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Resumo

A família Pr1 de proteases tem papel importante na patogenicidade e

virulência de artropatógenos como Metarhizium anisopliae. Esses fatores de

virulência geralmente atuam na penetração da cutícula do hospedeiro, etapa

essencial do processo infectivo. Há 11 proteoformas de Pr1 (Pr1A a Pr1K)

descritas. Essa família é dividida em duas classes, sendo que a Classe II

(tipo-proteinase K) inclui 10 parálogos subdivididos em três subfamílias. Essas

proteoformas agem em sinergia e com outros fatores de virulência, conferindo

patogenicidade a diferentes hospedeiros. À medida em que a virulência coevolui

por seleção recíproca com os hospedeiros, a seleção positiva pode levar à

evolução de novas famílias de proteases ou parálogos das existentes que possam

superar as defesas do hospedeiro. Essa hipótese é suportada por proteínas Pr1

da Classe II, pois evidenciamos: (i) seleção positiva em seis dos dez parálogos de

Pr1 (em maioria no domínio proteolítico); (ii) divergência funcional Tipo I em

comparações intra-subfamília, com suporte a uma potencial nova proteoforma de

Pr1J; (iii) localizações projetadas em estrutura terciária próximas ao sítio

catalítico, com potencial impacto na catálise. Uma abordagem mista

computacional-experimental foi desenvolvida para caracterizar essa nova

proteoforma de Pr1J e identificar os efeitos de sua evolução, utilizando

simulações comparativas por dinâmica molecular e expressão heteróloga em

Escherichia coli. Até o momento, diferentes elementos estruturais e

comportamentos conformacionais podem ser observados entre ambas as

proteoformas de Pr1J. Ademais, as construções de vetores plasmidiais foram

bem-sucedidas, embora a sua expressão não tenha sido possível. Em conjunto,

essa abordagem mista pode apontar os efeitos da duplicação e diversificação

proteica nas capacidades proteolíticas de M. anisopliae. Até o momento, os

resultados implicam a existência de pressão seletiva diferencial em genes pr1 e

uma potencial nova proteoforma, provavelmente afetando especificidade de
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hospedeiros, virulência ou ainda adaptando o organismo a diferentes estilos de

vida independentes do hospedeiro.
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Abstract

The Pr1 family of proteases plays an important role in pathogenicity and

virulence of arthropathogens such as Metarhizium anisopliae. These virulence

factors are active during the penetration of the host cuticle, an essential step in the

infective process of this fungus, which possesses 11 Pr1 proteoforms (Pr1A

through Pr1K). This family is divided in two classes, with Class II (proteinase

K-like) comprising 10 paralogs further split into three subfamilies. These

proteoforms act synergistically and with other virulence factors, conferring

pathogenicity to multiple hosts. As virulence coevolves by reciprocal selection with

hosts, positive selection may lead to the evolution of new protease families or

paralogs of extant ones that can withstand host defenses. This hypothesis is

supported in Class II Pr1 proteins, as we have evidenced: (i) positive selection in

six out of ten Pr1 paralogs (mostly located on the proteolytic domain); (ii) Type I

functional divergence in intra-subfamily pairwise comparisons, also supporting a

potential novel Pr1J proteoform; (iii) tertiary structure projected locations being

closely located to the enzyme’s catalytic cleft, potentially impacting catalysis. A

mixed computational-experimental approach was developed in order to

characterize this novel Pr1J protein proteoform and identify the effects of positively

selected sites and residues related to functional divergence, by means of

comparative molecular dynamics simulations and heterologous expression in

bacterial vectors. While these analyses are currently underway, different structural

elements and conformational behaviors can already be observed among both Pr1J

proteoform. Furthermore, plasmidial vector constructions have been successful,

although their expression is yet to be accomplished. In conjunction, this mixed

approach should provide a comprehensive view of the effects of protein

duplication and diversification regarding proteolytic capabilities in M. anisopliae.

So far, our results imply the existence of differential selective pressure acting on

pr1 genes and a potential novel proteoform, likely affecting host specificities,

virulence or even adapting the organism to different host-independent lifestyles.
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Introdução

Evolução de Fungos

No contexto da vida na Terra (aproximadamente esférica ), é inegável a1

importância dos fungos nos mais diversos ecossistemas que habitam.

Reconhecidos como um reino taxonômico, Fungi , desempenham papel vital na2

bioquímica global, reciclando carbono e mobilizando nitrogênio, provendo suporte

à vida de plantas na rizosfera ou de forma endofítica, por exemplo

(NARANJO‐ORTIZ; GABALDÓN, 2019). Em outra frente, características

particulares de seus metabolismos permitiram que a sociedade humana

produzisse antibióticos para tratamento de infecções, além de alimentos e

bebidas fermentadas para saciedade ou prazer, ou ainda que explorasse a própria

biomassa fúngica para alimentação. Essas singularidades metabólicas trazem

consigo possibilidades danosas, contudo. Patógenos fúngicos podem dizimar

populações animais e vegetais, extinguindo espécies ou ameaçando cadeias de

produção alimentícia (NARANJO‐ORTIZ; GABALDÓN, 2019). Entretanto, mesmo

essas características inicialmente negativas podem ser exploradas de maneira

benéfica, a exemplo da utilização de espécies fúngicas para biocontrole de pragas

agrícolas (IWANICKI et al., 2019), a ser melhor explorada em seções

subsequentes.

A classificação taxonômica de fungos passou por diversas revisões. Parte

do problema envolve a própria definição do que é um fungo “verdadeiro”. Embora

existam exceções, características comuns a fungos incluem: parede celular

composta de quitina e β-glicanas , apresentação unicelular ou crescimento como3

micélio, presença da rota do aminoadipato para biossíntese de lisina, e cristas

mitocondriais achatadas (ADL et al., 2012, 2019). Enquanto o percurso de

classificação dos fungos verdadeiros foi baseado em traços morfológicos e

reprodutivos em seus primórdios, dados de sequenciamento genômico e

3 Nos esporos, pelo menos.
2 Juntamente a Animalia, Plantae, Protista, Bacteria e Archaea.
1 Infelizmente, se faz necessária essa distinção, dada a abismal disseminação de pseudociência.
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metagenômico permitiram sua divisão taxonômica em nove filos principais (Figura

1): Basidiomycota, Blastocladiomycota, Chytridiomycota, Glomeromycota,

Mucoromycota, Neocallimastigomycota, Opisthosporidia, Zoopagomycota e

Ascomycota, ao qual direcionam-se os estudos deste trabalho.

Figura 1: Reino Fungi. Árvore esquemática representando os nove filos majoritários
de fungos e suas relações evolutivas. Unidades taxonômicas fora do nível de filo foram
omitidas por simplicidade. Adaptado de (NARANJO‐ORTIZ; GABALDÓN, 2019).

Contendo aproximadamente dois terços de todas as espécies fúngicas

descritas (LUTZONI et al., 2004; SCHOCH et al., 2009), o filo Ascomycota contém

organismos-modelo de notável importância científica e econômica (i.e. Aspergillus

nidulans, Saccharomyces cerevisiae, Schizosaccharomyces pombe e Neurospora

crassa, dentre outros). Cruzamentos entre espécies de ascomicetos induzem a

formação de hifas dicarióticas , que levam à formação de ascos contendo esporos4

(ascosporos) de origem meiótica. Porém, não é incomum a ocorrência de

reprodução assexuada em vários membros deste filo. De particular interesse, o

subfilo Pezizomycotina possui a maior diversidade dentre os ascomicetos e sua5

anatomia básica é filamentosa e anastomizada (ADL et al., 2012; HEALY et al.,

5 Os outros sendo Taphrinomycotina e Saccharomycotina, este sendo clado-irmão de
Pezizomycotina (NARANJO‐ORTIZ; GABALDÓN, 2019).

4 Característica do sub-reino Dikarya, composto por Ascomycota e Basidiomycota, onde a fusão
de hifas é disjunta da meiose (NARANJO‐ORTIZ; GABALDÓN, 2019).
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2013; LIU et al., 2008), com ascos normalmente protegidos por ascocarpos. Único

a este grupo taxonômico fúngico é a evolução mesosintênica , evidenciada por6

genômica comparativa (HANE et al., 2011), e metabolismo secundário altamente

desenvolvido (SBARAINI et al., 2016; WISECAVER; ROKAS, 2015; WISECAVER;

SLOT; ROKAS, 2014). Os Pezizomycotina possuem 13 classes conhecidas, cada

uma abrangendo diversas ordens, porém há em torno de 5000 membros desse

subfilo sem classificação exata (NARANJO‐ORTIZ; GABALDÓN, 2019). Por

objetividade, focaremos na classe Sordariomycetes, que abrange em torno de 2,2

x 104 organismos conhecidos, o segundo mais abundante desse subfilo

(NARANJO‐ORTIZ; GABALDÓN, 2019). Morfologicamente diversos,

sordariomicetos possuem estilos de vida saprotrófico, patogênicos a plantas,

parasitas de animais ou fungos, endofítico ou até formando líquens

(NARANJO‐ORTIZ; GABALDÓN, 2019).

A ordem Hypocreales, da classe Sordariomycetes, abrange uma

cornucópia de fungos fitopatogênicos, endofíticos, micoparasitas, simbiontes de

insetos e patógenos de artrópodes (KEPLER et al., 2012; SUH; NODA;

BLACKWELL, 2001). Em particular, a entomopatogenicidade evoluiu de maneira

independente nas famílias Cordycipitaceae, Ophiocordycipitaceae e

Clavicipitaceae, de tal forma consistente com transições repetidas entre

hospedeiros plantas, fungos ou insetos (SUH; NODA; BLACKWELL, 2001).

Direcionando o foco especialmente à família Clavicipitaceae, destaca-se que é

composta majoritariamente por espécies patogênicas, incluindo patógenos de

plantas, fungos, répteis e artrópodes (KEPLER et al., 2014). O gênero

Metarhizium, por exemplo, inclui representantes patogênicos a répteis

(Metarhizium viride e Metarhizium granulomatis) (SCHMIDT et al., 2017), a

cogumelos (Metarhizium marquandii, também saprófito) e a insetos (Metarhizium

acridum). Metarhizium spp. são tradicionalmente considerados patógenos de

insetos que apresentam esporos assexuais esverdeados, divergindo de

representantes endofíticos há aproximadamente 307 milhões de anos (MiA) (ST

6 Manutenção de conteúdo gênico sem conservação de ordem de ocorrência.
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LEGER; WANG, 2020), e vem sendo de particular interesse no estudo da

patogenicidade e em aplicações comerciais voltadas ao biocontrole de pragas.

Artropatógenos e Metarhizium spp.

