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INTRODUCAO

O método de modelagem por homologia fundamenta-se na hip6tese de que uma
sequéncia de amino&cidos similar implica em estrutura e funcdo similar entre
diferentes proteinas, mesmo que estas sejam isoladas de diferentes organismos
(Ginalski, Grishin et al., 2005; Reeves, Thornton et al., 2006). Deste modo, havendo
a informacao disponivel a respeito da estrutura terciaria de uma proteina, é possivel
predizer a estrutura terciaria de outra proteina homologa cuja estrutura é
desconhecida. De posse desses modelos estruturais gerados in silico, € possivel
inferir sobre diferentes caracteristicas funcionais da proteina alvo (Ginalski, Grishin
et al., 2005; Reeves, Thornton et al., 2006), ou mesmo sobre a presenca de epitopos
conformacionais na referida estrutura, através de analises de predicdo de epitopos
descontinuos de células B, dentre outras possiveis aplicagdes em imunoinformatica
(Brusic e Petrovsky, 2003; Lundegaard, Lund et al., 2007). Esses esfor¢cos podem no
futuro albergar as bases para um desenho racional de vacinas aplicadas ao controle
de enfermidades virais em medicina veterinaria. No presente estudo, tomamos como
exemplo a predicdo da estrutura molecular de uma proteina do envelope do Virus
respiratorio sincicial bovino (BRSV) (Valarcher e Taylor, 2007).

O BRSV, membro da familia Paramyxoviridae, género Pneumovirus, € uma
importante causa de pneumonia em bovinos jovens, podendo também causar
infecgBes respiratdrias com sinais clinicos em animais adultos (Valarcher e Taylor,
2007). O virus apresenta um envelope derivado da membrana plasmatica da célula
hospedeira onde trés glicoproteinas estéo inseridas: a proteina G, responsavel pela
adsorcédo do virus a célula, a proteina F, responsavel pela fusédo do envelope viral a
membrana celular e a proteina SH cuja funcdo ainda ndo é bem conhecida
(Valarcher e Taylor, 2007). Além da fusdo do envelope a membrana plasmatica da
célula a proteina F é considerada como responsavel pela especificidade das
infeccbes por estes pneumovirus (Schlender, Zimmer et al., 2003) e constitui
importante alvo da resposta imune do hospedeiro, especialmente quanto a formacgéo
de anticorpos neutralizantes e fendmenos derivados da ativacdo de respostas
imunes do tipo Th2 (Bembridge, Rodriguez et al., 2000; Fogg, Parsons et al., 2001).
A proteina F é extremamente conservada dentre os membros da familia
Paramyxoviridae, sendo sintetizada como um precursor inativo (Fo) o qual ganha a
estrutura de um homo-oligbmero, provavelmente um trimero, no reticulo
endoplasmatico rugoso. Durante o seu acumulo e passagem no complexo trans-
Golgi a proteina é clivada em duas subunidades denominadas F; e F;, as quais
permanecem ligadas por pontes dissulfeto (Zimmer, Conzelmann et al., 2002). O
dimero F1-F; constitui a forma ativa da proteina. O maior nimero de variacdes nessa
proteina, em amostras de BRSV, é encontrado no fragmento F1, enquanto o
ectodominio (F2) é bastante conservado (Zimmer, Conzelmann et al., 2002).

Nos ultimos anos, a estrutura da proteina F de varios paramixovirus foi elucidada e
para outros a mesma foi determinada por modelagem computacional, a exemplo da
proteina F do Virus respiratorio sincicial humano (HRSV) (Smith, Lawrence et al.,
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2002). Todavia, até o presente momento, ndo existem modelos confeccionados para
a provavel estrutura da proteina de fusdo em BRSV. O presente trabalho teve como
objetivo gerar, como um exemplo para a aplicagédo de modelagem por homologia em
virologia veterinaria, através de ferramentas de modelagem molecular
computacional, um modelo estrutural da proteina F do BRSV em sua forma né&o-
clivada.

MATERIAL E METODOS

As sequéncias deduzidas de aminoacidos da proteina F disponiveis nho Genbank
para diferentes amostras do BRSV foram alinhadas no programa ClustalW 1.83 e
uma sequéncia consenso completa da proteina foi determinada. O modelo
tridimensional proposto foi construido por homologia baseado na estrutura
determinada para o virus Parainfluenza humano tipo 3 (hPI3V, PDB ID=1ZTM. Para
a busca de sequéncia versus estruturas molde compativeis e confeccdo do modelo,
a ferramenta Phyre (http://www.sbg.bio.ic.ac.uk/~phyre/) foi utilizada e o modelo
resultante foi avaliado através dos programas PROCHEK e WHAT _IF. A ferramenta
TMHMM  (http://www.cbs.dtu.dk/servicess TMHMM/) foi utilizada na predicdo de
dominios da proteina quanto a sua posicdo em relacdo a membrana. As
representacdes graficas foram geradas pela leitura dos arquivos pdb com auxilio do
software Pymol (http://pymol.sourceforge.net/).

