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ABSTRACT: According to the World Health Organization — WHO, Influenza viruses cause
respiratory infections that affect between 5 and 10% of the world population, being a public health
issue. Influenza A virus belongs to the Orthomyxoviridae family and its surface has the
glycoprotein neuraminidase which is associated to virus infection process. Considering the
complexity of its structures, influenza viruses constitute an interesting platform for generation of
recombinant viruses, with heterologous proteins. In this way, the present study characterized in
silico three heterologous proteins which consisted in different portion of neuraminidase coupled to
RFP. Prediction of 2D structure and the analysis of the physicochemical properties were realized.
Moreover, the modeling of the 3D structures was made by threading. The results demonstrated
that the conservation of different portions of neuraminidase changes physicochemical properties
of the molecule such as pl, hydropathy index, extinction coefficient. As shown, these parameters
also influence the dihedral angles, steric clashes, and consequently, the folding and the surface
of the protein. However, more modeling studies involving energy minimization and molecular
dynamics are necessary for the obtention of 3D models with better quality. Furthermore, the
experimental validation has great importance to better comprehension of the functional role of the
structures modeled in silico.

Keywords: Modeling; Physical-chemical characterization; Neuraminidase.

RESUMO: Segundo a Organizagdo Mundial de Saude — OMS, os virus Influenza causam
infeccdes respiratérias que acometem entre 5 e 10% da populagdo mundial, sendo um problema
de saude publica. O virus Influenza A é pertencente a familia Orthomyxoviridae e apresenta em
sua superficie a glicoproteina neuraminidase, que esta associada ao processo de infecgéo pelo
virus. Considerando a complexidade de suas estruturas, os virus influenza constituem uma
interessante plataforma para a geragao de virus recombinantes para a expressao de proteinas

heterdlogas. Dessa forma, o presente estudo buscou realizar a caracterizagéo in silico de trés
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proteinas heterélogas, que consistiam em diferentes por¢des da neuraminidase acopladas a
RFP. Foram feitas as analises das propriedades fisico-quimicas e predicao da estrutura 2D das
mesmas. Também foi realizada a modelagem das estruturas 3D por threading. Os resultados
demonstraram que a conservagdo de diferentes porgbes da neuraminidase altera as
propriedades fisico-quimicas da molécula tais como pl, indice de hidropatia e coeficiente de
extingdo. Esses parametros também influenciam os angulos diedros, as sobreposigdes
estereoquimicas e, consequentemente o enovelamento da proteina e sua superficie. Contudo,
mais estudos envolvendo modelagem com minimizag&o de energia e dindmica molecular s&o
necessarios para a obtengdo de modelos 3D de melhor qualidade. Além disso, a validagéo
experimental desses achados é de suma importancia para uma melhor compreensao do papel
funcional das estruturas modeladas in silico.

Palavras-chave: Modelagem; Caracterizagéo Fisico-quimica; Neuraminidase.

INTRODUGAO

Segundo a Organizagdo Mundial de Saude — OMS (2018), os virus Influenza causam
infecgdes respiratdrias que acometem entre 5 e 10% da populagdo mundial, sendo um problema
de saude publica. Quando pessoas inclusas em grupos de risco sdo infectadas, severas
complicagdes podem surgir, inclusive a morte. Embora a eficacia e a efetividade da vacina
contra o influenza confira moderada protecdo, esta pode ser aumentada em populagdes mais
jovens, ou reduzida ou ausente a depender da estagdo do ano e se o individuo for idoso
(OSTERHOLM et al., 2012). Nesse contexto, ha a necessidade de muitos estudos voltados para
o desenvolvimento de novas vacinas com maior eficacia contra esse patégeno (KUMAR et al.,
2018).