Fungos artropatogênicos (FAP) vem sendo utilizados para biocontrole há7

mais de um século, oferecendo alternativas ambientalmente corretas se

comparados a pesticidas sintéticos convencionais para controle de pragas

artrópodes. Um foco especial vem sendo dado à ordem Hypocreales, devido a

mecanismos eficientes de infecção, abrangência de hospedeiros e facilidade de

produção em massa (BUTT; JACKSON; MAGAN, 2001). Aproximadamente 80%

das aplicações comerciais de FAPs são baseadas nos gêneros Metarhizium e

Beauveria (FARIA; WRAIGHT, 2007). Especialmente, Metarhizium anisopliae foi a

primeira espécie de FAP a ser produzida em massa e aplicada a esse propósito.

Sendo uma das espécies de melhor caracterização quanto à virulência e

especificidade de hospedeiros em nível molecular, M. anisopliae tem grande

importância no estudo da artropatogenicidade (ST LEGER; WANG, 2020)

O banco de dados Mycobank apresenta 85 espécies reconhecidas de8

Metarhizium spp. (Name status: Legitimate; incluindo formas e variantes ), cujas9

sequências genômicas já foram determinadas para 8 espécies (Tabela 1).

Estudos filogenômicos (HU et al., 2014) apontam para a existência de grupos

considerados hospedeiro-específicos ou especialistas como primitivas às10

demais espécies amostradas. Fungos cuja abrangência de hospedeiros é mais

diversa são considerados (hospedeiro-)generalistas, abrangendo 7 ordens de

artrópodes . Integrantes com número intermediário de hospedeiros são11 12

12 Metarhizium majus e Metarhizium guizhouense, ambos abrangendo Lepidoptera e Coleoptera.

11 M. anisopliae, Metarhizium brunneum e Metarhizium robertsii, abrangendo Diptera, Lepidoptera,
Coleoptera, Hymenoptera, Orthoptera, Hemiptera e Ixodida.

10 Metarhizium album e Metarhizium acridum, patogênicos às ordens Hemiptera e Orthoptera,
respectivamente.

9 Do latim, respectivamente, forma e varietas, abreviados como f. e var.
8 http://www.mycobank.org/; consulta em 5 de agosto de 2020.

7 Usado como alternativa para “entomopatogênicos”, visto que os hospedeiros de alguns FAPs
incluem não-insetos (e.g. Metarhizium). É, porém, um termo não-usual.
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definidos como espécies transicionais no processo de diversificação de

hospedeiros no gênero Metarhizium. Presume-se que a especiação direcionada à

generalização do leque de hospedeiros, partindo de especialistas, ocorreu

paralelamente à diversificação dos artrópodes em um processo coevolutivo. Em

espectro mais abrangente, a ampliação do rol de hospedeiros dos Metarhizium

gerou aumento no tamanho genômico, número total de genes e expansão de

famílias gênicas – especialmente as associadas à interação com os hospedeiros.

Tabela 1: Genomas disponíveis para Metarhizium spp. conforme o banco de dados
do NCBI. Consulta em 18/06/2021.

Espécie Montagens ID Comprimento
total (Mb) Proteínas GC%

M. acridum 1 2443 39,42 9849 49,80

M. album 1 11737 30,45 8472 52,70

M. anisopliae 6 2190 38,59 11415 50,90

M. brunneum 2 15954 37,43 11054 51,08

M. guizhouense 1 15953 43,47 11787 49,60

M. majus 1 37185 42,06 11535 51,00

M. rileyi 2 44815 31,91 8854 49,65

M. robertsii 2 13329 40,99 12036 51,10

Em particular, M. anisopliae foi a primeira espécie de FAP a ser produzida

em massa e a ser utilizada de forma bem-sucedida para fins de biocontrole

(ZIMMERMANN; PAPIEROK; GLARE, 1995). Esse organismo é um dos FAPs

melhores caracterizados e é aplicado globalmente em programas de controle

biológico (BEYS-DA-SILVA et al., 2020), podendo ser encontrado no solo ,13

endofiticamente ou de maneira infectiva ou saprotrófica (ST LEGER, 2008). Em

particular, a forma infectiva (Figura 2) pode ser dividida em 3 grandes etapas

(BUTT et al., 2016; SÁNCHEZ-PÉREZ et al., 2014): penetração, crescimento e

reprodução. O estágio de penetração inclui o reconhecimento da superfície do

hospedeiro suscetível, adesão e germinação do conídio, desenvolvimento de

apressório e tubo germinativo e a penetração propriamente dita. Em seguida, na

13 Habitando a rizosfera de plantas.
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etapa de crescimento, ocorre a diferenciação das hifas em blastosporos ,14

crescimento intenso do FAP e consumo de recursos do hospedeiro até sua morte.

Por fim ocorre nova diferenciação de hifas, que emergem através da cutícula e

desenvolvem conidióforos, cuja liberação de conídios no ambiente permite a

reprodução através de novo hospedeiro (BEYS-DA-SILVA et al., 2020;

BOOMSMA et al., 2014). Entretanto, esse ciclo só é possível se o conídio resistir

às diversas defesas, induzidas ou pré-existentes, do hospedeiro (BUTT et al.,

2016). A primeira e principal dessas é a cutícula, composta principalmente por

lipídeos , proteínas e quitina . Para que ocorra a penetração física dessa15 16

complexa camada, conídios de M. anisopliae formam apressórios, estruturas

especializadas que exercem simultaneamente pressão mecânica e secreção de

enzimas lipolíticas, quitinolíticas e proteolíticas (BUTT et al., 2016; SCHRANK;

VAINSTEIN, 2010). Esse balanço químico entre parasita e hospedeiro, no que se

refere respectivamente a fatores de virulência e moléculas de defesa, em prol do

agente invasor é essencial para a manutenção e evolução desse estilo de vida.

Os genes codificantes de proteases fúngicas, em particular, apresentam-se como

modelos promissores no estudo da evolução adaptativa de famílias multigênicas e

seu impacto nos processos de especiação (VILCINSKAS, 2010).

As proteases, em particular, desempenham funções essenciais na

patogenicidade de M. anisopliae (ROSAS-GARCÍA et al., 2014). No processo

infectivo desse fungo filamentoso, são conhecidos pelo menos três tipos distintos

de proteases: serino-proteases dos tipos subtilisina (Pr1 ) e tripsina (Pr2 ), além17 18

de um tipo de metaloprotease (ST LEGER; BIDOCHKA; ROBERTS, 1994). As

proteínas tipo-tripsina e tipo-subtilisina pertencem a distintas superfamílias de

serino-proteases, cuja evolução convergiu independentemente a mecanismos

catalíticos similares. As funções dessas enzimas vão além da penetração

cuticular, também disponibilizando as proteínas do hospedeiro para a nutrição e

18 EC 3.4.21.4
17 EC 3.4.21.62
16 Na procutícula
15 Na epicutícula
14 Formas leveduriformes que se difundem passivamente pela hemolinfa do artrópode.
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agindo em resposta às defesas do inseto através da hidrólise de peptídeos

antimicrobianos e inibidores de proteases, a citar alguns (BUTT et al., 2016;

VILCINSKAS, 2010).

Figura 2: Visão esquemática da forma infectiva de M. anisopliae. Retrata-se o ciclo
em forma cartunizada do carrapato bovino Rhipicephalus microplus. Ao centro, visão
ampliada do estágio final de colonização, onde a superfície do cadáver apresenta-se
tomada pelos conidióforos esverdeados de M. anisopliae. C - conídio; A - apressório;
GT - tubo germinativo (sigla do do inglês, germ tube). Adaptado de (BEYS-DA-SILVA et
al., 2020; SCHRANK; VAINSTEIN, 2010).

Proteases Pr1

A família Pr1 de proteases está intimamente ligada à patogenicidade de M.

anisopliae. Análises de ESTs indicam a presença de 11 parálogos de Pr1, sendo

mais prevalentes os transcritos de Pr1A, seguidos de Pr1J - quase oito vezes

menos abundantes (FREIMOSER et al., 2003). Estudos filogenéticos posteriores

empregando três linhagens de M. anisopliae (ARSEF 2575, ARSEF 324 e ARSEF
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820) (BAGGA et al., 2004) sugerem a divisão dessa família em duas classes

(Tabela 2). A Classe I (tipo-bacteriana) contém a proteoforma Pr1C, enquanto a

Classe II, tipo-proteinase K, subdivide-se em três subfamílias que abrangem as

isoenzimas remanescentes.

A subfamília extracelular 1 (Sf1) compreende Pr1 A, B, G, I e K, sendo

caracterizada por genes contendo de dois a três íntrons e quatro resíduos de

cisteína conservados nas proteínas codificadas (BAGGA et al., 2004). Em

especial, Pr1A é reconhecida como um importante fator de virulência de M.

anisopliae, sendo que linhagens superexpressando essa proteoforma reduziram o

tempo de morte do hospedeiro em até 25%, ocorrendo também redução da

alimentação em 40% enquanto vivos, parâmetro crítico na avaliação de pesticidas

comerciais (ST LEGER et al., 1996). Adicionalmente, mutantes espontâneos com

deleção dos genes pr1A e pr1B apresentaram virulência reduzida - sem efeito na

patogenicidade - para Tenebrio molitor, porém não para Galleria mellonella

(WANG; TYPAS; BUTT, 2002), implicando que as diferentes proteoformas de Pr1

podem ter efeito na especificidade a determinados hospedeiros. O mesmo

trabalho também aponta que linhagens apresentando deleções de alguns genes

pr1 ainda são capazes de infectar seus respectivos hospedeiros, embora com

virulência reduzida. O processo é, portanto, intrincado e multifatorial.

A subfamília extracelular 2 (Sf2) compreende Pr1 D, E, F e J. Genes neste

grupo podem possuir até dois íntrons, não havendo conservação de códons de

cisteína. Em particular, os genes pr1E e Pr1F estão organizados in tandem,19

distantes cerca de 800 pb, implicando que sua origem decorreu de duplicação de

um gene ancestral similar a pr1F. É proposto que um ancestral de Metarhizium

spp. herdou pr1D e um gene similar a pr1J, este sofrendo duplicação, resultando

em gene ancestral similar a pr1F (BAGGA et al., 2004). Também existem indícios

de que a duplicação que deu origem às subfamílias 1 e 2 ocorreu há

aproximadamente 400 MiA no filo Ascomycota, anteriormente à divergência entre

leveduras e ascomicetos filamentosos (HU; ST. LEGER, 2004).

