTRODUCTION

Rice (Oryza sativa L.) is one of the most
importante crops in world, being 90% of the
mundial rice cultivation arising from Asia,
supplying 60% of the rice mundial demand
(DOGARA; JUMARE, 2014). This means an
importance againstitimpactonthe agrobusiness,
since its nutritional value consists in the primary
source of nutritional layout in developing
countries in Asian (DOGARA; JUMARE, 2014).
According to FAO, and the International Institute
of Rice Research (IRRI), rice needs more

production to supply the alimentation demand,
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since for the year 2050 it is estimated that the demand increases at least 60% in relation
to 2016 production level (ORGANIZACION DE LAS NACIONES UNIDAS PARA LA
ALIMENTACION Y LA AGRICULTURA, 2016). However, there is a few studies about
development of techniques with the potential to minimize the problems inherent to
the cultivation of this cereal, and competition with weeds, (SANTOS, 2006), without
despising the damage caused by many herbicides.

Among detoxification enzymes, the most known and studied are glutathione
transferases, which conjugates these xenobiotics and turn them into a water soluble
complex (WILCE e PARKER, 1994; KREUZ, TOMMASINI, MARINOIA, 1992). This
enzimes confers to rice catalitic action, and protection agains biotic and abiotic stress
including herbicides resistence/tolerance (FROVA, 2003, 2006), and its main reaction
consists in the conjugation of the tripeptide glutathione to a hydrophobic compound,
making it more soluble and less (MARRS, 1996), maintaining cellular homeostasis.
Tau class GSTs are extremely important as they are involved in the metabolization to
a broad spectrum of important commercial herbicides (EDWARDS, DIXON, WALBOT,
2000). A study made by (Lajmanovich et al., 2013) suggest that Bispyribac Sodium
has a correlation with Glutathion S-trasnferase expression. The aim of this study was
to construct a theoretical model for a tau 5 Oryza sativa glutathione S-transferase
(OsGSTUS5) and perform docking simulations against Bispyribac Sodium herbicide.

2| MATERIAL AND METHODS

2.1 Data mining

At first, the primare OsGSTUS5 (Oryza sativa L. glutathiona S-transferase tau 5)
sequence were obtained in .fasta extension in NCBI data bank, a good quality structure
model were searched for template using the “BLASTp” (Basic Local Alignment Search
Tool for proteins - http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi) in .pdb extension from PDB
(Protein Data Bank, http.//www.rcsb.org/) data bank.

2.2 Homology modeling and model validation

The OsGSTUS5 primary sequence was obtained from NCBI database (https:/www.
ncbi.nim.nih.gov/). The SWISS-MODEL server Automated Mode tool (http://swissmodel.
expasy.org/) was used to generate the model (ARNOLD et al., 2006; KIEFER et al.,
2009) The model validation process used the Ramachandran graph analysis through
the PROCHECK program (LASKOWSKI et al., 1993) to verify the stereochemical quality
of the structure. Local quality was accessed by ANOLEA (MELO, 1998) and GROMOS
force fields (van GUNSTEREN et al., 1998). All the generated docked complexes were
visualized with Visual Molecular Dynamics software (SURHONE et al., 2010).

2.3 Protein pockets identification, docking simulation and anchor residues
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identification

The protein pockets identification where using the ghecom 1.0 finder server
used to find multi-scale pockets on protein surfaces using mathematical morphology
(KAWABATA 2007, 2010).

The as ligands structure (Table 1.0) were obtained from the ZINC database
(http://zinc.docking.org/) in .mol2 extension files. These files were converted to .pdbqt
in Autodock 4.2.1 (MORRIS et al., 2009) (https://www.chpc.utah.edu/documentation/
software/autodock.php), polar hydrogens were removed and their molecules were
assigned with the Gasteiger parameters (GASTAIGER, 1980).

Name Zinc ID Class HRAC 2D

Bispyribac  ZINC Acido 0 Moo 0 0 LN
sodium 04098944 Pirimidiniloxibenzdico B g \g
—° O

Table 1. Herbicide used in docking simulation

The OsGSTUS5 theoretical model, was converted to .pdbqt file in Autodock,
hydrogens and Kollman parameters were added (WEINER et al., 1984). The GTX was
treated as a cofactor. Docking simulations were run on the Autodock 1.5.6 program
(MORRIS et al., 2009) and the Lamarckian genetic algorithm (LGA) whas choosen.
The simulations had the following parameters: 10,000 replicates, energy analyzes
per 1,500,000 and 27,000 generations, population size of 150 and mutation rates and
crossing-over of 0.02 and 0.08 respectively. The 10 conformations were generated
that were ranked based on the lowest energy and important residues interaction were
analyzed in the VMD (SURHONE et al., 2010) (http://www.ks.uiuc.edu/Research/vmd/).

