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1. Introducao

A malaria continua sendo um dos mais devastadores problemas de saude globais em regides
endémicas. A busca continua por novos alvos terapéuticos para a malaria ¢ uma das principais
prioridades, principalmente devido a crescente resisténcia ao tratamento contra esta doenca (Arango
et al. 2008). Atualmente existem varios esforcos em andamento para desenvolver medicamentos
quimioterdpicos contra a maldria. O primeiro passo ¢ identificar um alvo terapéutico adequado.
Varios projetos de descoberta da droga se concentram na pesquisa das cisteino proteases (CP) como
alvos farmaco-terapéuticos promissores, uma vez que desempenham um papel importante no ciclo
de vida do parasita. Dentre as familias de CP mais notdveis estdo a papaina e a ubiquitina
(Rosenthal 2004). A primeira foi identificada como um componente importante no potencial
invasivo em varios agentes patogenos humanos e de animais e esta relacionada a doencas tais como
a artrite, cancer e doengas infecciosas e vasculares. Em relacdo a segunda, dada a importincia da
via de ubiquitina¢do em uma ampla variedade de processos celulares, as adaptagdes apicomplexa-
especificas desta via podem representar novos alvos terapéuticos contra estes parasitas.

Por outro lado, o gerenciamento de experimentos de bioinformatica esta longe de ser trivial devido
ao grande volume de dados bioldgicos que demanda um ambiente de processamento de alto
desempenho (PAD) computacional. Estes experimentos podem ser assistidos por meio de sistemas
de workflows cientificos (Mattoso et al. 2010).

O objetivo principal deste artigo ¢ realizar analises de genOmica comparativa ¢ modelagem
estrutural por meio de sistemas de workflows cientificos. As andlises enfatizam a identificacdo de
sequéncias ortologas de CP em Plasmodium e a constru¢do de modelos estruturais dessas
sequéncias por meio da modelagem por homologia. Estas analises desempenham um papel
importante na descoberta de drogas antimalaricas baseada em estruturas uma vez que possibilitam
uma alternativa econdmica e viavel para gerar modelos estruturais que auxiliem a descoberta de
novas drogas. Desta forma, os modelos estruturais obtidos neste estudo estdo prontos para serem
utilizados em futuras abordagens de gendmica estrutural (GS).

2. Materiais e Métodos

Foram executados quatro workflows (Figura 1) em paralelo no ambiente de nuvem Amazon EC2, os
quais estdo em fase de teste e serdo disponibilizados no futuro.

(I) Analise de genomica comparativa, modelada no SciHmm (Ocafa et al. 2011a): os genomas
completos de P. falciparum 3D7, P. knowlesi, e P. yoelii yoelii 17XNL foram obtidos do GOLD
(Pagani et al. 2012) e (1) organizados por KOG (EuKaryotic Orthologous Groups) usando o
OrthoSelect (Schreiber et al. 2009); (2) HHsearch foi usado para construir os perfis dos KOG e
compara-los com os perfis das CP obtidas do MEROPS (Rawlings et al. 2011); (3) os hits obtidos
com HHsearch (i.e., papaina, ubiquitina) foram usados pelo PSIPBLAST (Altschul ef al. 1997) para
buscar proteinas homologas dessas CP em Plasmodium no Refseq do NCBI (Pruitt et al. 2009); e
(4) os hits finais obtidos do PSIBLAST foram verificados manualmente.

(I1) Analise filogenética, modelada no SciPhy (Ocafia ef al. 2011b): (1) MAFFT foi usado para
construir os alinhamentos multiplos de sequéncia (AMS); (2) Readseq foi usado para a conversao
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de formato do AMS; (3) a andlise filogenética foi baseada no modelo WAG, sugerido pelo
ModelGenerator; (4) as matrizes de distdncia foram calculadas com Tree-Puzzle, as arvores de
agrupamento de vizinhos (AV) inferidas com Neighbor, ¢ a confiabilidade de ramificagao testada
com 1.000 replicagdes de bootstrap, usando SeqBoot e Consense. A andlise de Maxima
Verossimilhanga (MV) foi realizada usando RAXML com 1.000 replicagdes de bootstrap. A
inferéncia Bayesiana (IB) foi realizada usando MrBayes com uma cadeia fria e trés aquecidas
executadas por 10.000.000 de geracdes. A amostragem das arvores foi feita a cada 1.000 geracdes e
o “burn in” foi definido em 25%. (5) As arvores filogenéticas foram visualizadas com MEGA.