19 Ambos sem íntrons
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Tabela 2: Classificação da família Pr1 de proteases, conforme proposto por

(BAGGA et al., 2004)

Classe Subfamília Proteoforma Localização

Classe I
(Tipo-Subtilisina) N/A C Extracelular

Classe II
(Tipo-Proteinase K)

1
(sf1)

A Extracelular

B Extracelular

G Extracelular

I Extracelular

K Extracelular

2
(sf2)

D Extracelular

E Extracelular

F Extracelular

J Extracelular

3
(sf3) H Intracelular

N/A - Não-Aplicável

A última subdivisão da Classe II é composta apenas pela isoenzima Pr1H,

ocupando a subfamília intracelular 3 (Sf3), independente das demais. A natureza

intracelular dessa proteína é inferida pela ausência de peptídeo-sinal identificável

(BAGGA et al., 2004). Há indícios de que a evolução dos genes associados às

proteínas tipo-subtilisina encontradas em ascomicetos ocorreu a partir de

proteínas intracelulares até as extracelulares, o que pode ter facilitado o uso

dessas proteases como fatores de virulência por espécies patogênicas (LI et al.,

2010, 2017).

O único representante da Classe I em M. anisopliae (Pr1C) não foi incluído

nas análises de 2004 (BAGGA et al., 2004) por ser altamente divergente das

demais e introduzir um viés nos alinhamentos. Sendo assim, não foi possível
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relacioná-lo com os demais membros da família sob um mesmo olhar. Essa

proteoforma em particular apresenta maior similaridade com sequências de

Bacillus spp., não apresentando íntrons ou sítios conservados de cisteína

(BAGGA et al., 2004). Análises in silico apontam potenciais funções regulatórias e

interação com outras proteases tipo-subtilisina , dentre outras proteínas em20

etapas iniciais de infecção (BEYS-DA-SILVA et al., 2014).

As proteínas Pr1, em sua maioria, são sintetizadas como pré-pró-peptídeos

(Figura 3) (SIEZEN; LEUNISSEN, 1997). A região “pré” é localizada nos

primeiros 15 a 22 aminoácidos (aa) dos polipeptídeos e corresponde a um

peptídeo-sinal, este ausente em Pr1H (BAGGA et al., 2004; LI et al., 2010).

Sequencialmente, temos a região “pró”, localizada entre o peptídeo-sinal e a

região da protease madura e com 60 a 80 aa de extensão (BAGGA et al., 2004).

Esse segmento, sem assinatura evidente em Pr1E e F, possui função no

enovelamento proteico como chaperona intramolecular (LI et al., 1995) e atua

como inibidor temporário do domínio proteolítico (KOJIMA; MINAGAWA; MIURA,

1997) até que assuma sua conformação final, de aproximadamente 280 aa (ST.

LEGER, 1995).

Embora não se conheça completamente a função individual de cada

proteoforma de Pr1, espera-se que as atividades das enzimas que forem parcial

ou totalmente não inibidas complementem funcionalmente umas às outras no

processo infectivo (VILCINSKAS, 2010). Potencialmente, esse processo pode

aumentar a adaptabilidade e alcance de hospedeiros, ou até mesmo favorecendo

a sobrevivência em diferentes habitats externos. Diferenças de estabilidade,

adsorção e afinidade por substratos, dentre outras características, sugerem que

as proteínas tipo-subtilisina interagem sinergisticamente com outras enzimas

associadas à cutícula, hidrolisando mais eficientemente as componentes

cuticulares (BAGGA et al., 2004; BUTT et al., 2016; LI et al., 2010).

20 Pr1A, B, I e J.
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Figura 3: Arquitetura típica da família Pr1 de proteases. Em geral, o polipeptídeo
transcrito possui peptídeo-sinal (PS) para secreção, este ausente na proteoforma H,
um domínio dito inibitório (Inibidor_I9), ausente nas proteoformas E e F, e o domínio
proteolítico (Peptidase_S8) da superfamília das subtilases. A nomenclatura dos
domínios segue a empregada no PFAM, das referências PF05922 (Inhibitor_I9) e
PF00082 (Peptidase_S8).

A expressão diferencial de proteases por Metarhizium spp. em diferentes

substratos pode ser interpretada como uma adaptação fisiológica aos inibidores

de proteases dos hospedeiros (VILCINSKAS, 2010). Análises proteômicas de M.

anisopliae durante a infecção de Dysdercus peruvianus (BEYS-DA-SILVA et al.,

2014) sugerem aumento da expressão de Pr1A, B, C e I, além de redução de

expressão Pr1J nos estágios iniciais de infecção (48 h). Adicionalmente, Pr1B

continua aumentada após 96 h do início da infecção. Na infecção de Spodoptera

exigua (JAVAR et al., 2015), verifica-se aumento gradual na expressão de Pr1A

nos estágios iniciais e atinge pico 1.000 vezes maior na etapa de conidiação, em

relação ao início do processo, sugerindo que essa proteoforma também tem ação

no processo de extrusão de hifas nos estágios finais, possivelmente

disponibilizando nutrientes. Da mesma forma, em Galleria mellonella (SMALL;

BIDOCHKA, 2005), verifica-se expressão aumentada de Pr1A na formação de

apressórios e na conidiação. Experimentos de RNA-Seq a partir de material

extraído de culturas de M. anisopliae em cutículas de Rhipicephalus microplus

(STAATS et al., 2014) evidenciam superexpressão das proteoformas C, I, J e K a

48 h pós-infecção, voltando a níveis basais em 144 h pós-infecção. Já em
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Manduca sexta (FREIMOSER; HU; ST. LEGER, 2005), observa-se alteração

generalizada da expressão da maioria dos parálogos da família Pr1 de proteases

em relação ao controle (Figura 4).

Esses dados mostram conjuntamente que a expressão de serino-proteases

da família Pr1 está relacionada a diferentes composições de cutícula dos

hospedeiros artrópodes. Potencialmente, isso envolve um processo de

“amostragem” do meio, afetando a especificidade de M. anisopliae

(BEYS-DA-SILVA et al., 2014; FREIMOSER; HU; ST. LEGER, 2005; SANTI et al.,

2010). Contudo, se o hospedeiro não possuir capacidade inibitória relativa a

alguma protease em particular que esteja associada a um determinado patógeno,

de tal maneira que não ocorra a sua inativação completa, esta se tornará o fator

mais relevante. Isso se dá independentemente de sua concentração absoluta ou

atividade, podendo ser notavelmente menores que as dos demais fatores, visto

que a secreção de enzimas de cujos inibidores o hospedeiro dispõe em grandes

quantidades acarreta no desperdício de recursos (VILCINSKAS, 2010).

Figura 4: Diferenças na expressão de genes pr1. As taxas de expressão médias
para cada gene, comparativamente entre meio mínimo (à esquerda) e em cutículas de
M. sexta (à direita), demonstram a plasticidade da transcrição de acordo com o
ambiente. Adaptado de FREIMOSER; HU; ST. LEGER, 2005.

Provavelmente a virulência de FAPs coevolui por resultado da seleção

recíproca com o organismo-alvo. Sob esse paradigma, é possível postular que
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exista seleção positiva na direção da evolução de novas proteases que não são21

inativadas pelos fatores do hospedeiro (VILCINSKAS, 2010). Avaliações prévias a

este trabalho da pressão seletiva na família Pr1 de proteases apontam que,

calculando médio entre todos os códons, a divergência dessa famíliaω = 𝑑
𝑁

/𝑑
𝑆

seguiu o que se espera de evolução neutra, com níveis variáveis de seleção

purificadora (BAGGA et al., 2004; HU; ST. LEGER, 2004). Contudo, como os

próprios autores apontam, ponderar entre todos os códons mascara asω

diferentes regiões da cadeia polipeptídica sob pressões seletivas diferenciadas.

Mais recentemente, avaliações filogenômicas incluindo 7 espécies de Metarhizium

apontam Pr1K, apenas, sob seleção positiva em todas as linhagens (HU et al.,22

2014). Ademais, há evidências de seleção positiva atuando em serino-proteases

de fungos aprisionadores de nematódeos (LI et al., 2010). Esse mesmo estudo

aponta propriedades compartilhadas com FAPs no âmbito do parasitismo,

inclusive demonstrando a capacidade de diversos entomopatógenos infectarem

ovos de nematódeos. Da mesma forma, mostrou-se que fungos patogênicos a

nematódeos são capazes de infectar artrópodes. Com isso em mente, um

extensivo estudo comparativo entre as diversas proteoformas de serino-proteases

tipo-subtilisina da família Pr1, incorporando espécies fora do complexo

Metarhizium, pode evidenciar novos padrões de diversificação, contribuindo no

entendimento do papel individual dessas enzimas no processo infectivo.

22 M. acridum, M. album, M. majus, M. guizhouense, M. brunneum, M. robertsii e M. anisopliae
21 Sejam novas famílias ou mesmo novos parálogos de famílias existentes.
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Tese

Se a virulência fúngica coevolui com seus hospedeiros, havendo pressão seletiva

positiva para o surgimento de novas variantes,

então essa pressão seletiva pode ser quantificada e alterações decorrentes

desse processo causam efeitos conformacionais e funcionais observáveis e

detectáveis na estrutura proteica.

Objetivos

Gerais: evidenciar padrões evolutivos de seleção positiva e divergência funcional

na família Pr1 de proteases, bem como seus efeitos na estrutura proteica e

função enzimática.

Específicos:

● Descrever a evolução molecular da família Pr1 de serino-proteases em

Metarhizium spp.;

● Evidenciar regiões de variação e alteração estrutural e funcional da

proteína;

● Verificar o papel de resíduos positivamente selecionados e associados à

divergência funcional na estrutura e função de proteoformas de Pr1J;

● Caracterizar e diferenciar a função enzimática de proteoformas de Pr1J em

Metarhizium spp.
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Organização Geral

Doravante, o trabalho se divide em três capítulos, correspondendo à

divisão de temas inerente ao estudo proposto. Neles serão apresentados

resultados e metodologias pertinentes, seguidos de discussão conjunta das

implicações das observações. A Figura 5 traz, de forma gráfica, o panorama do

fluxo metodológico seguido. De forma resumida, são como segue:

1. Evolução

Inferência filogenética baseada em sequências de proteases Pr1,

com posterior aferição de pressão seletiva positiva e avaliação de

divergência funcional entre as 10 proteoformas da Classe II. Por fim,

discorre-se sobre as implicações desses resíduos em estrutura proteica

homóloga. Será apresentado na forma de artigo, já publicado.

2. Estrutura

Baseado nos resultados decorrentes do Capítulo 1, foi realizada a

construção de modelos comparativos de estrutura proteica, seguidos de

simulação por Dinâmica Molecular de proteoformas (potenciais) de Pr1J.