3 | RESULTS AND DISCUSSION

3.1 Data mining

The template used was a crystal structure of a glutathione S-transferase PtGSTU30
from Populus Trichocarpa, in complex with GSH (PDB ID: 5J4U) presented 1.249 A
resolution (THOM et al., 2002), and high 55.09% identity value, revealing a homology
between the OsGSTUS and PtGSTUS30 proteins appropriate for the modeling what was
perceived by the results with other Tau class proteins used in researches (KILILI et al.,
2004).
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Target Protein Template data

Protein ID Protein (PDB- otod Identy  Hesolution
ID) A
OsGSTU5 AAG32470.1 PtGSTU30 5j4u XRD 55.09 1.249

Table 2. Target and template proteins data description

3.2 Sequences alignment and conserved regions identification

The Figure 1 shows conserved and semiconserved regions between OsGSTU5
and PtGSTUSO0 (template) sequences (labeled), and some important anchor residue in
the catalitic pocket HIS 51 (green arrow) other important residues like LYS53, LYS 111
and LYS 112 (red arrows) were not conserved residues.

T proer 1 T A B A A R B I B B B RN R
20 230 40 50

ARG324T70.1 “DEVVI..I.D PEGCRCRIALAERGVEYEYSE LADESDLLLESNEW

pdb | 5J4U|.ﬁ. HHHHHHGS SDCVTLLD WEPFSPEFGHMRVRLA ERGVEYEYSE LR

| |....|....|
100

Meazé'?o-lnnvi.z.—m npvct‘c-‘LElIDLrﬁpprl-inl;]spRlx_; DEYARA
pdb | STJ4UA s CMMNEVNECIE HNGREPVCESLIIV EVWEDS@PLLESD
“Otlttttll‘tl‘l‘ll‘l‘ll‘ll‘l‘l‘l‘ll‘l‘l‘l‘ll‘lIllllllllll1|I|1||
ARG324T70.1 rrfswAD LVDK‘KL TRL-‘E‘K }:.‘:D?—.?—.‘- RDI-L— AE
pdblSJ‘iUln.P*l RHGSR WADEYV IYDLG I""I‘KK ;!.:-‘.K LM
. P
ARAG3I24T70.1 SDYEFSSE :-.': 31 I-U— ERL;, 3':;.vﬂ
pdblSJéUlLL;DKP’ BJE LHfETI SHER

15 200
CPRLVAWGE =
EAECPEMIAY =

210 220 230
ARG32470.1 RDSVARTLTDERRVIEER RRREGARK
pdb | SIT4U|A CLCERETVSEA DECVY LMLMERE G

Figure 1. Sequences alignment, identification of conserved and semiconserved regions (labeled)
and achor residues (arrows)

3.3 Theoretical model construction, quality evaluation and validation

According to Laskowski (1993, 2012), a reliable predicted model are supposed to
display over 90% of residues in core regions of Ramachandran plot (A, B and L), for Ho
(2005) some residues as glycine and proline has predictable and distinct distribution
on the Ramachandran plot, as they present different stereochemical patterns. The
stereochemical quality was accessed considering the Laskowski (2012) critters, the
Ramachandran plot showed 95.4% of the residues (black squares and triangles) in
regions that were more favorable (red), 4.1% in allowed regions (yellow), 0.5% in
generously allowed regions (cream) and 0.0% in regions (white) as shown in Figure 2,
a model validation results by Maia and Nadvorny (2014) had 100.0% of the residues
in allowed regions.
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Figure 2. Model validation a. Ramachandran plot, b. quality mean for 6 paramethers.
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Quality mean for 6 parameters Z-score (Qmean6) was between 1 and 2 and
considered appropriated, meaning that the evaluation of the theoretical native
structure protein in comparison with experimental models of the similar size (residues)
in databanks had it stereochemical and atom parameters average considered good,
showed by the red arrow/star situed in Figure 3.

Figure 3. Theoretical model quality comparison among experimental models quality.
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The results from ANOLEA (MELO, 1998), and for GROMOS (van GUNSTEREN;
BERENDSEN, 1990), were generally negative values, revealing a model with stable
energy, and negative values for majority of the residues, corroborating with the results
showed by Hamid (2013), Maia and Nadvorny (2014). The generated and validated
theoretical model had the atomic coordinate considerated satisfactory for it native

structure and appropriated for Docking test.

