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Caracterizacao in silico da Major Surface Protease de
Trichomonas vaginalis
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Resumo

Trichomononas vaginalis € um protozodrio parasito extracelular, responsavel
pela maioria dos casos de vaginite e de cervicite, cuja origem ndo seja causada
por virus. A interacdo desse parasito com o hospedeiro humano envolve um
refinado e intimo relacionamento parasito-hospedeiro. Esses tipos de
relacionamentos, quase que totalmente, sdo governados pelas moléculas de
superficie. Uma dessas moléculas é a Major Surface Protease (MSP), uma
metaloprotease zinco-dependente. O objetivo deste estudo foi determinar e
caracterizar a estrutura tridimensional da MSP de T. vaginalis. Para a
determinacdo estrutural foi utilizada a técnica de modelagem comparativa.
Como estrutura-molde foi empregada a MSP de Leishmania major, cujos
percentuais de identidade e de similaridade foram de 23 e 37%,
respectivamente. A estrutura da MSP de T. vaginalis se apresentou como uma
estrutura compacta e dividida em trés grandes dominios: N-terminal, central e
C-terminal. A estrutura também apresentou todos os elementos necessarios
para 0 seu processamento, bem como para o desempenho da atividade
protedsica. Além disso, o padrdo de distribuicdo das cargas de superficie da
MSP de T. vaginalis € o oposto do padrdo observado na MSP de L. major,
sugerindo que ambas as proteases nao apresentam compartiihamento de
substratos.

Palavras-chave: Protozoario; Cargas parciais de superficie; Modelagem por
homologia; Vaginite.

Abstract

Trichomononas vaginalis is an extracellular protozoan parasite, responsible for
most cases of vaginitis and cervicitis non-viral. The interaction of this parasite
with the human host involves a refined and intimate parasite-host relationship.
These types of relationships, almost totally, are governed by surface molecules.
One of these molecules is the Major Surface Protease, a zinc-dependent
metalloprotease. The objective of this study was to determine and characterize
the three-dimensional structure T. vaginalis MSP. For the structural
determination, the comparative modeling technique was employed. The
Leishmania major MSP was used as the template structure, whose identity and
similarity percentages were 23 and 37%, respectively. The T. vaginalis MSP
presented as a compact structure and divided into three major domains: N-
terminal, central and C-terminal. The structure also presented all the necessary
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elements for its processing, as well as for the performance of the protease
activity. Interestingly, the pattern of surface charge distribution of T. vaginalis
MSP is the opposite of the pattern observed in L. major MSP, suggesting that
both proteases do not share the same substrate.

Keywords: Protozoan; Surface partial charges; Homology modeling; Vaginitis.

1. Introducéo

Trichomonas vaginalis € um dos principais agentes infecciosos néo-
virais, sexualmente transmitido, na maioria dos casos, em humanos. Estima-se
gue a cada ano, aproximadamente 180 milhdes de pessoas sao infectadas por
T. vaginalis. Esse protozoario € uma das principais causas de vaginite e de
cervicite em mulheres, bem como de uretrites tanto em homens quanto em
mulheres (MERCER et al., 2018). A tricomoniase, como € conhecida a
infeccdo, também estd associada a ruptura prematura da placenta, parto
prematuro, baixo peso ao nascimento, doenca inflamatorio pélvica, propensao
a infertilidade, predisposicdo ao desenvolvimento de cancer cervical invasivo e
de prostata, e aumento da susceptibilidade a infeccédo pelo HIV (LAGA et al.,
1993; MEITES et al., 2015).

T. vaginalis € um protozoario parasito extracelular e utiliza proteases
gue facilitam a hidrélise de componentes da mucosa e da matriz extracelular do
hospedeiro em moléculas que, posteriormente, serdo internalizadas e utilizadas
como fonte de nutrientes pelo parasito. T. vaginalis produz uma série de
proteases, tais como as cisteino-proteases, serino-proteases e as
metaloproteases, as quais sdo importantes reguladores da patogénese,
invasdo e sobrevivéncia do parasito (HIRT e SHERRARD, 2015). Sabe-se que
as proteinas de superficie dos protozoarios governam, quase que totalmente, o
relacionamento parasito-hospedeiro (MCINERNEY et al.,, 2003). Uma dessas
moléculas € a Major Surface Protease (MSP), uma protease intimamente
relacionada a familia Trypanosomatidae, ai incluidos o género Trypanosoma e,
especialmente, o género Leishmania.