3. Função

Complementar ao Capítulo 2, tentou-se realizar expressão

heteróloga das Pr1J fúngicas, com posterior isolamento e caracterização

da atividade enzimática em substratos conhecidos, visando observar

diferenças funcionais entre as potenciais proteoformas de Pr1J. Este

segmento encontrava-se em andamento até a pandemia do SARS-CoV2 e

está interrompido por tempo indeterminado.
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Figura 5: Organização Geral da Tese.
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Capítulo 1: Evolução

O artigo que constitui essa sessão foi publicado no periódico Molecular

Genetics and Genomics sob o DOI 10/c3zn. Neste Capítulo são descritas as

primeiras análises evolutivas envolvendo a Classe II da família Pr1 de proteases

em M. anisopliae e outras espécies relacionadas, incorporando informações

existentes em bancos de dados públicos. Esse trabalho aborda aspectos

evolutivos gerais dos 10 parálogos (A-K, exceto C), caracterizando as relações

das entidades moleculares entre si, bem como entre as subfamílias,

analisando-se as ramificações associadas ao gênero Metarhizium. A seguir,

analisa-se a presença e localização de seleção positiva e divergência funcional

tipo II. Verifica-se, então, a relação entre pressão seletiva e localização na

estrutura proteica através de modelagem estrutural comparativa. Por fim,

discorre-se sobre as implicações dos processos evolutivos sobre a função

proteica e sobre a potencial existência de uma proteoforma não descrita de Pr1J.
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Discussão

Visando testar se as serino-proteases do gênero Metarhizium estão

sujeitas a pressões seletivas diferenciais, realizamos um estudo filogenético

amplo. Foram observados indícios de seleção positiva na maioria dos casos

analisados. Além disso, há evidência de divergência funcional Tipo I dentro das

subfamílias 1 e 2, oferecendo suporte à hipótese de que não há redundância

funcional das proteases Pr1, bem como sugerindo a existência de uma nova

proteoforma de Pr1J até então não descrita. Essa tendência à variabilidade,

juntamente com desvios funcionais, tem potencial impacto sobre o leque de

hospedeiros artrópodes nesse gênero fúngico.

Em geral, as filogenias mostram entradas de Metarhizium ramificadas

conforme a abrangência de hospedeiros, posicionando a especialização de

hospedeiros como característica plesiomórfica aos alcances maiores , em23

consonância com dados genômicos (HU et al., 2014). Ademais, as reconstruções

baseadas em sequências nucleotídicas e aminoacídicas, em geral, recuperaram a

filogenia das espécies que as contém. Essa observação implica que a

transmissão dos genes pr1 ocorre de maneira vertical, sem indícios de

transferência interespecífica ou horizontal.

As relações filogenéticas observadas entre parálogos das famílias 1 e 2

apresentam melhor suporte estatístico que as previamente disponíveis no

momento de publicação deste artigo . As reconstruções de filogenia global24

(alinhando todas as Pr1 amostradas) apontam para ramificações [K,(A,(B,(G,I)))],

para a sf1, e [J,(D,(E,F))] ,para a sf2, enraizadas na sf3/Pr1H onde, em geral, as

ramificações internas corresponderam àquelas observadas nas reconstruções

individuais por proteoforma. Nosso trabalho introduz uma filogenia totalmente

resolvida nos níveis de subfamília e proteoforma, com alto suporte estatístico,

provendo uma base mais sólida na classificação das proteínas Pr1 da Classe II,

24 28 de março de 2019.
23 Transicionais e generalistas.
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enquanto mantendo a consistência com conhecimento prévio (BAGGA et al.,

2004; LI et al., 2010, 2017).

As inferências de seleção positiva e divergência funcional deste trabalho

introduzem uma nova perspectiva na evolução das proteases Pr1 Classe II. A

presença de pressão seletiva positiva em seis de dez genes pr1 , cujos sítios25

localizam-se no domínio proteolítico, sugerem processo ativo de diversificação.

Adicionalmente, observou-se a presença de divergência funcional estatística na

maioria das comparações par a par realizadas em cada subfamília, com múltiplos

resíduos-chave associados. Em conjunto, esses dados são consistentes com a

hipótese de que a família de proteases Pr1 divergiu (e continua divergindo) de

modo a desempenhar atividades não-redundantes em fungos entomopatogênicos,

podendo influenciar diferentes afinidades por substratos, supressão ou

degradação de respostas do hospedeiro e aumento no alcance de hospedeiros.

Números maiores de proteoformas de Pr1 em espécies generalistas de

Metarhizium em comparação com especialistas ou outras espécies fúngicas

podem ter resultado na capacidade de infectar hospedeiros. Consistente com

nossos resultados, Vilcinskas (2010) sugere que a adaptação a um maior número

de hospedeiros deve ser acompanhada de rápida diversificação dos genes

envolvidos na interação com múltiplos hospedeiros. Adicionalmente, a adaptação

a uma espécie particular de hospedeiros deve promover perda de genes que não

são afetados por pressões seletivas devido à falta de função na patogênese de

alcances reduzidos de hospedeiros. No caso da sf2, em particular, a presença de

múltiplos grupos associados apenas, ou em maioria, com espécies generalistas26

pode indicar um ganho de capacidade enzimática nos especialistas ou perda de

genes por parte dos especialistas, com efeitos prováveis na virulência.

A evolução de estilos de vida parasíticos depende da disponibilidade de

fatores enzimáticos de virulência na interação com os hospedeiros, seja na

aquisição de nutrientes, na infecção propriamente dita ou pelo enfraquecimento

das defesas do hospedeiro. Presumidamente, a virulência de um patógeno

26 Em Pr1E e Pr1F.
25 Pr1A, Pr1B, Pr1D, Pr1G, Pr1I e Pr1J.
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coevolui como resultado de seleção recíproca com seu hospedeiro, havendo

seleção positiva no sentido da evolução de novos tipos de proteases ou

proteoformas que possam sobrepujar as defesas do alvo, tais como inibidores de

proteases. Vilcinskas (2010) ilustra, de maneira simplificada, alguns cenários

possíveis. Os dados aqui apresentados apontam na direção de uma combinação

dos cenários 3 e 4 em M. anisopliae, onde proteases são ou parcialmente, ou

não-inibidas pelo hospedeiro, permitindo uma mudança na importância de fatores

de virulência de acordo com os hospedeiros, independente de concentração

absoluta ou atividade, em virtude de uma forte seleção diversificadora em

proteases associadas a patógenos. O número de parálogos expressos por esse

fungo generalista é determinante no alcance de hospedeiros e sua expressão

diferenciada em hospedeiros distintos é uma adaptação fisiológica em potencial

aos mecanismos inibitórios de seu hospedeiro, enquanto permitindo a hidrólise de

diferentes composições cuticulares (VILCINSKAS, 2010). Adicionalmente, a

quantidade de proteoformas e os padrões de expressão das proteases Pr1 podem

ser características pré-adaptativas a um estilo de vida parasítico (HU; ST. LEGER,

2004), ou mesmo a diferentes ambientes fora do hospedeiro, como a rizosfera de

plantas (ST LEGER, 2008).

Até o momento de publicação, esse trabalho foi o mais abrangente da

evolução das serino-proteases tipo-subtilisina Classe II em Metarhizium spp.,

evidenciando padrões de diversificação previamente desconhecidos nessa família

de fatores de virulência. A identificação de seleção positiva e divergência

funcional na sf1 e na sf2 é consistente com o aumento esperado nas taxas

evolutivas para genes duplicados envolvidos na infecção de múltiplos hospedeiros

(LI et al., 2017; VILCINSKAS, 2010). Enquanto regiões funcionalmente relevantes

aparentam estar sendo afetadas, mais estudos são necessários para confirmar a

importância de resíduos positivamente selecionados e associados à divergência

funcional nessas proteínas, de modo a identificar os efeitos desses sítios na

estrutura e função proteica. Dessa maneira, os resultados deste Capítulo 1 dão

base teórica aos Capítulos 2 (Estrutura) e 3 (Função), a seguir.
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Capítulo 2: Estrutura

Com base nas avaliações filogenéticas e de pressão seletiva na família

gênica Pr1, buscamos descrever in silico o comportamento molecular da potencial

nova proteoforma de protease Pr1J, visando analisar diferenças conformacionais

e físico-químicas desta em relação à forma “canônica”. Para tal, foram

construídos os modelos teóricos de estrutura tridimensional das proteases Pr1J1

e Pr1J2 por modelagem comparativa com proteínas cuja estrutura já é27

conhecida. Após, realizaram-se simulações por dinâmica molecular visando

caracterizar as conformações mais prevalentes e evidenciar detalhes que

permitam a diferenciação das proteoformas de protease Pr1J.

27 Ou por homologia
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Procedimentos Metodológicos

Modelagem Comparativa

A partir da projeção estrutural descrita no Capítulo 1 , utilizou-se como28

molde a estrutura cristalográfica da Proteinase K de Parengyodontium album

(PDB ID 1IC6; (BETZEL et al., 2001)), determinada por difração de raios-X a uma

resolução de 0.98Å. Uma avaliação pelo servidor PDBSum (LASKOWSKI et al.,

2018) indicou que o peptídeo maduro inicia imediatamente após o domínio I9,29

sendo que apenas as regiões correspondentes nas proteases Pr1J1 (NCBI

KFG80219.1, aminoácidos (aa) 117-398) e Pr1J2 (NCBI KFG85392.1, aa 111-398)

foram utilizadas. As sequências foram alinhadas com a sequência aminoacídica

do molde utilizando o alinhador online PROMALS3D (PEI; KIM; GRISHIN, 2008),

que foram utilizados como entrada para o software Modeller 9.19 (SALI;

BLUNDELL, 1993). Foram construídos 10 modelos teóricos, com otimização

estrutural por dinâmica molecular, posteriormente avaliados comparativamente

pelo escore DOPE (Discrete Optimized Potential Energy). O script completo

encontra-se no Anexo 1. A estrutura de menor DOPE foi submetida à ferramenta

PROCHECK (LASKOWSKI et al., 1993), hospedada no servidor PDBSum, para

aquisição dos perfis de estrutura secundária e avaliação de perfil de ângulos

diedrais pelo gráfico de Ramachandran-Ramakrishnan-Sasisekharan, doravante

apenas tratado como gráfico de Ramachandran (RAMACHANDRAN;

RAMAKRISHNAN; SASISEKHARAN, 1963). Foram consideradas aceitáveis as

estruturas pela inequação:

𝑅𝑀𝐹 + 𝑅𝐴𝐹 ≥ 95% (1)

onde RMF é o número de resíduos em regiões mais favoráveis no gráfico e RAF,

em regiões adicionalmente favoráveis.