3.4 Docking and anchor residues and protein pockets identification

The protein pockets were predicted (Figure 4. and Figure 4. A) by a multi-scale,
mathematical morphology algorithm (KAWABATA 2007, 2010). The docking anchor
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residues were compared throug the Ghecom results, and was perceived that they
belonged to the best pocket (in red), the catalytic cleft (Figure 4.B), near the detoxifying
subunit.

AV

A \ d i { \ /] )
%DEVVLLDLWSPFGQRC?IAMEKGV% syszosmogsm.nmsnwus xxvmwﬁcnwcssw TLEY IDBTWP§EPBKKKESPELLPSDPYAR%RARFWADYV?KKLFDOQTR;W
a 0

a a a a a 0 0

a & a

A h d A
QRCETALAEKGVEY EY SEQRLADK SDLLLRENF YRR VEVLLHBGR PVCEE LV LEY IDETWP PEPEKKK 56 PRLLPEDPTARRRARFHADY VPRK LFDCOTRL IR LRAGDAAH EQAKRD
0 0 i 2 3

i i i i 0 9 1
B B B B B B B B 0 0
B B

[ i
B B

mE%I.GTLEAmi:GDY FGGEAFgYLDVvLVPF\];AWFHAY ERLAGFAVAET CPRLVAWGERCKZRDSVAKTLT?PEKVY EFAL%LKAKE‘G
q 1

0 0 0 0 0 0 0 0 I B
B B B B B B B B B

Figure 4. Pockets and aminoacids sequence description, and anchor resides described
Figure4A All ranked pokets, Figure4 B Best pocket described (red)

The docking results for the Bispyribac Sodium “2,6-bis[(4,6-dimethoxypyrimidin-
2-yl)oxy]benzoic acid”, processed by the autodock program ranked ten possible
complexes based on intermolecular energy scores, binding energy, and H-bonds
that reveals atom (and residues) of the docked region binding of the ligand and the
protein (MORRIS et al. 2009) that present favorable interation information of the model
described in Table 3.
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Bispyribac Sodium Herbicide “2,6-bis[(4,6-dimethoxypyrimidin-2-yl)oxy]benzoic acid”

Binding Atoms

Inhibition
Constant Ligand_Protein Image
(Ki) residue _distance
A

Sistem

Protein Ranking Energy

<0>0:C1_
LYS112:NZ1_3.68

<0>0:08_
LYS53:HZ3 2,70

<0>0:08_
HIS51:ND1_3,16

1 -4,71 354,22

<0>0:08_
HIS51:HD1_2,66
<0>0:08_
LYS53:HZ1_1,73
us 2 -4,01 1,16 <0>0:C1_
GSH1:H12_2,52
<0>0:C1_
LYS111:HZ2_2,52

<0>0:C17_
LYS112:HZ1_2,98
<0>0:08_
LYS111:HZ2_1,98
<0>0:03_
GSH2:H11_2.13

3 -3,62 2,21

Table 3. Best three dockings ranked by the autodock, with descriptions of the interaction.

For clarification the non GSH ligand atoms distribution on the protein topology is
described in the Figure 5, and can be perceived theyr belonging to the catalitic cleft of
the protein (in White).
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Figure 5. Description of anchor residues location.

The docking results for herbicide Bispyribac Sodium and OsGSTUS5 are displayed
on the Table 3. and suggest that Lysins (LYS) situed on the catalitic pocket are
importante residues for the interaction, representing anchor residues. The anchors
residues seems to be three lysines at positions 53, 111 and 112 and a histidine at
the 51 position, located on the catalytic H-site of the enzyme (Figure 5) and a GSH
bound listed in Table 3, the results of the docking still reveals that the herbicide can
dock to U5 protein, in the tripeptide glutathione (GSH) subunit showed in Figure 3,
suggesting a possible detoxifying process (KILILI, 2004). It is probably that OsGSTUS
metabolizes bispyribac sodium herbicide through GSH-conjugation (YAMAMOTO et
al., 2012). A work done by Lajmanovich and Junges (2013) and another done by
Lu (2013) showed a correlattion between Bispyribac Sodium and the superfamily
of GST expression, its possible that OsGSTUS is one of the superfamily members
that suffer the same expression effect indicating the correlation between the herbicide
metsulfuron and OsGSTUS.