As MSPs foram inicialmente descritas no género Leishmania (BOUVIER

et al., 1995). Nas espécies desse género as MSPs atuam como protagonistas
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na interagdo parasito-hospedeiro. As fungbes das MSPs em Leishmania,
incluem: a) a facilitacdo a sobrevivéncia do parasito no interior do macréfago;
b) a clivagem de macromoléculas da célula hospedeira, favorecendo ao
parasito protecdo e/ou nutricdo; c¢) a direta interacdo com células natural killer,
inativando-as; d) a interferéncia da resposta humana por meio da clivagem do
receptor CD4 de linfocitos T; e) o envolvimento na degradacdo de mTOR do
macrofago (mammalian or mechanistic target of rapamycin), um dos principais
reguladores da sintese proteica, conduzindo esta célula a um estado de
anergia e, consequentemente, favorecendo a replicagdo do parasito; f) o
acesso ao nucleo da célula hospedeira e a consequente interrupcdo do trafego
de proteinas para o ambiente intranuclear; g) interacdo direta com os
receptores celulares do macréfago, favorecendo o processo de internalizacao
do parasito (HEY et al.,, 1994; SEAY et al.,, 1996; PUENTES, et al., 1999;
LIEKE et al., 2008; JARAMILLO et al.,, 2011; ISNARD et al., 2015). Mesmo
sendo uma protease extensivamente estudada, seu papel em T. vaginalis, um
protozoario sem proximidade genética com a Leishmania, ainda €
desconhecido. Diante de poucas informacbes acerca dessa protease em
tricomonas, o objetivo deste estudo foi de determinar e caracterizar a estrutura
tridimensional da MSP em T. vaginalis, doravante designada como TvMSP. As
informacbes geradas pela elucidacdo da estrutura sdo importantes para a
compreensao do funcionamento da TvMSP. Essas informac¢bes poderdo ser
utilizadas para o desenvolvimento de novas estratégias, tais como o desenho
racional de farmacos, para a eliminacdo ou pelo menos a para a diminuicdo da

carga parasitaria.
2. Material e métodos
2.1 Recuperacdo de sequéncias e estruturas
A sequéncia de aminoécidos da TvMSP utilizada neste trabalho foi
recuperada a partir do GenBank e apresenta 0 seguinte niumero de acesso:

ADB92609.1. A estrutura molde foi recuperada a partir do Protein Data Bank
(PDB), registrada sob o codigo de acesso 1LML.

ANO VI - Volumel - Ndmerol 2019 Relato de pesquisa 126



UNAVERSI|D A DE

ALMANAQUE MULTIDISCIPLINAR DE PESQUISA ‘J UNIGRANRIO

2.2 Analises computacionais de predicdo e comparacao

A busca de elementos cis envolvidos no processamento pos-traducional,
foi realizada usando as seguintes ferramentas: a) SignalP (BENDTSEN et al.,
2004) para a identificacdo do peptideo sinal; b) TMHMM (KROGH et al., 2001)
para a identificagdo de residuos de aminoacidos transmembranares; c) Clustal
Omega (SIEVERS et al., 2014) para o alinhamento de sequéncias de

aminoacidos.

2.3 Geracdo da estrutura terciaria e analises computacionais
complementares

Neste estudo, utilizamos a sequéncia da TvMSP recuperada do
GenBank (ADB92609.1). O alinhamento de sequéncias foi gerado pelo
programa Clustal Omega em modo default. JA a predicdo da estrutura
secundaria foi realizada através do software PSI-PRED (BRYSON et al., 2005).