29 https://www.ebi.ac.uk/thornton-srv/databases/cgi-bin/pdbsum/GetPage.pl?pdbcode=1IC6
28 (ANDREIS; SCHRANK; THOMPSON, 2019)Online Resource 6
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Dinâmica Molecular

As estruturas obtidas foram submetidas a simulações por Dinâmica

Molecular (DM) em triplicata técnica utilizando o pacote GROMACS 2020.1

(LINDAHL et al., 2020a, 2020b), seguindo as etapas aqui descritas (baseadas nos

protocolos disponíveis no manual do software (LINDAHL et al., 2020a)).

Inicialmente, foi construída a topologia da proteína e suas interações descritas30

segundo o campo de força AMBER99SB-ILDN (LINDORFF-LARSEN et al., 2010),

bem como a configuração de solvente explícito (água) do tipo TIP3P

(JORGENSEN et al., 1983). A proteína foi inserida em uma caixa dodecaédrica,

mantendo uma distância mínima de 1,0Å das bordas, aplicando-se condições

periódicas de contorno nas três dimensões espaciais. O sistema foi solvatado e31

foram adicionados contra-íons Na+ e Cl-, conforme necessário, para a

neutralização da carga total do sistema. Em seguida, o sistema foi submetido à

minimização de energia potencial segundo o algoritmo Steepest Descent, com

passo de minimização de 0,01 ps, em um máximo de 50.000 passos ou quando o

sistema atingir força máxima inferior a 1000,0 kJ mol-1 nm-1. Após, foi realizada a

geração de velocidades iniciais e acomodação do solvente em torno da proteína

(com restrição de posição) permitindo variação da pressão do sistema, mantendo

volume e temperatura constantes (NVT; Anexo 2).32

A partir deste ponto, comum a todas as réplicas, iniciou-se a amostragem

em triplicata técnica do sistema. Seguiu-se de forma análoga a equilibração NVT,

porém fixando a pressão e temperatura e permitindo variação de volume (NPT;

Anexo 3), mantendo as restrições de posição na proteína, até a equilibração do

volume do sistema. Por fim, executou-se a fase de produção, simulando o sistema

(agora sem restrição de posições) por 200 ns, utilizando o integrador leap-frog

com passo de integração de 2 fs (Anexo 4). As simulações foram avaliadas em33

relação a RMSD (Root Mean Square Deviation), quantificando variação de

33 Através das médias±erro padrão das triplicatas.
32 300,15K ou 27℃
31 Adição de moléculas de água na caixa teórica
30 1IC6, Pr1J1 ou Pr1J2
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coordenadas em relação à estrutura inicial (NPT), e RMSF (Root Mean Square

Fluctuation) por resíduo, quantificando a variação posicional das cadeias laterais

de cada resíduo ao longo de toda a simulação. Ambos foram calculados com o

pacote GROMACS. Resíduos associados à seleção positiva e divergência

funcional serão avaliados em relação às ligações de hidrogênio em pontos-chave

da simulação.
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Resultados e Discussão

Modelagem Comparativa

Dos dez modelos construídos para as proteínas Pr1J1 e Pr1J2, foram

escolhidos os modelos de números 9 e 10 (Tabela 3), respectivamente. Ambos,

além da estrutura cristalina 1IC6 , foram avaliados quanto ao impedimento34

estérico (gráfico de Ramachandran), acessibilidade a solvente e progressão de

estruturas secundárias observadas. A estrutura-molde deve ser inspecionada por

efeitos induzidos no processo de cristalização (empacotamento cristalino) e

demais anormalidades que podem influenciar a predição das estruturas. Pelas

estatísticas fornecidas pelo PDBSum/PROCHECK (Figura 6; Anexos 5, 6 e 7): a

estrutura 1IC6 apresenta 100% de resíduos (não-glicina e não-prolina) em RMFs

e RAFs; Pr1J1 apresenta 98,8%; Pr1J2 apresenta 97,9%. Os resíduos em regiões

adicionais de Pr1J1 correspondem às posições T106, R129 e K250, estando

localizados em zonas limítrofes de estrutura secundária, não aparentando, em

princípio, serem de grande influência nas análises subsequentes. Com relação à

Pr1J2, os resíduos D31, P56, Y177, T174 e S173 encontram-se em regiões

menos favoráveis, também localizadas em zonas limítrofes de estrutura

secundária, ou desprovidas de elementos secundários.

Em primeira vista (pré-simulação), a estrutura-molde e os modelos

construídos apresentam convergência na progressão de estruturas secundárias.

Em particular, verifica-se maior semelhança entre o cristal 1IC6 e o modelo

estrutural de Pr1J1 que com Pr1J2 (Figura 6). Ademais, quando realizadas

equivalências posicionais com base em alinhamentos, verifica-se deleção em

Pr1J2 na região compreendida entre os resíduos 30 e 43, um conjunto de

inserções e deleções nas regiões 71-76 e 115-117, inserção em 190-193 e

240-241 em Pr1J2 (com potencial influência na estrutura secundária). Com

relação a ligações dissulfeto, anotadas na estrutura-molde, observou-se que não

34 https://www.ebi.ac.uk/pdbe/entry/pdb/1ic6
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há conservação de cisteínas nas posições homólogas, tanto para o par C41-C138

quanto para C201-C275. Isso sinaliza que é possível esperar menos restrição

dinâmica nas estruturas terciárias quando em solução para as estruturas-modelo.

Sítios de ligação a íons cálcio (Ca+2) não aparentam estar conservados. Por fim, a

tríade catalítica composta por D46, H82 e S248 encontra-se conservada nas três

estruturas.

Com base nas avaliações filogenéticas e de pressão seletiva na família

gênica Pr1, buscamos descrever in silico o comportamento molecular da potencial

nova proteoforma de protease Pr1J, visando analisar diferenças conformacionais

e físico-químicas desta em relação à forma “canônica”. Para tal, foram

construídos os modelos teóricos de estrutura tridimensional das proteases Pr1J1

e Pr1J2 por modelagem comparativa com proteínas cuja estrutura já é conhecida.

Após, realizaram-se simulações por dinâmica molecular visando caracterizar as

conformações mais prevalentes e evidenciar detalhes que permitam a

diferenciação das proteoformas de protease Pr1J.

Tabela 3: Funções de pontuação para avaliação de modelos teóricos, conforme
fornecidas pelo MODELLER. O sombreado indica o modelo selecionado para
simulação.

Pr1J1 Pr1J2

Número molpdf DOPE molpdf DOPE

1 1.435,25 -30.315,06 5.838,83 -26.373,41

2 1.509,97 -30.296,72 6.173,85 -25.427,11

3 1.568,99 -29.992,55 5.912,45 -25.574,84

4 1.459,64 -30.475,02 5.847,91 -26.858,13

5 1.440,01 -30.199,05 5.852,84 -26.115,52

6 1.444,12 -30.157,10 5.926,18 -26.330,27

7 1.441,64 -30.488,49 5.848,53 -26.504,05

8 1.541,57 -30.439,34 6.154,08 -26.245,43

9 1.412,49 -30.580,62 5.866,88 -26.571,08

10 1.469,79 -30.478,91 5.986,23 -26.945,24

58



Figura 6: Comparativo de propriedades da estrutura-molde (1IC6) com modelos
teóricos (Pr1J1 e J2). Apresentam-se, de cima para baixo, informações de progressão
de estrutura secundária (diferentes formas em amarelo), acessibilidade ao solvente
(gradientes de azul a branco, em retângulos correspondendo a cada resíduo),
posicionamento no gráfico de Ramachandran e propriedades de resíduos do molde.
Posições de resíduos homólogos estão ajustadas conforme alinhamento do
PROMALS3D.
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Dinâmica Molecular

Para avaliação do ensemble conformacional das simulações em triplicata

(Anexos 8, 9, 10) para estruturas terciárias teóricas de Pr1J1 e Pr1J2, bem como

da estrutura cristalográfica de código PDB 1IC6 (Figura 7), foi necessário tomar

estatísticas das três simulações. Dados de RMSD de cada simulação foram

conjuntamente representados por , onde representa a média𝑅𝑀𝑆𝐷 ± 𝑠 𝑅𝑀𝑆𝐷

das amostras e o desvio padrão amostral de cada passo temporal da simulação

(Anexo 11), suavizando a curva através da tomada dos valores médios e𝑅𝑀𝑆𝐷 𝑠

em janela deslizante de 500 ps (Anexo 12). Para o RMSF, valores conjuntos de

flutuação por resíduo foram representados pelos seus desvios-padrão. Scripts de

construção dos gráficos com o software Gnuplot (“gnuplot homepage”, [s.d.])

encontram-se nos Anexos 13 e 14. Gráficos com réplicas individualizadas de

RMSD e RMSF para 1IC6, Pr1J1 e Pr1J2 encontram-se, respectivamente, nos

Anexos 15, 16 e 17.

Analisando os conjuntos de simulações individualmente, verifica-se uma

diferença intrínseca da flexibilidade de cadeias laterais, descrita pelo

desvio-padrão de RMSF por resíduo (Figura 7, direita), entre as proteínas. Na

simulação da Proteinase K 1IC6, observa-se uma amplitude de desvio-padrão de

0,99x10-3 (V155) a 0,93 (A279) Å, enquanto para os modelos teóricos Pr1J1 e

Pr1J2, esses valores vão de 2,52x10-3 (A206) a 1,92 (V70) Å e de 9,03x10-3

(V170) a 4,4 (T1) Å, respectivamente. Para contexto, o raio covalente de um

átomo de hidrogênio é de aproximadamente 0,31 Å (“Periodic Table”, 2019) e o

comprimento de uma ligação de hidrogênio varia de 1,6 a 2,0 Å,

aproximadamente (LEGON; MILLEN, 1987). A correlação com as amplitudes de

RMSF, somente, para os ensembles implica que provavelmente não ocorreram

rearranjos significativos da rede de ligações de 1IC6 durante as simulações,

enquanto são mais prováveis nas estruturas teóricas (J1 < J2). Naturalmente,
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essas suposições apenas podem ser confirmadas analisando o comportamento

das cadeias laterais em seu contexto molecular ao longo da simulação. Se

analisarmos a região compreendida entre os resíduos do sítio ativo no início das

simulações (expandidas para compreender elementos de estrutura secundária

apresentados na Figura 6) , fica evidente que rearranjos de cadeias laterais são35

mais abundantes e amplos nas estruturas teóricas e, dentre elas, são mais

pronunciados em Pr1J2.