RESULTADOS

A estrutura obtida por modelagem computacional, apresentada na Figura 1, &
condizente com os relatos anteriores disponiveis na literatura para as proteinas de
fusdo dos paramyxovirus. O grafico de Ramachandran (Figura 2) indica a boa
gualidade do modelo proposto, uma vez que 98,33 % dos residuos de aminoacidos
modelados apresentam angulos espacialmente possiveis, em regides favorecidas do
gréfico.

Figura 1. Modelo estrutural da
proteina de fusdo do BRSV, obtido
atravées de  modelagem  por
homologia. O modelo foi baseado
na estrutura disponivel para a
proteina de fusdo do hPI3V (PDB
ID=1ZTM)
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Figura 2. Grafico de Ramachandran obtido através da analise com o programa

Procheck para andlise das validade do modelo estrutural da proteina de fusédo
do BRSV, obtido através de modelagem por homologia.

DISCUSSAO

O conhecimento da estrutura tridimensional € essencial para compreender 0s
aspectos relativos a funcéo e evolugéo das proteinas. Essas informacdes por si
nao permitem uma previsdo de toda a complexidade das funcbes de uma
determinada proteina durante uma infec¢éo viral ou mesmo da resposta imune
do hospedeiro contra a mesma (Ginalski, Grishin et al., 2005). No entanto, o
modelo computacional pode ser um importante guia para a realizacdo de novos
projetos em estudos sobre mutacéo induzida, antivirais, evolugcéo, vacinologia
ou em outras aplicacdes biotecnoldgicas ligadas a pesquisa e desenvolvimento
em virologia veterinaria (Korber, Labute et al., 2006; Spilki, Almeida et al., 2006;
Stiasny e Heinz, 2006; Roy, 2008). Uma alternativa para a determinacéao direta



estrutura por difracdo de raios X ou de ressonancia magnética nuclear (RMN),
métodos extremamente onerosos € a de criar um modelo estrutural de trés
dimensdes de uma sequéncia alvo baseado em um homdlogo de proteinas
conhecido (Smith, Lawrence et al., 2002; Ginalski, Grishin et al., 2005).

O modelo tridimensional gerado no presente estudo, para o precursor inativo
da proteina F, pode auxiliar no desenho de experimentos futuros visando, por
exemplo, a mutagdo direcionada de sitios especificos nessa proteina e
identificacdo de sitios antigénicos nesta proteina. Tal protocolo poderia ser util
na construcdo de peptideos recombinantes bem como analise de novos
isolados com variagbes na proteina F. Além disso, o modelo teorico de
estrutura aqui obtido para a proteina F do BRSV confirma o elevado indice de
conservacao esperado para tal proteina entre os paramixovirus (Schlender,
Zimmer et al., 2003).

A modelagem molecular por homologia permite a geracdo de um enorme
namero de modelos e pode ser utilizada para virtualmente qualquer proteina
alvo (Ginalski, Grishin et al., 2005). Os modelos gerados sdo usualmente
plausiveis e revelam-se condizentes com a realidade experimental sobre as
funcdes de diferentes proteinas analisadas. Todavia, € preciso ter em mente
gue os modelos gerados ndo devem ser considerados como equivalentes
perfeitos a estruturas determinadas experimentalmente. Enquanto a estrutura
do esqueleto central da proteina usualmente esta correta, por fatores
intrinsecos ao processo, cadeias laterais e “loops” da proteina usualmente tem
validade mais baixa quanto a predi¢cdo conformacional (Ginalski, Grishin et al.,
2005). Outras alteracdes da estrutura protéica possiveis durante o processo de
replicacdo viral, tais como glicosilacdo e processamento pés-traducdo (como é
caso da proteina que utilizamos como exemplo no presente estudo) podem nao
ser também avaliados em toda sua extensdo quanto a alteracfes estruturais
induzidas na proteina alvo (Zimmer, Conzelmann et al., 2002; Konig, Giesow et
al., 2004; Ginalski, Grishinet al., 2005).

N&o obstante, os modelos gerados no computador podem ser um bom ponto
de partida para experimentos que visem uma compreensdo mais profunda da
estrutura de uma determinada proteina viral e de possiveis modificacdes
presentes em um determinado isolado ou induzidas experimentalmente neste
peptideo (Smith, Lawrence et al., 2002; Stiasny e Heinz, 2006; Roy, 2008).
Modelos estruturais também tém potencial na identificacdo de sitios
antigénicos, planejamento de mutagénese, entre outras aplicagcdes no estudo
de enfermidades virais (Ginalski, Grishin et al., 2005; Flower, 2007).
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