A estrutura terciaria da TvMSP ndo foi experimentalmente gerada. Desse
modo, a determinagdo da estrutura terciaria foi realizada por modelagem
comparativa. A fim de escolher a melhor estrutura molde, com cobertura e
percentual de identidade satisfatorios, foram realizadas pesquisas via BLAST
(Basic Local Alignment Search Tool). O alinhamento entre a TVMSP e a
proteina molde foi realizado pelo programa Promals3D (PEI et al., 2008) e
manualmente acurado com o suporte do DNATagger, uma ferramenta online
de visualizacdo de sequéncias. O programa Modeller (9.10v) (SALI; BLUNDEL,
1993) foi usado para gerar inicialmente 100 estruturas candidatas para a
TvMSP, sendo a que apresentou os melhores parametros, incluindo os
estereoquimicos, foi selecionada para este trabalho. Tendo em vista que a
estrutura molde possui o0s heteroatomos zinco e moléculas de agua
associadas, estas foram adicionadas manualmente ao arquivo .pdb da TvMSP
recém-modelada.

O refinamento da estrutura foi conduzido através da predicdo dos

rotameros e minimizagdo da energia. A minimizacéao foi realizada empregando
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o0 campo de forgca OPLS 2005 (Optimized Potencials for Liquid Simulations) em
5.000 passos de iteracao.

O processo de validacdo estrutural compreendeu os seguintes niveis: a)
avaliacdo dos parametros estereoquimicos, empregando o software Procheck
(LASKOWSKI et al., 1993); b) avaliacdo da qualidade geral da estrutura,
alcancado pelo uso do programa ProSa (WIEDERSTEIN; SIPPL, 2007).

Estudos de alinhamentos estruturais, bem como a visualizacdo do
modelo, foram realizados empregando o programa Chimera UCSF. J4& a
determinacdo da superficie topologica e das cargas parciais de superficie foi

realizada através do programa Molegro Molecular Viewer.

2.4 Hardware

Este trabalho foi conduzido em um computador com a seguinte
configuracdo: processador Intel® Core™ i7-4790, 32Gb de memodria RAM
(1600 MHz), HD de 1Tb e GPU VGA GigaByte GeForce GTX660 Ti 2048MB,

com sistema operacional Red Hat Linux.

3. Resultados e discussao

3.1 Caracterizagdo da estrutura priméaria da TvMSP

Por se tratar de uma enzima extracelular, o primeiro elemento cis a ser
buscado foi o peptideo sinal (PS). O software SignalP 4.1, indicou os residuos
N-MILSLLLVAQLDVHT-C como PS, com clivagem entre os residuos Thrl5 e
Cysl6 (Fig. 1). O PS € uma série de residuos hidrofébicos localizado na
extremidade amino-terminal da proteina. Este é reconhecido pelo reticulo
endoplasmatico rugoso, imediatamente apds a sintese proteica, e translocado
para o meio extracelular (BENDTSEN et al., 2004). A MSP é uma molécula de
acdo extracelular e localiza-se predominantemente na membrana
citoplasmatica. Nesse sentido, o segundo elemento cis a ser investigado foi a

presenca de dominios transmembranares. Para tal, foi utilizado o software
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TMHMM, que apontou os residuos lle587 a 1le630 (Fig. 1) como dominios
transmembranares, responsaveis por ancorar a TYMSP na superficie do T.
vaginalis (KROGH et al, 2001). Membros da classe das Metzincinas
apresentam um mecanismo ndo usual para o controle da atividade enzimatica
no ambiente intracelular, esse mecanismo é conhecido como cysteine switch
(GOMIS-RUTH, 2003). Para identificar os aminoacidos envolvidos nesse
processo, foi realizado um alinhamento entre os residuos da TvMSP e LmMSP.
Os resultados apontaram os aminoéacidos Cys16 a Asn37, com destaque para
Cysl1l6 (Fig. 1), como participantes do cysteine switch; esse trecho de