41 CONCLUSIONS

The results lead to conclude that the theoretical model developed (OsGSTUS),
presentes quality and is a representative native model suitable to the docking test. Our
insights could be used appoint possible molecular markers, for futher marker-assisted
selection tolerance/resistance to herbicide in plant studies.
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RESUMO: A febre Zika tornou-se uma das
maiores preocupag¢des na saude publica
mundial e do Brasil, principalmente depois da
recente descoberta de sua associacdo com
casos de microcefalia. Até o momento néo existe
vacina disponivel para o ZIKV e o tratamento
€ sintomatico. Em uma recente pesquisa foi
elucidada a estrutura tridimensional da ZIKV
NS5 RdRp, uma proteina associada a RNA
polimerase e importante ativadora do processo
de replicagcado do virus, com esta informacao,
veio a possibilidade de tornar esta enzima um
alvo de novos farmacos. Neste ambito, estudos
tedrico-computacionais sao de grande valia para
sinalizar possiveis inibidores desta enzima que

Gestao e Producao da Informagéo no Brasil

VIRUS DA ZIKA

funcionemcomantivirais, logo, o artigoteve como
objetivo a investigacéo da eficacia de farmacos
ja descritos na inibicdo da NS5 RdRp do virus
da Zika. A metodologia seguiu o0s seguintes
passos: Andlise da estrutura tridimensional
da NS5, bem como seu sitio ativo; busca na
literatura e nos bancos de dados de moléculas
por possiveis inibidores; simula¢des de docking
molecular e investigacdo de interacées nos
complexos proteina-ligantes e/ou proteina-
proteina gerados. Buscou-se destacar quatro
paréametros considerados mais importantes
na avaliagdo para o melhor complexo de cada
docking: A Constante de Inibicdo Estimada
(CIE), a Energia Intermolecular Final (EIF) e a
Energia Livre de Ligacédo (ELL) estimada pelo
programa. Os farmacos testados foram os
antivirais: Acyclovir, Indinavir e Valgacyclovir.
A pesquisa obteve éxito quanto o objetivo
proposto, tendo sido capaz de identificar valores
de interacéo entre os farmacos testados e a
proteina responsavel pela replicacdo viral do
ZIKV NS5 RdRp.

PALAVRAS-CHAVE: Saude Publica, Arbovirus,
Docking Molecular.

ABSTRACT: Zika fever has become one of
the biggest concerns in world public health and
Brazil, especially after the recent discovery of
its association with cases of microcephaly.
Until now, there is no vaccine available for
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ZIKV, and the treatment is symptomatic. In a recent research was solved the three-
dimensional structure of ZIKV NS RdRp X-Ray crystallography, a protein associated
with RNA polymerase and important activator of the virus replication proccess, with this
information, ocurred the possibility of making this enzyme a target for new drugs. In
this context, theoretical-computational studies are of great value to indicate possible
inhibitors for this enzyme that work as antiviral, so the article aimed to investigate the
efficacy of drugs already described in the inhibition of NS5 RdRp of the Zika virus. The
methodology adopted the following steps: analysis of the three-dimensional structure of
the NS5 and its active site; search by potential inhibitors in the literature and databases
of molecules; perform molecular docking simulations and analysis of interactions
in protein-ligands and/or protein-protein complexes generated. Four parameters,
considered to be important in the evaluation for the best complex of each docking,
were used: The estimated inhibition constant (EIC), the Final Intermolecular Energy
(FIE) and the Free Binding Energy (FBE) estimated by the program. The drugs tested
were the antivirais: Acyclovir, Indinavir and Valgacyclovir. The research was successful
in terms of the proposed objective and was able to identify interaction values between
the drugs tested and the protein responsible for viral replication of the ZIKV NS5 RdRp.
KEYWORDS: Public health, Arbovirus, Molecular docking.

11 INTRODUCAO

No Brasil e no mundo, doengas relacionadas com vetores transmissores de
epidemias ainda preocupam e sao responsaveis por um alto numero de mortalidade
e mobilidade humana. O agravante disto & antecedido por alguns fatores, como: ciclo
de vida do mosquito, condicdes ambientais e sanitarias onde estes se desenvolvem
e hospedeiros e/ou reservatérios que sao diretamente responsaveis por encabecar a
cadeia de transmissao das doencgas (CARVALHO & SOUZA, 2016). Focando no Brasil,
infelizmente o pais ainda vive uma época de caréncia em termos de saneamento
basico, dez anos ap6s a incisao da lei de saneamento basico (Lei 11.445/2007) tem-se
49,07% da populacéo brasileira sem acesso a coleta de esgoto e 57,3% sem esgoto
tratado (G1, 2017), um numero consideravel e agravante em termos de proliferacdo
de doencas virais.