Com relação à manutenção geral do enovelamento proteico, indiretamente

representada pelo RMSD ao longo do tempo (Figura 7, gráfico inferior), verifica-se

um padrão similar ao observado nos dados de RMSF. Tomando a estrutura

resultante da acomodação NVT como ponto de referência para as coordenadas,

observa-se a menor variação em 1IC6 (0,3052±0,0075 Å [ ] a𝑡 = 0 𝑛𝑠

0,9434±0,1879 Å [ ]), variação intermediária em Pr1J1𝑡 = 115, 87 𝑛𝑠

(0,5137±0,0084 Å [ ] a 2,2895±0,2921 Å [ ]) e a maior𝑡 = 0 𝑛𝑠 𝑡 = 118, 82 𝑛𝑠

variação em Pr1J2 (0,8260±0,0126 Å [ ] a 5,9472±1,3290 Å [𝑡 = 0 𝑛𝑠

]). Da mesma forma, essas diferenças se refletem nas𝑡 = 192, 59 𝑛𝑠

conformações assumidas em , observando as posições relativas dos𝑡 = 200 𝑛𝑠

resíduos da tríade catalítica e dos aminoácidos sob seleção positiva (Figura 7,

colunas 1, 2 e 3). Para melhor observar essas variações conformacionais, seria

benéfico avaliar como os padrões de estrutura secundária variam ao longo do

tempo de simulação, empregando conjuntamente o pacote GROMACS com o

programa DSSP (KABSCH; SANDER, 1983). Dessa forma, os elementos de

estrutura secundária são definidos para cada passo da simulação, permitindo uma

melhor visão de sua manutenção.

35 Figura 6, posições 39 a 264
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Figura 7: Simulações por Dinâmica Molecular. Apresentam-se as estruturas
assumidas no quadro final da simulação (t=200 ns) da simulação controle (PDB ID
1IC6), Pr1J1 e Pr1J2, com cada coluna representando a superfície de cada réplica (1,
2 e 3). A superfície em amarelo refere-se aos resíduos da tríade catalítica. A superfície
em laranja representa resíduos positivamente selecionados em Pr1J. Os gráficos
laterais apresentam os desvios padrão amostral dos valores de Root Mean Square
Fluctuation (RMSF) por resíduo. O gráfico inferior apresenta média±desvio padrão
(linha e área, respectivamente) de 3 simulações para cada sistema.
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Em conjunto, essas observações parecem reforçar a maior similaridade

estrutural e, por conseguinte, funcional, entre 1IC6 e Pr1J1. Contudo, ressalta-se

a não-conservação de sítios de cisteína e dos resíduos de coordenação com Ca+2

das estruturas-modelo em relação à estrutura-molde. Isso tem como efeito prático

estruturas menos restritas em solução, em particular em relação à coordenação

dos íons cálcio, tidos como necessários ao enovelamento e estabilidade de

proteases tipo-subtilisina (GALLAGHER; BRYAN; GILLILAND, 1993; SIEZEN;

LEUNISSEN, 1997). Adicionalmente, na Proteinase K, íons Ca+2 propriamente

ligados parecem estar associados com aumento na afinidade de ligação a

substratos (LIU et al., 2011). Convém apontar que as simulações não contaram

com forças adicionais para restrição das posições de Ca+2, utilizando apenas os

parâmetros do campo de força AMBER99SB-ILDN para interação. Visto que a

simulação adequada de complexos metálicos por DM clássica (i.e. sem empregar

Mecânica Quântica) é um desafio corrente no campo (VERLI, 2014), a própria

escolha metodológica pode ter enviesado os resultados nesse sentido. Como

alternativa, as simulações podem ser refeitas empregando métodos híbridos

QM-MM (Quantum Mechanics-Molecular Mechanics), que são capazes de

calcular o comportamento de nuvens eletrônicas desse tipo de interação (SENN;

THIEL, 2009).

Do que foi possível constatar, estudos in silico de estrutura molecular

envolvendo proteases Pr1 fúngicas são escassos, especialmente com

proteoformas diferentes da “canônica” (i.e. Pr1A). Liu e colaboradores (2007)

estudaram proteases envolvidas na degradação de cutícula de FAPs (Pr1;

apresentando similaridades com Pr1A, conforme entrada Uniprot P29138) e de

fungos nematófagos (Ver112 e VCP1) utilizando modelagem comparativa contra a

Proteinase K 1IC6. Observou-se compartilhamento de elementos estruturais ,36

condições de reação, além de alta identidade de sequência. Apesar das

similaridades, verificou-se, à época, resíduos variáveis dentro dos sítios de

ligação a substratos e diferentes flexibilidades conformacionais em cavidades da

36 Especificamente: pontes dissulfeto e sítios de ligação a cálcio
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região catalítica , com efeitos esperados em especificidade de substrato e37

atividade catalítica. Apesar da importância das observações, não é esperado que

estruturas estáticas reflitam adequadamente as propriedades dinâmicas de

proteínas em solução, visto que a função biológica é intrínseca aos movimentos

físicos das biomoléculas (HENZLER-WILDMAN; KERN, 2007). Recentemente,

estudos de DM da proteína Ver112 derivada de Lecanicillium psalliotae (YANG et

al., 2019), um fungo nematófago, reforçam essa discrepância. A presença de um

núcleo estrutural rígido provê aumento da termoestabilidade e resistência contra

autólise ou proteólise, enquanto uma superfície vizinha flexível (especialmente em

alças na superfície) é pré-requisito para o desempenho da função enzimática,

permitindo a acomodação e orientação do substrato, orientação, catálise e

liberação do produto. Ressalta-se, porém, que essas alterações conformacionais

não estão restritas às adjacências da região catalítica, visto que flutuações

distantes dessa zona podem afetar a dinâmica do sítio de ligação ao substrato por

modos concertados, mecanismos de dobradiça e outras interações de elementos

de estrutura terciária.

Comparando o presente estudo com estudos prévios, verificam-se

diferenças notáveis na construção dos experimentos. Especificamente, Liu e seus

colaboradores (2007) apontaram como características ótimas para a protease

Pr1A um pH alcalino entre 8 e 10 e temperaturas de 50 a 60 ℃. Yang e

associados (2019) aplicaram o campo de forças do tipo united-atom GROMOS

43a1 a uma temperatura de 300 K (≈27°C). Nossas simulações para Pr1J foram

realizadas sob o campo de forças all-atom AMBER99SB-ILDN a uma temperatura

de 300,15 K (27°C) em pH 7. Em vista dessas diferenças, pode ser benéfico

refazer as simulações com pH entre 8 e 10, mantendo a temperatura em 27 °C,

visto que essa faixa alcalina pode trazer alterações nos estados de protonação de

cadeias laterais, em particular para cisteínas (pKcadeia lateral= 8,18; “Amino Acids

Reference Chart”, [s.d.]). Notadamente, os dados aqui apresentados são deveras

iniciais e mais análises são necessárias para melhor avaliar os comportamentos

37 Indiretamente, medindo a variação de ligações de hidrogênio e pontes salinas.
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das proteínas simuladas em solução. Uma descrição completa de proteínas

requer uma superfície multidimensional de energia que define as probabilidades

dos estados conformacionais e barreiras energéticas entre eles, sendo que muitos

processos biológicos são regidos por alterações em taxas e populações

conformacionais, em vez de um simples padrão liga-e-desliga

(HENZLER-WILDMAN; KERN, 2007). Métricas ainda não avaliadas incluem o raio

de giração , avaliação de ligações de hidrogênio ao longo do tempo para cadeias38

laterais específicas, tempo de retenção de íons cálcio, variação do volume da

cavidade catalítica no tempo, medição da área de superfície acessível ao solvente

(SASA), dentre outras. Adicionalmente, a simulação de um complexo

proteína-substrato pode fornecer detalhes relevantes do processo catalítico.

Substratos sintéticos utilizados para ensaios de cinética enzimática como

Succinil-Ala(x3)-p-nitroanilina, Succinil-Ala(x2)-Pro-Phe-p-nitroanilina e caseína

são candidatos promissores, visto que, além de auxiliarem na avaliação dinâmica

do complexo proteína-substrato, servem como ponto de ligação com os

experimentos propostos no Capítulo 3.

38 Ou raio de giro; Rg
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Capítulo 3: Função

Em paralelo à caracterização in silico das proteases Pr1J de M. anisopliae,

buscamos caracterizar e diferenciar in vitro as atividades das proteoformas Pr1J1

(“canônica”) e J2 (“teórica”). Para tal, construímos vetores plasmidiais visando

induzir a expressão dessas proteínas em Escherichia coli, de modo a obter

quantidades suficientes para ensaios de atividade enzimática que permitam

evidenciar diferenças entre Pr1J1 e Pr1J2 em nível funcional.

Procedimentos Metodológicos

Esses experimentos foram realizados em colaboração com o Dr. Nicolau

Sbaraini e com a Dra. Julia Catarina Vieira Reuwsaat e encontram-se em

desenvolvimento, sendo que o que segue reflete o estado corrente dos resultados

parciais obtidos. A Figura 8 provê um panorama da metodologia empregada.

Linhagens, plasmídeos, meios de cultura e outros preparos

Para as etapas de clonagem e manutenção de plasmídeos foram utilizadas

as linhagens DH5α e 10 de E. coli. Para expressão heteróloga, a linhagem

BL21(DE3)pLysS de E. coli foi utilizada. Utilizou-se o plasmídeo pET23d(+)

(Figura 9, superior), contendo marca de seleção para ampicilina, como vetor de

expressão. Para cultivo, utilizou-se o meio Luria-Bertani (LB) (BERTANI, 1951)

acrescido de ágar (15 g/L) quando necessário cultivo sólido, e/ou ampicilina a 100

µg/mL quando necessário meio seletivo. Procedimentos de eletroforese foram

realizados utilizando gel de agarose 0,9% contendo  0,05% de brometo de etídeo.
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Figura 8: Panorama metodológico do Capítulo 3. Construído com BioRender.com
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Figura 9: Mapa gráfico dos vetores plasmidiais utilizados. Superior: vetor
pET23d(+). Inferior: localização dos genes pr1J1 e pr1J2 em relação ao plasmídeo.
bla: gene codificante de β-lactamase, conferindo resistência a ampicilina. ori: origem de
replicação. rbs: sítio de ligação do ribossomo

Material biológico e síntese de cDNA

Foi utilizado como molde o RNA extraído de culturas de M. anisopliae,

linhagem E6, gentilmente cedido pelo Dr. Nicolau Sbaraini (ARRUDA et al., 2005;

SBARAINI et al., 2019). Alíquotas de RNA extraído (2 µg) foram tratadas com

DNAse RQ1 (Promega), segundo protocolo especificado pela fabricante, sendo

posteriormente quantificadas e diluídas a uma concentração de 100 ng/µL. A fim

de validar se o tratamento com DNAse foi efetivo na digestão de DNA genômico

contaminante, realizou-se PCR (Taq DNA Polimerase, Ludwig Biotecnologia) com

oligonucleotídeos específicos para o gene da tubulina . A ausência de39

39 Par de oligonucleotídeos 1 (Anexo 18)
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amplificação indica que a amostra está livre de DNA genômico em quantidade

detectável.