7

aminoacidos também ¢é referido como propeptideo. Membros da familia das

Metzincinas sdo hidrolases que apresentam ampla gama de substratos. Dessa
forma, caso estejam ativas no interior das células, essas enzimas poderiam
digerir diversos componentes intracelulares. O cysteine switch confere a
inatividade enzimética, através de um residuo de cisteina, no caso deste
estudo a Cys16, projetado no interior da fenda catalitica. Consequentemente,
enxofre, presente na cadeia lateral da cisteina, atuara como quelante do ion
zinco, impedindo o processo de hidrélise (GOMIS-RUTH, 2003).

o

ILSLLLVAQL N R EEERG L KSTEWKSIRIKVDYNYIDRTKDDARTCTWVGQ
IVTFQGVRYTCKREHILTYSKILAIEGTLNNVKSYLERLLTVIPFNYNINYVDFCSRYGYETNFGKQSAY
GADIVLAVLSRPRQDNDATLASAAGLAEERTYHRPIFGVVFLNPMAVPDTAQDENSKDSRFFYTC
[IALGISPSYFRDYHPHESIIPHSQIICSFRKYGRDFSFLVTPYAHKFAVKRFGVQEFQGDDRTCQSGLEI
ENDGGQGTAGSHLEARSYMSDLMVGMTIQTKSGPFARLTDAVLAILLDTGNYKVNWRMGQPLVWGHPEST
DGKPIPNFAIGPPQNVFPKYYMRDFSVQETWYASFDFKFSGPFSGPARIRASYSEKRFYDPKGIGVGTTQ
VYDFIPFYFPNYVCPKGQAILPSTMSYYYHKCGEYSCDGYKSFTIQVNKDNIGRQWESVTCTKENATKEF
SLPLGYYSRKVSCVDPERFCRSVKLNEMKFVVDPFDPNSKQLSSDSPTPTAPESGGYENPTIYGRNDDQP

Sseleple] qR{elEN R (I M NN ENGOI T T TSTCSAAAAL IVIAVIVAFAVY SAKKAKENAQNEEPDANL ST

Figura 1: Caracterizacdo da estrutura primaria da TvMSP: As letras marcadas na cor cinza,
correspondem ao peptideo sinal. Os aminodcidos marcados em preto representam o
propetideo, ja 0 aminoacido marcado por um circulo representa o residuo de cisteina envolvido
no processo de cysteine switch. Os aminoéacidos coloridos em vermelho indicam os residuos do
sitio catalitico. A cor azul aponta os dominios transmembranares, responsaveis pelo
ancoramento da TvMSP na superficie do parasito.

3.2 Determinagéo da estrutura da TvMSP

A estrutura da TvMSP foi determinada por modelagem comparativa,
utilizando o principio da modelagem por restricdes espaciais. A pesquisa por
estruturas no PDB revelou uma uUnica estrutura-molde, a MSP de L. major
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(LmMSP), sob o codigo de identificacdo PDB 1LML. O alinhamento das
sequéncias revelou que ambas compartilham 23% e 37% de residuos idénticos
e similares, respectivamente (Figura 2). Ainda em relagdo ao alinhamento, é
importante relatar a presenca de 5 residuos de cisteina conservados entre as
duas sequéncias. Esse achado indica que, possivelmente, essas sequéncias
apresentam também conservacao estrutural, uma vez que as cisteinas estao
envolvidas na formacao de pontes dissulfeto. Em adicdo as cisteinas, ambas
as sequéncias compartiiham a posicdo de 4 prolinas. Estas, devido a
peculiaridade de sua cadeia lateral, influenciam a estrutura 3D da proteina.
Apés o cumprimento do alinhamento, o processo de modelagem seguiu para
as etapas subsequentes.