O Zika Virus (ZIKV) & um arbovirus transmitido pela picada dos mosquitos Aedes
aegyptie Aedes albopictus, e recentes evidéncias apontam também o mosquito Culex
quinquesfasciatus como vetor. Também pode ser transmitida por relacdes sexuais e
transfusdo sanguinea, mesmo com parceiros e doadores assintomaticos. Os meios
de transmisséo saliva, urina ou leite materno ainda nao foram confirmados. O primeiro
registro desta doenca foi em 1947 na Floresta Zika, em Uganda, detectado inicialmente
em macacos. Em 1954, na Nigéria, foram registrados os primeiros casos humanos
(Zanluca et al., 2015).

A confirmacéo de transmissao da febre causada pelo Zika virus surgiu no Brasil
em meados de abril de 2015, apresentou-se incialmente nos estados do Rio Grande
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do Norte e da Bahia na regiao Nordeste do pais. A semana Epidemiologica (SE) alertou
no mesmo ano sobre a sinalizacdo de 19 unidades da Federacéo sobre a confirmacéo
laboratorial da doenc¢a, porém nao foram divulgados dados quantitativos. Ja em 2016
a SE divulgou ndo sé as unidades (13) como também os dados quantitativos que
se mostraram alarmantes: 35.505 casos da doenca na regido Sudeste, seguido pelo
Nordeste, 30.286 casos e no geral foram 91.387 casos de Zika no Brasil (CARVALHO
& SOUZA, 2016).

A epidemia causada pelo ZIKV comeca a se propagar entre 3 a 12 dias apés a
picada e tem como sintoma marcante a febre baixa (entre 37,8° e 38,5°C), que vem
acompanhada se sintomas gerais, dores articulares, conjuntivite, erup¢des cuténeas
com coceiras, dor muscular e dor de cabeca. Apesar dos sintomas parecem ser triviais
surgiram casos mais severos no Brasil e Polinésia Francesa ligados a microcefalia,
uma doenca neurolégica congénita (sindrome de Guillain-Barré) tem sido catalogada.
Dentro desse contexto, com 0 aumento exponencial de casos surgiu a preocupagao dos
Orgaos publicos em respeito a saude mundial, além de imprescindibilidade em vigiar
sindromes neuroldgicas em pacientes febris agudos, também, existe a necessidade de
mais estudos relacionados ao Virus da zika e pesquisas voltadas a cessar o culmino
de seu efeito sobre a populacdo (ZANLUCA, 2015).

Até o momento nao existe vacina disponivel para o ZIKV e o tratamento
€ sintomatico, ou seja, ndo ha tratamento especifico para a doenca, apenas
medicamentos para amenizar os sintomas. No entanto, diversos estudos focam em
desenvolver vacinas e medicamentos especificos. Em uma recente pesquisa foi
elucidada a estrutura tridimensional da ZIKV NS5 RdRp, uma proteina associada a
RNA polimerase e importante ativadora do processo de replicacao (GODOQY, A. et al.
2017).

A estrutura tridimensional de uma proteina alvo, preferivelmente com um ligante
para a possivel elucidacdo do seu sitio receptor € o segredo para o desenho de
farmacos com base na estrutura, uma vez definida a estrutura do sitio receptor pode
ser utilizada para determinar um farmacéforo para a triagem virtual em bibliotecas de
compostos e em pesquisas de dockingmolecular que podem ser usados para aclarar
e aperfeicoar a estrutura dos compostos lideres (Willis, 2002).

Com a elucidacdo da estrutura da ZIKV NS5 RdRp, proteina associada a
replicacéo viral, surgem possibilidades de tornar esta enzima um alvo de novos
farmacos, intentando a busca de inibidores e experimentos in silico, como o docking
molecular (atracamento), podem ser extremamente Uteis para a sinalizacdo de
possiveis moléculas com potencial para inibicdo da proteina NS5, logo, este trabalho
teve como objetivo selecionar in silico possiveis inibidores da proteina de replicacao
NS5.
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2 | METODOS/METODOLOGIA

2.1 Estrutura da ZIKV NS5 RdRp

As coordenadas atomicas da ZIKV NS5 RdRp foram obtidas no banco de dados
PDB-Protein Data Bank através do cddigo de acesso 5U04 (Godoy et al. 2017). A
estrutura (Figura 1) foi analisada visualmente pelo softwareVMD-Visual Molecule
Dynamics (Humpfrey et al., 1996).

Figura 1 — Visualizagao do ZIKV NS5 RdRp

Fonte — Autores.