Confirmada a eficácia do tratamento, realizou-se a síntese de cDNA.

Inicialmente, adicionaram-se 700 ng de ácido nucleico a 9,6 µL de água DEPC e 2

µL do oligonucleotídeo CDS (10 µM) . A solução foi incubada a 70 °C por 5 min e40

em gelo por 5 min para anelamento de oligonucleotídeos. As amostras foram

então incubadas com a enzima transcritase reversa (ImProm-II; Promega),

segundo especificação da fabricante, à temperatura ambiente por 5 min e a 42°C

por 1 h. O produto final foi diluído à concentração de 10 ng/µL. Foram então

realizadas três PCRs (Taq DNA Polimerase, Ludwig Biotecnologia) com: (1)

oligonucleotídeos específicos para o gene da tubulina , para confirmação de41

integridade; (2) oligonucleotídeos específicos para o gene da Pr1J1

(JNNZ01000177.1) , para identificação; (3) oligonucleotídeos específicos para o42

gene da Pr1J2 (JNNZ01000033.1) , , também para identificação.43 44

Clonagem

Uma vez confirmada a síntese de cDNA referente aos genes pr1J1 e

pr1J2, realizamos novas PCRs utilizando a DNA polimerase de alta fidelidade Q5

(New England Biolabs) com os oligonucleotídeos para anelamento nas regiões de

pr1J1 e pr1J2. As amostras foram fracionadas em gel de agarose e as bandas

referentes aos produtos de amplificação foram excisadas, solubilizadas e

purificadas utilizando o kit comercial NucleoSpin Gel and PCR Clean-up

(Macherey-Nagel), seguindo protocolo recomendado pela fabricante. A

quantidade de DNA na solução resultante foi quantificada usando NanoDrop .45

45 NanoDrop Lite (Thermo Scientific)

44 Ambos os códigos de acesso referem-se aos contigs do genoma sequenciado. Referir à
anotação para posicionamento exato.

43 Par de oligonucleotídeos 4 (Anexo 18)
42 Par de oligonucleotídeos 3 (Anexo 18)
41 Par de oligonucleotídeos 1 (Anexo 18)
40 Par de oligonucleotídeos 2 (Anexo 18)
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A construção dos plasmídeos pET23D(+)-pr1J1 e pET23D(+)-pr1J2 (Figura

9, inferior) foi realizada pela reação de Hot Fusion (FU et al., 2014), adicionando

em tubo de 0,2 mL: 0,5 µL de DNA do vetor pET23D(+) linearizado com as

enzimas de restrição NcoI e XhoI (50 ng/ul); 4,5 µL do amplicon pr1J1 ou pr1J2; 5

µL de solução Hot Fusion 2x (Tris pH 7,5 a 0.2 M; MgCl2 a 20 mM; dNTPs a 0.4

mM; DTT a 20 mM; 10% PEG-8000; exonuclease T5 a 0,0075 U/µL; DNA

polimerase Phusion Hot Start a 0,05 U/µL). Os tubos foram incubados em

termociclador por 1 h a 50 °C e resfriados até 20 °C em decréscimos de 0,1 °C

por segundo para amplificação.

Os produtos foram empregados para a transformação de células

termocompetentes de E. coli, realizada por choque térmico. Em tubo de 1,5 mL

contendo 50 µL de células de E. coli DH5α ou 10 , adicionaram-se 5 µL dos

produtos da reação de Hot Fusion. As células foram incubadas por 20 min em

gelo, seguido de choque térmico a 42 ℃ por 90 s. Após o choque térmico,

adicionaram-se 400 µL de LB líquido ao tubo contendo as células. As culturas

foram, então, incubadas em estufa a 37℃ por 1 h, homogeneizadas por inversão

a cada 30 min, e transferidas para placas de petri contendo meio seletivo sólido.46

As placas foram incubadas por 14~16 h em estufa a 37 ℃. Por fim, tendo sido

obtidas colônias potencialmente abrigando os plasmídeos de interesse, reações

de PCR de até 10 colônias foram realizadas, a fim de identificar positivos.

As colônias de E. coli potencialmente contendo o plasmídeo

pET23d(+)-pr1J1 ou -pr1J2 foram inoculadas em tubos de ensaio contendo 5 mL

de meio líquido em presença de ampicilina à concentração de 50 µg/mL e

incubadas em plataforma orbital a 37 ℃ com agitação de 200 rpm por 14~16 h.

Os cultivos que apresentaram crescimento celular foram submetidos à extração47

de DNA plasmidial (miniprep).O DNA extraído foi solubilizado em 30 µL de água,

sendo tratado com RNAse (1 µl de RNAse 100 mg/mL por 1 h a 37℃). A fim de

confirmar a correta montagem dos vetores de expressão (pET23d(+)-pr1J1 e

47 Determinado pela turbidez da cultura
46 Aproximadamente 250µL em cada
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pET23d(+)-pr1J2) clivagens com enzimas de restrição e sequenciamento dos

potenciais insertos foram realizados .48

Expressão Heteróloga

Para expressão das proteases Pr1J de M. anisopliae em E. coli,

transformou-se o plasmídeo pET23D(+)-pr1J1 ou pr1J2 na linhagem

BL21(DE3)pLysS por choque térmico, confirmando os transformantes por PCR de

colônia, conforme previamente descrito. Após, foi realizado pré-inóculo de

colônias de transformantes em tubos de ensaio contendo 1 mL de meio LB

suplementado com 1% de glicose e 100 µg/mL de ampicilina, incubados em

banho-maria a 37°C e 200 rpm overnight. Em seguida, adicionaram-se 50 µL do

pré-inóculo em 50 mL de meio líquido em erlenmeyers de 500 mL. A cultura foi

incubada da mesma maneira até atingir OD600nm entre 0,4 e 0,6 , momento no49 50

qual acrescentou-se IPTG à concentração de 1 mM para induzir a expressão da

proteína recombinante e coletou-se alíquota de 1 mL em tubo de 3,5 mL (0h de

indução). Em seguida, o inóculo foi incubado nas mesmas condições por 3h,

realizando coletas a cada hora (tempo 1h, 2h, 3h). Ao final, o remanescente da

cultura foi armazenado em tubo para estoque. Todas as alíquotas foram, no ato

da coleta, centrifugadas a 13 krpm por 3 min e descartou-se o sobrenadante,

congelando-se o pellet.

SDS-PAGE

O precipitado resultante da etapa de Expressão Heteróloga foi

ressuspenso em 100 µL de tampão de amostra de SDS-PAGE (Tabela 4) com

auxílio de vórtex e, após, fervidos por 10 min em banho-maria. As amostras foram

centrifugadas a 14 krpm por 1 min à temperatura ambiente, separou-se o

50 Aferida no espectrofotômetro NanoDrop Lite (Thermo Scientific)

49 Densidade óptica a 600 nm de comprimento de onda; aferida no espectrofotômetro BioMate 3S
(Thermo Scientific)

48 ACTGene Análises Moleculares
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sobrenadante e se ressuspendeu o pellet em 80 µL de tampão de amostra.

Realizou-se SDS-PAGE com 10 µL do sobrenadante para avaliação de51

solubilidade da proteína recombinante.

Tabela 4: Preparos para SDS-PAGE.

Tampão de amostra (10mL)

Glicerol 10% (v/v)

β-mercaptoetanol 0,05% (v/v)

SDS 2,3% (m/v)

Tris-HCl 0,0625 M (pH 6,8) 0,125% (v/v)

Azul de bromofenol 0,2% (m/v)

Tampão de corrida 5x (1 L)

Tris Base 15 g

Glicina 94 g

SDS 5 g

Gel 12%

Água destilada 1,496 mL

Tris-HcL 1,5M (pH 8,8) 1,25 mL

SDS 10% 50 µL

Bis-Acrilamida 2 mL

TEMED 4 µL

APS 10% 100 µL

Gel 4%

Água MilliQ 1,525 mL

Tris-HCl 0,5M (pH 6,8) 0,675 mL

SDS 10% 25 µL

Bis-Acrilamida 0,33 mL

TEMED 5 µL

APS 10% 50 µL

Western Blot

As amostras semipurificadas de proteína Pr1J1 recombinante foram52

separadas por SDS-PAGE e transferidas por método semi-seco para membrana

de fluoreto de polivinildieno, posteriormente bloqueada com solução de leite. Foi

52 Amostras de Pr1J2 não foram analisadas por ausência de indução de expressão gênica ()
51 Voltagem variando de 100 V (10 min) a 150 V (1h30min), até a corrida completa das amostras.
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executada sondagem indireta com anticorpos primários para hexa-histidina e

anticorpos secundários conjugados a peroxidase. Foi realizada detecção de

quimioluminescência utilizando substrato de Western Blot Pierce ECL (Thermo

Scientific), conforme instruções do fabricante.
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Resultados e Discussão

Vetores de Expressão

Após sequenciamento dos insertos pr1J1 e pr1J2 nos vetores pET23d(+)

(Anexos 19 e 20), verifica-se a integridade da CDS de pr1J1, sem íntrons

conforme anotação do genoma. Já para pr1J2, é possível observar a presença do

intron 1 , consenso do sequenciamento direto e reverso, e a potencial presença53

do intron 3 , apontado pelo sequenciamento reverso e em parte pelo54

sequenciamento direto. Considerando a origem de mRNA/cDNA dos insertos, é

possível que se trate de uma isoforma de splicing induzida pelas condições

originais de cultivo. Alternativamente, pode se tratar de forma canônica do mRNA

de pr1J2 que não pôde ser inteiramente identificada no processo de anotação. As

diferenças identificadas entre as CDSs montam a 129 pb, traduzidas para 43 aa,

e podem explicar a variância conformacional observada nas simulações do

Capítulo 2. Mais experimentos são necessários para confirmar ou refutar essas

hipóteses.

Expressão Heteróloga

Pr1J1

Das colônias potencialmente transformadas com pET23d(+)-pr1J1, quatro

foram selecionadas subjetivamente para expressão heteróloga. Corridas de

SDS-PAGE sugerem indução bem-sucedida em E. coli BL21(DE3)pLysS (Figura

10, linha superior), evidenciada pelo aumento expressivo na espessura das

bandas do controle positivo (proteína Krp1, de aproximadamente 43 kDa;

(REUWSAAT et al., 2018)) conforme aumento do tempo de experimento. Quanto

às colônias transformantes (Figura 10, linhas central e inferior), é possível

54 Entre 1000 e 1070 pb de MANI_05006
53 Localizado entre os pares de bases 490 e 550 do locus MANI_005006
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identificar o mesmo padrão em 2, 3 e 4, ausente em 1. Variações na densidade de

bandas nas canaletas é provavelmente decorrente da manipulação das amostras.