O virus Influenza A é pertencente a familia Orthomyxoviridae e se caracteriza pela
polaridade negativa dos seguimentos de RNA que compdem seu genoma viral. Seus subtipos
sdo segregados conforme o tipo de glicoproteinas em sua superficie, a Hemaglutinina (HA) e a
Neuraminidase (NA) (BOUVIER; PALESE, 2008). A NA é uma exosialidase (EC 3.2.1.18) cuja
sequéncia de aminoéacidos é codificada a partir do sexto segmento do RNA do virus Influenza e
compreende 470 aminoacidos. A estrutura tridimensional (3D) da NA se divide em quatro
dominios: o citoplasmatico, o transmembranar, a cabeca e a haste, sendo que essa Ultima
conecta a cabega ao dominio transmembranar (BOUVIER; PALESE, 2008; NAYAK et al., 2009).
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Considerando a complexidade de suas estruturas, os virus influenza constituem uma
interessante plataforma para a geragéo de proteinas recombinantes a serem empregadas como
vetores a fim de servir para a criagdo de vacinas contra patégenos de amplo interesse. Como
exemplo, temos a utilizagdo da proteina sinalizadora Red Fluorescent Protein (RFP). A estrutura
da RFP consiste em um barril § e uma hélice coaxial, possuindo 225 aminoacidos. Geralmente,
ela suporta a fusdo N e C- terminal com variados tipos de proteinas e € conhecida por expressar
em células compativeis com a marcacdo fluorescente (YARBROUGH et al, 2017). A
recombinagdo com proteinas fluorescentes vem sendo realizada ha aproximadamente 20 anos
agregando efetividade as técnicas de expressao in vitro (WALSH et al., 2000; EKATERINA et al.,
2015) e melhorando as analises voltadas para a producéo de novas vacinas.

Considerando as analises in silico, € possivel obter informagdes da estrutura da proteina
(i.e., primaria, secundaria e terciaria) por meio da utilizagdo de recursos computacionais. Tais
técnicas permitem avaliar as caracteristicas fisico-quimicas e seus possiveis efeitos na estrutura
(secundaria e terciaria) e fungdo da molécula, obter modelos 2D (bidimensional) e 3D da
estrutura da mesma, visando reconhecer regiées de maior ou menor interesse bioldgico. Dentre
as técnicas de modelagem 3D temos por homologia, threading e ab initio. O principio da
modelagem por homologia fundamenta-se na teoria da evolugéo, onde proteinas com a mesma
ancestralidade tenderiam a apresentar enovelamentos similares. Em outras palavras,
sequéncias similares apresentam estruturas semelhantes mesmo que o ancestral comum seja
distante (CHOTHIA; LESK, 1986). Essa é uma técnica mais rigorosa quanto a analise do
enovelamento (i.e., folding) e s6 pode ser utilizada entre proteinas com alta similaridade
estrutural. A modelagem por threading € menos restringente permitindo que estruturas de
proteinas com baixa similaridade possam ser preditas. Por fim, a técnica por ab initio é valida
para proteinas pequenas sem moldes disponiveis, onde por meio de simulagdo de Monte Carlo
os possiveis enovelamentos s&o preditos (ZHANG,; SKOLNICK, 2003). Os moldes utilizados nas
andlises de modelagem estrutural in silico sao obtidos por meio das técnicas experimentais de
cristalografia por difracéo de raio-x, ressonancia nuclear magnética ou microscopia eletronica
3D, cuja precisdo contempla os critérios de identidade e cobertura (WEBB; SALI, 2017),
permitindo assim conhecer ou resolver a estrutura 3D das proteinas. Essas estruturas séo
depositadas em bancos de dados publicos como RCSB PDB (Research Collaboratory for
Structural Bioinformatics Protein Data Bank — http://rcsb.org).

Desse modo, com 0 objetivo de caracterizar as estruturas de proteinas recombinantes

fusionadas as porgdes conservadas da haste da NA, foram utilizados recursos computacionais
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que fornecem informagdes acerca dos aminoacidos bem como as suas concentragfes nas
proteinas de interesse. Como a regido da NA até o residuo 84 ainda ndo foi cristalizada
(BOSSART-WHITAKER et al., 1993; WAN et al., 2015), a modelagem foi feita por threading e ab
initio. Tal abordagem contribui para o conhecimento acerca da natureza quimica da proteina e
pode servir de base para futuras analises in silico, como minimizagdo de energia e dindmica
molecular. Além disso, futuramente, podem ser empregadas no planejamento de experimentos
voltados para o desenvolvimento de virus recombinantes como vetores de antigenos heterdlogos

e, posterior aplica¢do na geragao de vacinas.