2.2 Selecao Das Moléculas

Foi realizada uma revisdo de literatura, com a perspectiva de melhor
desenvolvimento de pesquisa e elucidar possivel moléculas ligantes que possam vir a
mostrar bons resultados computacionais quanto a sua inibicdo a NS5. A pesquisa se
deu nos sites de busca académica Google académico onde foi possivel visitar banco
de informacdes como SciELO, PubMed, Lilacs, Medline entre outras plataformas.

Comrelacgéo a estrutura dos ligantes foram feitas buscas na literatura e em bancos
de dados de pequenas moléculas, como o ZINC Database, Pubchem e também o
banco do Chemspider (h. Foram gerados arquivos na extensao .pdb e as estruturas
dools compostos a serem testados forma analisadas visualmente pelo VMD-Visual
Molecule Dynamics e no Discovery Studio.

2.3 Docking molecular

Os experimentos de docking proteina-ligante ZIKV NS5 RdRp +Ligante foram
realizados no programa Autodock1.5.6 (Morris et al., 2009), no qual ocorreu um pré-
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dimensionamento da grade cubica de energia de volume 126 x 126 x 126 A, que
foi centrada no receptor. Utilizou-se o algoritmo genético Lamarckiano (LGA). Dez
conformacgdes ranqueadas por energias foram geradas para cada complexo proteina-
ligante, ap0s organizadas, coletadas fez-se a analise através da opg¢ao Autodock
tools. As conformacdes obtidas organizadas, coletadas e analisadas através da op¢ao
Autodock tools. Os melhores complexos de cada simulagao foram selecionados para
analise visual no VMD (Humpfrey et al., 1996).

2.4 Compostos Testados

As andlises foram feitas a partir de farmacos ja conhecidos no mercado pela
sua aplicagao antiviral, porém nenhum deles possui trabalhos na literatura sobre esta
funcao aplicada diretamente ao Zika virus.

2.5 Acyclovir

E analogo aciclico da desoxiguanosina. Seu mecanismo de acéo esta esclarecido.
Pela acao catalitica das timidino-quinases dos virus Herpes simplex e Varicella zoster,
as quais o farmaco se liga 200 vezes mais firmemente que a enzima celular, o aciclovir
€ convertido ao monofosfato de aciclovir, um nucleotideo, que é convertido ao difosfato
pela guanilato-quinase celular e ao trifosfato pela guanilato-quinase celular e ao
trifosfato por varias enzimas celulares. O trifosfato interfere com a DNApolimerase dos
virus citados e inibe a replicacdo do DNA viral, o que acarreta a morte dos virus. Esta
acao é seletiva; para inibir o crescimento das células do hospedeiro seria necesséria
concentracao 3.000 vezes maior do que a atingida do virus (Anvisa, 2015). A molécula
(Figura 2) pode ser obtida através de http://zinc.docking.org/substance/1530555.

Figura 2 — Visualizacdo do Acyclovir no software VMD-Visual Molecule Dynamics.

Fonte — Autores.

2.6 Valgacyclovir

E um pro-farmaco do ganciclovir (Figura 3) resultante da mistura de dois
diastere6meros. Estes sdo convertidos ao ganciclovir através de esterases hepaticas
e intestinais. Sua agéo antiviral resulta da inibicdo da sintese do DNA viral mediada
pelo trifosfato de ganciclovir. Comerciado como cloridrato (Anvisa, 2016). A molécula
pode ser obtida através de http://zinc.docking.org/substance/1543916.
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Figura 3 — Visualizagcéo do Valganciclovir no software VMD-Visual Molecule Dynamics.

Fonte — Autores.

2.7 Indinavir

Pertencente a categoria dos inibidores de protease, ao contrario zidovudina,
didanosina, zalcitabina e estavudina, que sao inibidores da transcriptase reversa
(Anvisa, 2016). O sulfato de indivanir possui a seguinte estrutura quimica, contendo
cinco centros quirais (Figura 4). A molécula pode ser obtida através de http://zinc.
docking.org/substance/22448696

Figura 4 — Visualizagdo da Indinavir no software VMD-Visual Molecule Dynamics.

Fonte — Autores.