() Analise de genomica comparativa
e

Sequéncias do
GOLD

Busca por Ortologia

(IT) Analise filogenética

Construgdo do AMS

""""""""" OrthoSelect

rrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrr KOG

{ ReadSeq

[Rejitar}e==-
[Reeitar ==

HHSearch

rrrrrrrrrr MEROPS

{ psiBLasT

ModelGenerator

Construgdo da Arvore | | | RAXML, Phylip,
— Filogenética MrBayes
) Néo )
Rejeitar }‘ """""""""" { Verificagdo
"""""""""" MEGA

Angdlise Evolutiva

Figura 1. A visao conceitual ilustrando os quatro workflows cientificos de bioinformatica.

(IIT) Analise evolutiva, modelada no SciEvol (Ocana et al. 2012): (1) Um script em Python formata
0 AMS retirando os coddes de terminagdo; (2) Readseq ¢ usado na conversiao de formato do AMS;
(3) RAXML ¢ usado para estimar a arvore de MV simples; (4) codeml ¢ usado na construgao dos
modelos evolutivos; e (5) scripts em Python sdo executados para realizar as analises evolutivas.
(IV) Analise de modelagem por homologia, este workflow ¢ baseado nas rotinas de modelagem
por homologia apresentadas por (Marti-Renom et al. 2000), que constam de quatro etapas principais
sequenciais: (1) atribuicdo das dobras e selecio do molde, usando BLAST; (2) alinhamento das
sequéncias alvo-molde, usando MAFFT; (3) construcdo e refinamento do modelo, usando
MODELLER; e (4) avaliacao da predi¢ao, usando PROCHECK.
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3. Resultados

Um total de 593 KOG foi definido com OrthoSelect comum a P. falciparum, P. knowlesi, ¢ P.
yoelii; embora apenas dois KOG (KOG1543 e KOG1863) foram identificados com HHsearch
relacionados as CP nessas espécies. Esses KOG pertencem as CP papaina (1 sequéncia) e ubiquitina
(3 sequéncias). Para incrementar o niumero de sequéncias homologas destas duas familias, um
PSIBLAST adicional foi executado contra todas as espécies de Plasmodium, e foram encontradas
13 sequéncias para a papaina e 7 sequéncias para a ubiquitina.

As arvores filogenéticas (derivadas de AV, MV, e IB) foram quase idénticas. A Figura 2 mostra as
arvores de MV das CP papaina (A) e ubiquitina (B) em Plasmodium. Os valores de suporte de
bootstrap foram consistentes e todas as probabilidades posteriores Bayesianas nos ramos estiveram
perto de 1. A topologia da arvore de AV difere ligeiramente das arvores de MV e IB, mas o
agrupamento dos clados principais ¢ semelhante. As arvores da papaina (A) e da ubiquitina (B)
mostram topologias muito semelhantes (Figura 2). Ambas as arvores apresentam trés clados
monofiléticos espécie-especificos mais representativos em Plasmodium: (1) P. falciparum (azul);
(i1) P. berghei, P. yoelii, e P. chaubadi (cor de rosa); e P. vivax, P. cymolgi, e P. knowlesi (verde).
Além disso, pode ser observado que a arvore da papaina (A) divide-se em subfamilias (i.e.,
Falcipain, Vivapain, e Bergheipain), que representam as espécies nas quais foram encontradas.
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Figura 2. Arvores das (A) papainas e (B) ubiquitinas em Plasmodium. Essas CP estio destacadas em azul para P.
falciparum; cor de rosa para P. berghei, P. yoelii, ¢ P. chaubadi; e verde para P. vivax, P. cymolgi, ¢ P. knowlesi,
respectivamente. RAXML foi usado com 1.000 replicagdes de bootstrap. Valores acima de 80% sdo mostrados.