MATERIAIS E METODOS

Sequéncias proteicas: Foram utilizadas trés sequéncias proteicas que sdo provenientes
da traducéo in silico de plasmideos que codificam um segmento truncado da NA, os quais
podem possuir os primeiros 50, 100 ou 150 nucleotideos codificantes da regido 3’ do segmento
da NA (strain A/WS/1933 H1N1- UniprotkB — P03470), seguido pela insercdo da RFP
(PAmCherry1 protein - UniprotkB — DIMPT3), sendo denominadas Neu1 (246 aminoécidos),
Neu2 (263 aminoacidos) e Neu3 (279 aminoacidos), respectivamente. Essas sequéncias de
DNA recombinante foram traduzidas no software Mega 7 (https://www.megasoftware.net/)
(KUMAR; STECHER; TAMURA, 2016). Tais sequéncias foram gentilmente cedidas pelo Prof. Dr.

Alexandre de Magalhaes Vieira Machado, também autor do presente trabalho.

Caracterizagao fisico-quimica da estrutura primaria das proteinas recombinantes: Para
mensurar 0 numero absoluto e percentual (%) dos aminoacidos e determinar suas propriedades
fisico-quimicas foram utilizados o ProtParam Tool (http://web.expasy.org/protparam) e o
ProtScale (http://web.expasy.org/protscale), ferramentas online gratuitas e disponiveis no Portal
de recursos de Bioinformatica ExPASy do Instituto Suico de Bioinformatica (Swiss Institute of
Bioinformatics) (ARTIMO et al., 2012; WALKER, 2005).

Predicdo da estrutura secundaria das proteinas recombinantes: Para predizer os
possiveis enovelamentos das sequéncias de interesse utilizamos o PSIPRED (PSI-BLAST based
secondary structure PREDiction — http://bioinf.cs.ucl.ac.uk/psipred), um servidor online para
proteinas recombinantes (McGUFFIN; BRYSON; JONES, 2000). Os arquivos de entrada com
sequéncias proteicas recombinantes foram inseridos no formato FASTA e os arquivos de saida

no formato gréfico e no formato texto continham as informagées da estrutura.

http.//periodicos.pucminas.br/index.php/sinapsemultipla Sinapse Multipla, 7(2), dez., 81-94, 2018

84


https://www.megasoftware.net/

Faustino et al

Identificagdo de regides de desordem da estrutura primaria das proteinas
recombinantes: O software online PONDR - Predi¢cédo de Regifes Naturalmente Desordenadas —
foi utilizado para a identificacdo das regides de desordem nas proteinas recombinantes (BOMMA
et al., 2012). A predigao € realizada por meio de trés redes neurais estruturadas que avaliam a
desordem em regides longas, amino e carboxi terminais, alimentada por dados cristalograficos
obtidos por difragao de raios-X.

Modelagem da estrutura 3D das proteinas recombinantes: As estruturas foram obtidas
pelo software online e gratuito I-TASSER (YANG; ZHANG, 2015). A partir da sequéncia primaria
no formato FASTA, o software identifica os possiveis modelos 3D no formato .pdb. O método
threading por iteragdo usado é feito por meio do alinhamento perfil-perfil (profile-profile
alignment, PPA), onde a avaliagédo da similaridade das sequéncias proximas a de interesse
também é considerada na modelagem e as regides sem similaridade sdo modeladas por ab
initio. Dessa forma, é possivel predizer o enovelamento de proteinas pequenas cujas sequéncias
nao tém uma relagéo téo préximas. O arquivo de saida gerado é no formato .pdb.

Avaliagdo dos modelos 3D das proteinas recombinantes: Para validar o modelo 3D das
proteinas foi utilizado o PROCHECK (LASKOWSKI et al., 1993). O programa verifica a
estereoquimica de cada aminoacido na estrutura do modelo alvo comparada as estruturas
resolvidas experimentalmente na mesma resolucéo (A) e ainda destaca quais regides néo estao
adequadas (LASKOWSKI et al., 1993).

Visualizagdo dos modelos 3D das proteinas recombinantes: Os modelos gerados foram
visualizados com o Pymol, um sistema gréafico capaz de gerar imagens com alta definicdo das

estruturas de macromoléculas (DELANO, 2002).