ApGs a geracdo das coordenadas e a modelagem das alcas, as
estruturas foram inspecionadas visualmente e adicionadas de atomos
necessarios ao funcionamento molecular, tais como hidrogénios, &agua
catalitica e do heteroatomo zinco. Posteriormente, as estruturas foram
submetidas ao campo-de-forca OPLS-2005 (Optimized Potentials of Liquid
Simulations) para a minimizagdo da energia. Finalmente, a estrutura foi
remetida ao processo de validagcdo estrutural, a fim de assegurar a
confiabilidade do modelo gerado. Esse processo consistiu na verificacdo da
satisfacao de critérios estereoquimicos, interacdo de atomos néo-ligados e na
determinacdo da qualidade geral, sendo realizado pelos softwares Procheck,
ERRAT e ProSa, respectivamente. Apos o refinamento as estruturas foram
depositadas no PMDB-Caspur, um banco de dados para estruturas

determinadas por métodos in silico.
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De maneira geral, o modelo 3D da TvMSP, visualizada na figura 3A,
responsave
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e

possive

Figura 2. Alinhamento local entre TvMSP e 1LML: Aminoacidos contidos nos boxes de cores

preta, cinza e branca correspondem aos residuos idénticos, similares e divergentes,

respectivamente.
terminal. A manutencdo da estrutura € fortemente influenciada por 18 residuos

apresenta estrutura compacta, sendo composta por 14 fitas-B e 18 a-hélices e
de cisteina, envolvidos na formacdo de 9 pontes dissulfeto. Das nove pontes
dissulfeto, seis se localizam no dominio carboxi-terminal, sugerindo uma
pontes dissulfeto, sendo a ponte dissulfeto de namero 2 responsavel por
tracionar a fita-p Il para cima, aproximando-a da fita-p IV. Ja o dominio central
carboxi-terminal e, consequentemente, formar uma ponte dissulfeto para

3.3 Caracterizacao estrutural da TvMSP
conectar esses dois dominios.

dividida em trés

1. LmMSP
2. TvMSP
1. LmMSP
2. TvMSP
1. LmMSP
2. TMSP
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B)

\ Dominio
“ N-terminal

Figura 3. Representacédo tridimensional da TvMSP: a) Estrutura terciaria da TvMSP, os
dominios N-terminal, central e C-terminal estdo delimitados. b) Vista ampliada do sitio
catalitico. O &tomo de zinco esta coordenado as cadeias laterais da histidina e a uma molécula
de 4gua em distancias inferiores a 3 A.

O dominio N-terminal corresponde aos residuos de Lys39 a lle215 e
possui, como mencionado acima, um padrdo de enovelamento semelhante ao
moédulo catalitico de outras zinco-proteases. Este dominio apresenta trés dos
guatros residuos envolvidos na composi¢do do sitio catalitico, histidina 264,
acido glutamico 265 e histidina 268, que constitui o motif de assinatura desta
classe de zinco-proteases. Esse dominio também possui uma profunda fenda
na interface do sitio ativo, que esta localizada entre os dominios N-terminal e
central da molécula. O motif HEXXH esta localizado na hélice B e as cadeias
laterais das duas histidinas estdo em coordenacdo com o atomo de zinco no
sitio catalitico como mostrado na figura 3B. Diferentemente dos demais
membros do cla das Metzincinas, a TvMSP nao possui cinco fitas-f compondo
o0 médulo catalitico, mas sim, quatro fitas-3, contudo essa auséncia nao parece
influenciar a estrutura do modulo catalitico. A fita-B ausente € substituida por
uma alca de 39 aminoacidos. A TVMSP conta ainda com uma segunda
insercao de 37 residuos na alca que conecta a fita-f 2 e a a-hélice de nimero
2.

O dominio central compreende os residuos de Ser216 a Pro362 e
possui um padrdo de folding composto por hélices organizadas de modo
antiparalelas (H6 e H7) e fitas-, também antiparalelas S8, S9 e S10 formando
o centro do dominio. Uma Unica ponte dissulfeto (residuos Cys237-Cys274) é

responsével pela conexao entre o dominio central e o dominio C-terminal.
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Membros do cla das Metzincinas possuem o motif estendido
HEXXHXXGXXH, onde o residuo de glicina faz parte de uma pequena alca que
projeta o terceiro residuo de histidina dentro do sitio catalitico, colocando a
cadeia lateral desse aminoacido em coordenagcdo com o atomo de zinco. A
TVMSP apresenta uma insercdo de 61 aminodacidos entre a glicina do motif
estendido das zinco-proteases e a histidina que faz ligacdo com o zinco.