31 RESULTADOS E DISCUSSAO

As energias obtidas nos calculos de Docking foram calculadas a partir de grades
localizadas no sitio ativo da proteina, a escolha do algoritmo lamarkiano foi fundamental
para que os ligantes buscassem conformacbes que fossem favoraveis para seu
atracamento. No programa Autodock4 a proteina foi previamente considerada rigida
em todas as simulagbes de Docking, enquanto os ligantes flexiveis, ao fim, foram
obtidos dez conformacdes de cada interagcéao proteina-ligante testados neste trabalho.
Destacou-se trés parametros que foram considerados mais importantes para a busca
do objetivo proposto, estes foram: A Constante de Inibicao Estimada (mM), A Energia
intermolecular Final e a Energia livre de ligacao (kcal/mol) estimada pelo programa. As
tabelas a seguir irdo expor o resultado destes parametros.
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3.1 Acyclovir

Os resultados de Docking Molecular do Acyclovir com a NS5 retratam o quanto
0s parametros podem variar de acordo com a conformacéo/complexo utilizado. A
Constante de inibicao expressa se mostrou bastante elevada em todos os complexos,
variando de 393.06 mM a 997.97mM. Com relacdo a Energia Livre de Ligacao e Energia
Intermolecular Final, em praticamente todos os complexos, exceto no complexo 4
(onde o programa nao apresentou valores para Ki), as energias foram negativas,
evidenciando através do Docking Molecular, que a interacdo proteina-ligante utiliza
menos energia em sua conformagao conjunta do que separadas. Na tabela 1, é
apresentado os resultados dos célculos de docking do Acyclovir a partir das estruturas
obtidas nesta pesquisa. Na tabela 1, é apresentado os resultados dos célculos de
docking do Acyclovir a partir das estruturas obtidas nesta pesquisa.

Complexo Energia Livre de Ligacao Energia Intermolecular Ki
1 -0.07 -1.86 888.17
2 -0.17 -1.96 749.35
3 -0.37 -2.16 535.47
4 +0.13 -1.66 -
5 -0.37 -2.16 539.31
6 -0.35 -2.14 554.31
7 -0.11 -1.90 826.13
8 -0.11 -1.90 833.49
9 -0.01 -1.80 997.97
10 -0.55 -2.34 393.06

Tabela 1 - Kl ou Constante de inibicéo expressa (CIE) em mM, Energia estimada livre (EEL) em
kcal/mol e energia intermolecular final (EIF) estimada pelo programa AutoDock4.

Fonte — Autores.
ApOs a realizacado dos calculos de docking do Acyclovir, utilizando o programa
Discovery Studio, foi possivel identificar as ligagdes ocorridas entre os aminoacidos de

maior proximidade, apresentando ligagdes de hidrogénio com os aminoacidos Ser703,
Asn704 e Glu707. Como pode-se ver na Figura 5.
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Interactions
- Conventional Hydrogen Bond

Figura 5 — Visualizagédo 2D do composto Acyclovir e os residuos da NS5 de maior interagéo.

Fonte — Autores.

Ainda no uso do software Discovery Studio (BIOVIA DISCOVERY STUDIO
VISUALIZER, 2014) foi possivel analisar a nuvem eletrostatica do receptor (NS5),
onde é possivel notar que o local de atracamento esta situado em uma regido de
interacdo neutra. Proximo ao local de encontro, também é possivel notar uma regiao
muito eletronegativa, um dos aminoacidos responsaveis é o Glu 707. Essas afirmagdes
podem ser observadas na Figura 6.

Interpolated Charge

0,100
0,067
0,033
0,000
-0,033
-0,087
-0,100

Figura 6 — Proteina NS5 RdRp com farmaco Acyclovir (em amarelo) e a nuvem eletrostatica da
interacdo receptor com o acyclovir.

Fonte — Autores.

3.2 Indinavir

O Docking Molecular do farmaco indinavir com a Proteina NS5 RdRp apresentou
altas constantes de inibigcdo, variando de 8.13mM a 652.40mM. A Energia Livre de
ligagdo foi negativa em basicamente todos os complexos, exceto o complexo 8.
Enquanto a Energia Intermolecular Final apresentou resultados expressivamente
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negativos. Logo, os pardmetros evidenciam uma boa interagéo ligante-proteina entre
as moléculas propostas (Tabela 2).

Complexo Energia Livre de Ligacao Energia Intermolecular Ki
1 -1.27 -5.45 117.02
2 -0.60 -4.78 362.50
3 -0.25 -4.43 651.89
4 -2.47 -6.65 15.46
5 -1.69 -5.86 57.98
6 -0.98 -5.16 189.90
7 -2.85 -7.03 8.13
8 +2.85 -3.81 -
9 +0.36 -4.43 652.40
10 -0.64 -4.82 336.90

Tabela 2 - Kl ou Constante de inibicao estimada (CIE) em mM, Energia estimada livre (EEL) em
kcal/mol e energia intermolecular final (EIF) estimada pelo programa AutoDock4.

Fonte — Autores.