RESULTADOS E DISCUSSAO

Caracterizagao fisico-quimica da estrutura primaria das proteinas recombinantes

O ponto isoelétrico (pl) diferiu as proteinas recombinantes Neu1 e Neu2 da Neu3
indicando que seja possivel separa-las experimentalmente (TAB. 02C). Conforme esperado, a
massa molecular aumenta conforme o numero de residuos da proteina, ou seja, a massa de
Neu1 é a menor, a de Neu2 é intermediéria e a de Neu3 é a maior (TAB. 01C e 02C). Neu1 e

Neu2 apresentam a mesma quantidade dos aminoacidos glutamato, aspartato, cisteina, tirosina,
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histidina, lisina e arginina, sendo estes diferentes na Neu3. A depender da fragdo da NA nativa, o
pl varia entre 5,2 a 6,5 (KENDAL et al.,1973).

O ndice Alifatico (IA) é uma medida de termoestabilidade da proteina e se correlaciona
com o volume ocupado pelas cadeias laterais alifaticas encontradas nos residuos de alanina,
valina, isoleucina e leucina. Esses grupos tendem a se agrupar no interior da molécula por meio
de interagdes hidrofébicas. Normalmente, quanto maior o valor desse indice maior a
termoestabilidade dessa proteina (AMBLEE; JEFFERY, 2015; GASTEIGER et al., 2005). Para a
Neu1 e Neu2 foi observada maior presencga de residuos alifaticos em sua sequéncia (22, 4% e
24,8%, respectivamente) e, portanto, maior IA (66,54 e 77,07, respectivamente). E importante
ressaltar que existem outros fatores que interferem com a termoestabilidade das proteinas, como
as pontes de hidrogénio e/ou ions de metais (IKAI, 1980), os quais ndo foram estimados nessa
andlise.

Todas as proteinas se mostraram estaveis, ou seja, com indice de Estabilidade
indicando uma meia-vida in vivo maior que 16 horas (IE < 40), conforme a classificagao proposta
por Rogers e cols. (1986), (TAB. 02C). De acordo com Guruprasad e cols. (1990) a estabilidade
das proteinas sofre influéncia em grande parte pela presenga dos aminoacidos metionina,
glutamina, prolina, glutamato e serina, sendo estes encontrados em menor quantidade na Neu?2
(26,9%), seguido da Neul (28,6%) e Neu3d (28,95%). Dessa forma, quanto menor a
concentracdo desses aminoacidos na proteina maior seria a estabilidade da mesma. Vale
lembrar que a meia-vida das proteinas também sofre influéncia de outros paréametros nédo
computados nessa analise, como os envolvidos na resposta desencadeada no organismo frente
a presenca de elementos exogenos.

A analise do Coeficiente de Extingdo Molar (CEM) indica o comportamento ético da
molécula traduzido pela capacidade dos aminoacidos aromaticos (triptofano, tirosina e
fenilalanina) de absorver luz ultravioleta (GILL; HIPPEL, 1989; GASTEIGER et al., 2005). Nao foi
observada diferenca entre 0 CEM da forma oxidada ou n&o da cisteina para as proteinas Neu1 e
Neu2 (TAB 02C). Ja para a Neu3 foi observado maior CEM na presencga de cisteina oxidada
indicando a influéncia das ligagbes dissulfeto para absor¢do de luz nessa proteina (TAB. 02C).
Com base nesse resultado seria possivel analisar experimentalmente os espectros de
absorbancia das proteinas em questdo, quer seja para a identificacdo ou quantificagdo das
mesmas, por exemplo.

A hidropatia foi avaliada por meio da Grande Média do Valor de Hidropatia (GRAVY),

caracterizada pela razdo entre a hidropatia dos aminoéacidos e o nimero total de residuos da
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sequéncia. Esse indice revela o potencial dos residuos para interagir com os constituintes de
regides membranares ou entdo para estabilizar a proteina por meio de interagbes entre seus
dominios (KYTE; DOOLITTLE, 1982). Foi observado que a Neu1 apresenta menor hidropatia
comparada a Neu2 e Neu3 (FIG. 01C e TAB. 02C).