As Estimativas de MV (EMV) dos parametros e os valores estatisticos (2Al) do Teste de Razao de
Verossimilhanga (TRV) foram estimados sob os modelos de codon (i.e., MO, M3, M7, e MS&)
(Anisimova et al. 2001). As comparacdes dos 2Al desses modelos para as CP sugerem que: (1) MO
vs. M3 indica variabilidade significativa nas sequéncias entre os sitios: papaina: 49%
(0.61<w<1.88) e ubiquitina: 54% (0.90<w<3.16) e (i1)) M7 vs. M8 indica a presenca de uma grande
proporcao de sitios sob sele¢do positiva de diversificagdo (p < 0.0001), o que foi confirmado pelas
EMV que sugere a presenga de alguns sitios de aminoéacidos sujeitos a selecdo positiva. O valor
estimado de @ baseado no M8 indica sele¢do positiva para papaina: 2.21 e ubiquitina: 2.50; porém
nao foi encontrada evidéncia significativa de seleg¢do positiva nos sitios ativos dessas CP.

Além disso, os modelos estruturais construidos obtidos com as 20 sequéncias de CP resultaram em
100 modelos de qualidade para proteinas. Os 20 melhores modelos, ou seja, o melhor para cada
uma das 20 sequéncias de papaina e ubiquitina foram selecionados com base no menor valor do
escore de avaliagdo DOPE. A média da pontuacao do valor de GA341 (0,50) do MODELLER bem
como a andlise com PROCHECK (75% das regides mais favorecidas) e do MolProbity (80%) das
regides favorecidas, confirmou que estes modelos sdo razoaveis. Estes 20 modelos irdo ser
utilizados em outras andlises de GS mais aprofundadas e.g.,, interaccdo proteina-proteina e
acoplamento molecular.

1845



4. Conclusoes e Perspectivas

Apresentamos trés pontos principais, que compreendem os objetivos que foram especificados neste
trabalho. Primeiro, a identificacdo de sequéncias ortdlogas da papaina e da ubiquitina em
Plasmodium apoia fortemente a hipdtese da origem evolutiva comum destas CP, compartilhando
um ancestral apicomplexo comum. A determinagdo computacional do repertério de KOG fornece
ndo so a identificagdo e relacdo destas duas CP, mas também oferece um conjunto exclusivo de
sequéncias CP em Plasmodium, que foram usados para construir modelos estruturais, como
potenciais candidatos de drogas alvo de inibidores da protease. Em segundo lugar, uma vez que os
valores de bootstrap mostram uma alta consisténcia em todas as arvores filogenéticas, isto sugere
que a papaina e ubiquitina podem ser alvos potenciais na quimioterapia antimalarica. Terceiro, o
nivel de variabilidade atuando nas CP em Plasmodium indica que a evolugdo molecular adaptativa
desempenha um papel importante no surgimento das novas fungdes, o que provavelmente contribui
para a caracteristica bioldgica e para a adaptacdo desses parasitas. Assim também, o comportamento
sobre a origem e a divergéncia dessas CP deve fornecer informagdes sobre os mecanismos de
adaptacao do parasita, crescimento, desenvolvimento, infec¢ao, patogénese, ¢ alvo de drogas.

Desta forma, os resultados sugerem que a papaina e a ubiquitina deveriam ser consideradas como
potenciais candidatos para a descoberta de drogas com base em (i) a importante via bioquimica no
ciclo de vida dos Plasmodium, (i1) a especifica distribui¢cdo filogenética em Plasmodium, e (iii ) a
conservagdo dos seus sitios ativos, os que apresentan sele¢do purificadora. No entanto, outros
experimentos in silico, in vitro, € in vivo sao necessarios para reforcar essas hipoteses, bem como

\

uma investigagdo mais aprofundada em relagdo a evolugdo e GS para entender melhor o papel
funcional das CP em Plasmodium.

Na auséncia de estruturas experimentais, a modelagem por homologia desempenha um papel
importante no processo de descoberta de drogas baseado em estrutura e tem sido utilizada com
sucesso na GS, abrindo uma variedade de aplicagdes na investigagdo e na triagem de drogas-alvo.
Portanto, a nossa modelagem por homologia in silico fornece uma alternativa economica e viavel
para gerar modelos razoavelmente precisos que auxiliem na descoberta de drogas, e pode ser
extrapolada usando outras enzimas de interesse.
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