Proteases membros do cld das Metzincinas apresentam um residuo
conservado de metionina apos a terceira histidina que compde o sitio catalitico.
Essa metionina esta presente em uma alca e forma uma estrutura chamada
Met-turn ou alca de metionina. A TVMSP apresenta uma estrutura compativel
com o Met-turn, formada pelo motif DELMA, onde o residuo de metionina é
projetada logo abaixo do sitio catalitico, formando uma espécie de assoalho.

O sitio catalitico da TvMSP é composto pela unido dos dominios amino-
terminal e central. O posicionamento dos residuos ao redor do atomo de zinco
do sitio catalitico é semelhante ao de outras zinco-proteases. O atomo de zinco
estd coordenado ao nitrogénio-épsilon (¢e-N) da cadeia lateral da His264,
His268 e His334 em distancias de 2,18 A, 2,18 A e 2,99 A, respectivamente
(Figura 3B). Em adicdo aos trés residuos de histidinas do sitio catalitico, existe
uma molécula de agua em coordenacdo com o zinco, distante 1,97 A. Essa
molécula de agua esta presente entre 0 atomo de zinco e o atomo de oxigénio
do &cido glutdmico no motif conservado HEXXH. A molécula de &gua
coordenada ao zinco tem um papel chave na protedlise, sendo o nucleofilico o
responsavel por atacar a ligacao peptidica do substrato.

O dominio C-terminal, em comparacdo com o C-terminal de outros
membros da Metzincina, é alongado e formado exclusivamente por fitas-f3
paralelas e compreende os aminoacidos de nuamero Pro363 a Val513. O
dominio C-terminal conta com seis das nove pontes dissulfeto da estrutura e,
provavelmente, a grande quantidade de pontes dissulfeto esteja relacionado

com a rigidez desse dominio.

3.4 Conservacado da estrutural da TvMSP e determinagédo do perfil das
cargas parciais de superficie
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Para verificar, com maior profundidade, o grau de similaridade entre a
TVMSP e a LmMSP utlizada como estrutura-molde, foi realizado um
alinhamento estrutural com o auxilio do software Chimera (Figura 4). O qual
verificou um RMSD (Root-Mean-Square Deviation) de 0,384 A. O RMSD reflete
a intensidade de variacdo entre as estruturas, assumindo valores maiores a
medida que as estruturas divergem entre si. O baixo valor do RMSD para as
estruturas de TYMSP e LmMSP, é um indicativo da alta semelhanca entre as

duas estruturas.

Figura 4. Sobreposicéo estrutural: Alinhamento estrutural entre TYMSP (laranja) e LmMSP
(azul), evidenciando a grande conservacao estrutural, sobretudo, dos subdominios C-terminal e
central.

Outro aspecto analisado, foi a conservacdo das cargas parciais de
superficie entre TVMSP e LmMSP. Como visualizado na figura 5, as duas
proteases apresentam o mesmo perfil de distribuicdo das cargas de superficie,
ou seja, predominantemente positivo. Além disso, ambas proteases
apresentam sitios cataliticos com volumes semelhantes, sendo de 258 A3 para
TVMSP e de 257 A3 para a LmMSP.

s ——
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Figura 5. Mapa de distribuicdo de cargas: Representacao das cargas parciais de superficie
da TVMSP (A) e LmMSP (B). As cores azul, vermelho e branco correspondem as cargas
positiva, negativa e neutra, respectivamente.

4. Concluséo

As MSPs sdo proteases multifuncionais em membros da familia
Trypanosomatidae, mais notadamente nos géneros Leishmania e
Trypanosoma. A presenca de MSPs estruturalmente conservadas em T.
vaginalis, sugere que essa molécula pode participar, pelo menos em teoria, do
processo de interacdo parasito-hospedeiro, podendo facilitar ao parasito
nutricdo, evasao e/ou sobrevivéncia. A determinagédo da estrutura da TvMSP
abre novas possibilidades para o desenho racional de farmacos ou o uso de
outras abordagens que vise a eliminagcdo ou, pelo menos, a diminuicdo da

carga parasitaria.
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