Predigdo da estrutura secundaria e identificagcao de regiées transmembranares e

de desordem das proteinas recombinantes

Os residuos da estrutura selvagem da NA (P03470) estdo divididos em dominio
citoplasmatico (1-6), dominio transmembranar - Hélice (7-27) e superficie viral — Haste e porgéo
globular (28-453), (UniProtkB). Os resultados sugerem que os primeiros residuos das
sequéncias (1-6) ndo formam estruturas secundarias (FIG. 02C, 04C e 06C) e também n&o
formam dominios transmembranares (FIG. 08C). Por outro lado, os residuos que seguem essa
regiao tendem a formar uma folha, sucedida de uma hélice, exceto na sequéncia Neu1, que se
finda nessa regido. A Neu3 (FIG. 06C) apresenta uma hélice menor quando comparada a Neu2
(FIG. 04C). Os residuos envolvidos na formacdo da hélice nas proteinas recombinantes estéo
em posigdes diferentes quando comparados & NA selvagem. Isso sugere que a presenga dos
grupos carboxilicos, carregados negativamente, dos residuos de glutamato (E) traduzidos a
partir do sitio de clonagem inserido entre a NA e a RFP podem interferir na formagao da hélice.

Na regido proxima a fusdo da RFP a NA foi observada a presenga de desordenamento e
reduzida confiabilidade na predigdo da estrutura secundaria em todas as proteinas
recombinantes estudadas (regido de desordem 1, FIG. 03C, 05C e 07C). Segundo Bomma et al.
(2012), regides de desordem sdo caracterizadas por ndo possuirem uma conformagéo
caracteristica (i.e., hélice ou folha), mas podem exercer importantes fungbes como
reconhecimento e ativagdo na proteina, ou também aumentarem a hidropatia, flexibilidade e
formacado de folhas beta (UVERSKY, 2011). Os aminoacidos normalmente encontrados nessas
regides sdo alanina, arginina, glicina, glutamina, serina, glutamato, lisina e prolina (UVERSKY,
2011), os quais também foram observados nas regides desordenadas das proteinas estudadas,
bem como, folhas beta (FIG. 02C, 04C e 06C) e hidropatia elevada (FIG. 01C), quando
comparadas a outras porg¢oes das sequéncias das mesmas. As demais regides de desordem (2
e 3) observadas nas estruturas das proteinas recombinantes também se localizavam na RFP,
porém sem impacto na predicdo da estrutura secundaria nesses locais. A Neu1 apresenta

menos residuos transmembranares comparada a Neu2 e Neu3 (FIG. 08C). Esse dado esta de

http.//periodicos.pucminas.br/index.php/sinapsemultipla Sinapse Multipla, 7(2), dez., 81-94, 2018

87



Faustino et al

acordo com os indices de hidropatia (FIG. 01C) e hidrofobicidade (TAB. 02C) observados
anteriormente.

Juntos, os resultados demonstraram que ndo somente a RFP exerce influéncia no
enovelamento das porgdes conservadas da NA, como essas porgoes também interferem na sua
estrutura secundéria. Contudo, foi observado que na Neu1 a estrutura da RFP nao sofreu
modificagbes quando comparada a sua predigao individual (dados ndo mostrados). Por outro
lado, na Neu2 (FIG. 04C) duas folhas menores, a primeira formada por Val175 e Met176 e a
segunda formada por G180 e W181 foram substituidas por uma Unica al¢a (168 ao 190 residuo).
Além disso, na Neu3 a primeira folha apds a hélice esta constituida de um residuo a mais
(GIn40) e uma das folhas menores, formadas por Val189 e Met190 também foi substituida pela
alca. E importante observar que a ultima alterac&o esta presente em um local de desordem (FIG.
07C).

Modelos 3D

A NA néo foi enovelada conforme a estrutura secundaria predita (FIG. 01). Por outro
lado, a estrutura 3D da RFP apresentou poucas modificagdes quando comparada a sua
estrutura secundéria. Deve ser lembrado que a predicdo da estrutura secundaria €
fundamentada apenas na estrutura priméria, enquanto que a modelagem 3D também tem como

base as coordenadas atdmicas e os angulos diedros (WEBB; SALI, 2017).