AplGs a realizagdo dos calculos de docking do Indinavir, utilizando Discovery
Studio, foi possivel identificar as ligagcdes ocorridas entre os aminoacidos de maior
proximidade, apresentando ligacao de hidrogénio com os aminoacidos Trp702, ligacdes
Pi com Asp534, Thr 700, Cys 849, Val 708, Pro 709. Como pode-se ver na Figura 7.

Y5
B9l

CY'S
EE49

Interactions

- Conventional Hydrogen Bond E Pi-Sulfur

E Carbon Hydrogen Bond - Pi-Pi T-shaped
- Unfavorable Donor-Donor - Amide-Pi Stacked
- Pi-Anion |:| Pi-Allyl

E Pi-Donor Hydrogen Bond

Figura 7 — Visualizacdo 2D do composto Indinavir e 0s residuos da NS5 de maior interagéo.

Fonte — Autores.

Utilizando o Discovery Studio foi possivel analisar a nuvem eletrostatica do
receptor, onde é possivel notar que o local de atracamento esté situado em uma regiéo
de interacdo neutra. As regides mais préximas nao apresentam picos eletrostéaticos.
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Essas afirmacdes podem ser observadas na Figura 8.

Interpolated Charge

0,100
0,067
0,033
0,000
-0,033
f -0,067
o -0,100

Figura 8 - Proteina NS5 RdRp com farmaco Indinavir (em amarelo) e a nuvem eletrostatica da
interacao receptor com o Indinavir.

Fonte — Autores.

3.3 Valgacyclovir

O Valgacyclovir demonstrou resultados interessantes. Nos oito primeiros
complexos o programa nao apontou valores para constantes de inibicdo e nestes
mesmos complexos, a Energia Livre de Ligagcao se mostrou positiva. Entretanto,
A Energia Intermolecular Final de todos os complexos se apresentaram negativas,
enquanto, as constantes de inibicdo apontada entre os complexos nove e dez variaram
entre 100.23mM a 467.82mM (Tabela 3).

Complexo Energia Livre de Ligacao Energia Intermolecular Ki
1 +0.78 -2.80 -
2 +0.85 -2.75 -
3 +0.60 -2.98 -
4 +1.47 -2.11 -
5 +0.99 -2.59 -
6 +0.13 -3.45 -
7 +2.00 -1.58 -
8 +1.99 -1.59 -
9 -1.36 -4.94 100.23
10 -0.45 -4.03 467.82

Tabela 3 — Kl ou Constante de inibicdo expressa (CIE) em mM, Energia estimada livre (EEL) em
kcal/mol e energia intermolecular final (EIF) estimada pelo programa AutoDock4.

Fonte — Autores.

ApOs a realizacao dos calculos de docking do Valgacyclovir, utilizando Discovery
Studio, foi possivel identificar as ligagdes ocorridas entre os aminoacidos de maior
proximidade, apresentando ligacdo de hidrogénio com os aminoacidos Ala 533 e Asp
692, Atracéao eletrostatica com Asp 535, Asp 534. Como pode-se ver na Figura 9.
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Figura 9— Visualizag&o 2D do composto Valgacyclovir e os residuos da NS5 de maior interagéo.

Fonte — Autores.

Utilizando o Discovery Studio foi possivel analisar a nuvem eletrostatica do
receptor, onde é possivel notar que o local de atracamento esté situado em uma regiéo

dentro da nuvem. As regides mais proximas apresentam picos eletrostaticos. Essas
afirmacdes podem ser observadas na Figura 10.

Interpolated Charge

0,100
0,067
0,033
0,000
-0,033
-0,067
-0,100

Figura 10 - Proteina NS5 RdRp com farmaco Valgacyclovir (em amarelo) e a nuvem
eletrostéatica da interacéo receptor com o Valgacyclovir.

Fonte — Autores.

41 CONSIDERACOES FINAIS

Os estudos in silico trouxeram consigo ferramentas computacionais altamente
eficientes para a resolucao de problemas farmacolégicos, dentre essas ferramentas,
€ possivel destacar o Docking molecular, que para a realizacdo deste trabalho vem
sendo indispensavel, por unir conceitos matematicos fisico-quimicos, termodinamicos
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e quimicos propriamente ditos.

Os trés resultados em destaque mostraram uma interacédo direta com o sitio
ativo da proteina por meio de ligacbes covalentes e pontes de Hidrogénio, além de
excelentes constantes de inibicdo e suas energias (intermolecular final e livre de
ligacdo) apontarem uma alta taxa de negatividade o que indica menor perca de energia
na uniao dessas moléculas. Os trés compostos em questao demonstraram evidéncias
na inibicdo da NS5 RdRp do ZIKV.
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