(A) (B)

FIGURA 01 - MODELOS GERADOS DAS PROTEINAS RECOMBINANTES
Nota: As imagens dos modelos 3D foram geradas no Pymol — Delano, 2002. Onde A: Neu1, B: Neu2 e C: Neu3.
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A porgao inicial da NA apresenta cargas predominantemente neutras em sua superficie
(FIG. 09C). Como a Neu3 é a unica que possui residuos o suficiente para atravessar a
membrana, a sua por¢do final se mostra carregada negativamente. Os pontos de sitio de
clonagem (fusdo da NA e RFP) também apresentaram cargas negativas em sua superficie em
funcdo da presenga dos residuos de glutamato. Além disso, as superficies carregadas
negativamente das proteinas recombinantes se localizam nas mesmas regides de desordem
(FIG. 03C, 05C e 07C) e podem influenciar na conformagdo da estrutura 3D proteica. A Neu
apresenta menor quantidade de residuos hidrofébicos e o inverso € observado para a proteina
Neu2 (FIG. 10C). Como foi demonstrado anteriormente a Neu1 possui menor hidropaticidade,
indice de estabilidade e regido transmembranar, quando comparada a Neu2, indicando
coeréncia com os dados obtidos no modelo 3D. Também deve ser ressaltado que ha maior
concentragdo de residuos hidrofébicos na porcdo de NA correspondente a regido
transmembranar (FIG. 08C) sendo esta conservada nas proteinas recombinantes. Young e cols.
(1994) descreve que a superficie hidrofobica esta relacionada com as interagbes inter e
intramoleculares da proteina, contudo, ndo foi realizada a analise da interagdo entre as
estruturas 3D obtidas e as moléculas de agua do meio, sendo essa uma etapa importante para a
compreensdo dessas interagdes. Em conjunto a compreensao das caracteristicas eletrostaticas
e hidrofébicas pode ser aplicada na elucidacdo do papel biolégico da molécula bem como na
identificacdo de sitios de ligagdo que podem ter importancia no desenvolvimento de novas
terapias (NICOLAU et al., 2014; VLACHAKIS et al., 2014).

Validagao dos modelos 3D

O diagrama de Ramachandran ¢ utilizado para avaliar a qualidade das estruturas 3D por
meio dos angulos diedros ¢ (phi) e g (psi), que determinam a rotacdo da ligagao entre o carbono
alfa e o nitrogénio (Cq — N) e a ligagao entre o carbono alfa e o carbono vizinho (Cq — C),
respectivamente (RAMACHANDRAN; RAMAKRISHNAN; SAAISEKHARAN, 1961).

A Neu1 apresenta os residuos Val16, Glu19, Met22, Asp136, Ser152, Asp175 em
regides de desordem (FIG. 11C). Os trés primeiros residuos citados tém carga e sé@o polares
(FIG. 03C), podendo influenciar na conformagao da proteina (UVERSKY, 2011). O residuo de
Asp175 pode ser um possivel local sob influéncia do grupo planar de residuos adjacentes
(Tyr172 = 0,038 A e Glu174 - 0,029 A), (FIG. 14C). O mesmo se observa para a Ser152 (FIG.
14C) devido a presenga de um grupo planar do residuo vizinho Asp153 (0,020 A). A ligagdo

covalente do atomo de carbono varia de acordo com os angulos de torcdo (¢ e y) e
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consequentemente pode impactar a geometria da estrutura 3D da proteina (BERKHOLZ et al.,
2009). Esses dados mais a hidrofilicidade dessa regido (FIG. 01C) também podem contribuir
para a geracdo de forgas de repulsdo e de Van der Waals (pontes de hidrogénio e dissulfeto)
com possivel impacto no arranjo da proteina (RAMACHANDRAN et al., 2011).

A Neu2 apresenta os residuos lle7, Met15, Val17, GIn25, Arg74, Asp153 e Thr261 em
regides desfavoraveis (FIG. 12C). sendo que os quatro primeiros residuos podem sofrer
alteracbes geométricas devido as distorgdes nas ligacdes e angulos interatbmicos e
intermoleculares (FIG. 15C e 16C). A lle7 tem a ligagéo entre 0 Ca e CB (1,602 A) maior que o
valor ideal (1,540 A), o que pode interferir no angulo entre as ligagdes CBp - Ca - C (130,0 A)e N
- Ca—-C(100,5 A), que esta 20,9 A acima e 10,7 A abaixo do ideal, respectivamente. Do mesmo
modo, 0 aumento na distancia entre a ligagdo do Ca e C (158,2 A) da Met15 também refletiu no
aumento do angulo entre CB — Ca - C (129,8 A). Assim como o aumento na ligacdo interatdmica
Cae C (1,600 A)e N e C (1,524 A) refletem no angulo da ligagao entre N — Ca — C (126,7 A).
Iguaimente, as ligagdes entre Ca e C (1,589 A) e N e Ca (1,510 A) na GIn25 alteraram o angulo
da ligago N — Ca — C (126,7 A). Ainda, nessa regido, a ligagdo entre N e Cal (1,510 A) mudam o
angulo da ligagdo entre N — Ca — C (124,7 A). Por outro lado, a Asp153, aparentemente, sofreu
alteragdes resultantes das distancias interatdmicas e angulares dos residuos vizinhos (GIn 152 e
Gly154). Também é possivel observar que a Neu2 apresenta mais distorgdes angulares quando
comparada a Neu1 e Neu3, demonstrando que essa proteina estd mais susceptivel aos efeitos
de atracao e repulsao resultantes de forgas de Van der Waals.

Para a Neu3 (FIG. 13C) foi observado que os residuos lle13, Asp208, Asp223, Ser257 e
His258 estdo em regides ndo favoraveis. O primeiro residuo apresenta alteragdo no angulo da
ligagdo CB — Ca — C (123,2 A), assim como o residuo vizinho, Ser12 (FIG. 17C). A Asp223 néo
esta inserida em uma regido de desordem, mas, esta proxima a residuos carregados como
Lys221 e Glu230. Ainda a Asp208 sofre influéncia da distorcdo do grupo planar do residuo
Glu207 (0,022 A), (FIG. 18C).

A Neu?2 possui 73,4% dos residuos em regides energeticamente favoraveis, seguida por
Neu1 com 71,5% e Neu3 com 66,1% e, Neu2 apresenta 3,2%, Neul 2,9% e Neu3 2,1% de
residuos em regides energeticamente desfavoraveis (FIG. 11C, 12C e 13C). Dessa forma, novas
andlises de modelagem deveriam ser realizadas, buscando-se maior refinamento dos angulos no
modelo gerado, por meio da utilizagdo de minimizacdo de energia, seguida de dinamica

molecular. Juntas, essas estratégias sdo ferramentas uteis que podem melhorar a qualidade
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estereoquimica das estruturas recombinantes, diminuindo os “maus contatos” que n&o

satisfazem as restricbes espaciais.

CONCLUSAO

Foi possivel obter as propriedades fisico-quimicas, além das caracteristicas estruturais
secundarias e terciarias das proteinas recombinantes estudadas. As anélises revelaram que a
conservacao de diferentes por¢des da neuraminidase altera as propriedades fisico-quimicas da
proteina recombinante tais como pl, indice de hidropatia e coeficiente de extingdo. Esses
paréametros também impactam os angulos de tor¢do, estereoquimica, superficie eletrostatica e
consequentemente o enovelamento das proteinas recombinantes. A qualidade do modelo 3D foi
abaixo do esperado, se fazendo necessario mais estudos envolvendo modelagem com
minimizagdo de energia e dinamica molecular. Também é necesséria a validagdo experimental
para uma melhor compreensdo do impacto desses achados sobre a fungdo das proteinas
recombinantes. Tais resultados podem ser utilizados em futuras analises de expressao proteica,
bem como em experimentos voltados para a caracterizacdo experimental das estruturas. Por fim,
futuramente o conhecimento gerado pode ser aplicado no desenvolvimento de novas terapias.

Perspectivas

Desenvolver estudos de refinamento nos modelos, como dindmica molecular e
minimizacao de energia para melhorar a compreensao dos aspectos tridimensionais e aplicar o
protocolo em outras construgdes recombinantes. Além disso, fazer a validagao experimental das

analises computacionais.
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