Figura 10: Indução de expressão de Pr1J1. Apresentam-se géis de SDS-PAGE para
controles positivo e negativo (linha superior), colônias transformantes 1, 2, 3 e 4 (linhas
intermediária e inferior) em coletas no início do processo de indução de expressão (0h)
e 1h, 2h e 3h após indução. M: marcador de peso molecular.
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Para confirmação da expressão da proteína Pr1J1 recombinante,

utilizaram-se as coletas de 0h e 2h das colônias 2, 3 e 4 para avaliação via

Western Blot (Figura 11). O padrão de migração das proteínas apresentou-se

consistente com as corridas anteriores (Figura 10). Observa-se na revelação final

(Figura 11, canto inferior direito) um sinal fortemente demarcado no controle

positivo, em aproximadamente 43 kDa, indicando a presença da proteína Krp1

recombinante contendo cauda de histidina. Em contraste, é possível visualizar

duas bandas sutis entre os marcadores de peso molecular 30 e 45 kDa,

consistentes com o peptídeo Pr1J1 maduro (30,31 kDa; marcador ①) e o

pró-peptídeo Pr1J1 (39,94 kDa; marcador ②). Contudo, a baixa intensidade das

bandas e a discrepância quase ausente entre 0h e 2h sugere que devem se tratar

de ligações inespecíficas do anticorpo anti-cauda de histidina. Dessa maneira,

não é possível afirmar que a expressão da Pr1J1 recombinante foi bem-sucedida.

Para confirmar ou refutar essa conclusão preliminar ainda é necessário analisar o

precipitado das amostras de maneira similar.

Pr1J2

De forma análoga à realizada para Pr1J1, quatro colônias de bactérias

potencialmente contendo pET23d(+)-pr1J2 foram selecionadas para indução da

expressão gênica (Figura 12). Pelas características dos controles negativo

(ausência de alteração ao longo do tempo) e positivo (aumento na espessura das

bandas em ~43 kDa, correspondendo à proteína Krp1), constata-se que o

processo de indução foi bem-sucedido. Contudo, não foi possível expressar o

plasmídeo recombinante pET23d(+)-pr1J2, visto que não há alterações nos

padrões de bandas em SDS-PAGEs das quatro colônias selecionadas. É

necessário reavaliar o processo inteiramente, visto que a presença de introns em

pr1J2 não havia sido considerada de antemão e impactam diretamente as etapas

de amplificação do material genético.
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Figura 11: Western Blot de Pr1J1. Acima, apresenta-se esquema de composição do
polipeptídeo Pr1J1, contendo massas moleculares correspondentes a cada segmento
(pré-peptídeo, pró-peptídeo e peptídeo maduro). Abaixo e à esquerda apresenta-se gel
espelho da corrida de SDS-PAGE com amostras selecionadas após indução de
expressão. Abaixo e à esquerda apresenta-se a revelação final em filme fotográfico
após tratamento com anticorpos marcados.
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Figura 12: Indução de expressão de Pr1J2. Apresentam-se géis de SDS-PAGE para
controles positivo e negativo (linha superior), colônias transformantes 1, 2, 3 e 4 (linhas
intermediária e inferior) em coletas no início do processo de indução de expressão (0h)
e 1h, 2h e 3h após indução. M: marcador de peso molecular.
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Considerações Finais

Avaliando todos os dados apresentados, há suporte à tese de que a

pressão seletiva nas proteases Pr1 pode ser quantificada e alterações

decorrentes desse processo causam efeitos conformacionais e funcionais

observáveis e detectáveis na estrutura proteica?

As análises filogenéticas e de pressão seletiva do Capítulo 1 sugerem que

existe pressão seletiva positiva atuando nos genes pr1, promovendo variação nas

proteínas codificadas e com potencial efeito funcional. Adicionalmente, é possível

identificar resíduos associados à divergência funcional entre as duas

proteoformas, dando suporte à não-redundância das proteínas. Existem indícios

em projeções por homologia de que regiões funcionalmente relevantes estão

sendo afetadas, requerendo experimentos mais detalhados para confirmação.

Portanto, foi possível quantificar estatisticamente a pressão seletiva sobre os

genes da família Pr1 de proteases em M. anisopliae e fungos relacionados.

Adicionalmente, observando os padrões de ramificação filogenética, há evidência

para a existência de duas proteoformas associadas à Pr1J, indicada pela

prevalência do padrão evolutivo observado para as espécies que as contém,

reforçando a prevalência de diversificação nessa família gênica.

Em sequência, buscamos descrever in silico as diferenças estruturais entre

as proteoformas Pr1J1 e Pr1J2. As modelagens estruturais e simulações do

Capítulo 2 apontam para diferenças teóricas em termos de composição de

estrutura secundária e variações conformacionais expressivas, incluindo na55

manutenção do sítio catalítico. Ressalta-se que a flutuação de coordenadas

mostrou-se mais prevalente na proteína Pr1J2, sugerindo conformações

potencialmente instáveis. Em contraste, o comportamento de Pr1J1

apresentou-se compatível com a estrutura de referência (PDB 1IC6). Entretanto, o

comportamento dinâmico de resíduos identificados como alvo de pressão seletiva

positiva no Capítulo 1 ainda requer avaliação mais detalhada, de modo a

55 Padrões de inserções e deleções apresentados na Figura 6
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evidenciar suas importâncias na manutenção de estrutura e/ou função. Logo, os

efeitos da pressão seletiva sobre a estrutura de proteínas Pr1J permanecem

inconclusivos.

Ensaios enzimáticos comparativos entre as proteoformas Pr1J1 e Pr1J2

podem fornecer detalhes cinéticos que permitiriam diferenciar ambas no âmbito

funcional. Os experimentos retratados no Capítulo 3 foram uma tentativa de

expressão heteróloga dos genes pr1J1 e pr1J2 de M. anisopliae em vetor

bacteriano. Embora a construção dos vetores plasmidiais tenha sido

aparentemente bem-sucedida, confirmada por sequenciamento, a efetiva

expressão dos genes não foi possível. Alguns fatores complicadores se

apresentaram, como a presença de elementos intrônicos em pET23d(+)-pr1J2,

que exige avaliação detalhada de sua origem (canônica ou induzida). Entretanto,

ainda é necessária a avaliação da fração insolúvel das alíquotas de indução para

que se descarte completamente o sucesso do experimento. Até o momento, ainda

são inconclusivas as diferenças na atividade enzimática das proteoformas Pr1J1 e

Pr1J2 de M. anisopliae.

Tendo em vista o caráter parcial das atividades desenvolvidas nos

capítulos 2 e 3, alguns caminhos podem ser vislumbrados. Quanto às simulações

de estrutura e dinâmica proteica, pretende-se avaliar o comportamento dos

resíduos apontados no Capítulo 1 como fonte de variabilidade, bem como a

avaliação dos benefícios de novas simulações de Pr1J2 incorporando regiões

supostamente intrônicas observadas no Capítulo 3. Em relação à expressão

heteróloga, pretende-se reavaliar as condições experimentais para que a

transformação e expressão seja possível, incluindo a substituição de linhagens

bacterianas ou troca de vetores plasmidiais. Ademais, a realização de SDS-PAGE

com a fração insolúvel das induções trará respostas quanto ao (in)sucesso do

procedimento. Uma vez confirmada a expressão dos genes pr1J1 e pr1J2,

pretende-se purificar as proteínas por coluna de afinidade e, após, realizar ensaio

enzimático com substratos cromogênicos, tais como Succinil-Ala(x3)-p-nitroanilina
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e Succinil-Ala(x2)-Pro-Phe-p-nitroanilina, fornecendo informações comparativas

diretas quanto às funções das proteases Pr1J1 e Pr1J2.

A proposta dessa tese de doutorado é explorar de forma abrangente o

processo de diversificação em famílias gênicas de FAPs, desde características

genético-evolutivas, passando pelos efeitos estruturais, dinâmicos e mecanísticos

dessas variações, chegando a ensaios enzimáticos de atividade com proteínas

purificadas. Essa abordagem mista teórico-prática/computacional-experimental

apresenta-se sinergística, com potencial descritivo de escala celular à molecular

maior que os experimentos isolados. As análises evolutivas aqui apresentadas

acrescentam ao conhecimento sobre a evolução de famílias gênicas associadas à

virulência de FAPs como M. anisopliae, bem como potenciais caminhos trilhados

ao longo do processo evolutivo. Em conjunto, as avaliações de estrutura e

atividade enzimática, quando concluídas, podem fornecer perspectivas únicas

quanto à forma como evoluíram essas proteínas e como suas atividades vem se

alterando até o tempo presente. Por fim, espera-se que as humildes contribuições

desse autor sejam fonte de novas ideias e novos caminhos a serem construídos

em conjunto com a comunidade científica.

Caro leitor, cara leitora,

Um forte abraço.
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Anexos

Anexo 1: Script em linguagem Python utilizado para modelagem comparativa

com MODELLER, utilizando como exemplo a modelagem para Pr1J1 de

Metarhizium anisopliae.

# Homology modeling by the automodel class

import sys

from modeller import * # Load standard Modeller classes

from modeller.automodel import * # Load the automodel class

log.verbose() # request verbose output

env = environ() # create a new MODELLER environment to build this model in

# directories for input atom files

env.io.atom_files_directory = ['.']

a = automodel(env,

alnfile  = '1ic6_jmani1.pir', # alignment filename

knowns   = '1ic6', # templates

sequence = 'Jmani1', # code of the target

assess_methods=(assess.DOPE))

a.starting_model= 1 # index of the first model

a.ending_model  = 10 # index of the last model

# (determines how many models to calculate)

# Thorough MD optimization:

a.md_level = refine.slow

# Repeat the whole cycle 2 times and do not stop unless obj.func. > 1E6

a.repeat_optimization = 2

a.max_molpdf = 1e6

a.make() # do the actual homology modeling

# Get a list of all successfully built models from a.outputs

ok_models = [x for x in a.outputs if x['failure'] is None]
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# Rank the models by DOPE score

key = 'DOPE score'

if sys.version_info[:2] == (2,3):

# Python 2.3's sort doesn't have a 'key' argument

ok_models.sort(lambda a,b: cmp(a[key], b[key]))

else:

ok_models.sort(key=lambda a: a[key])

#Rank all models:

print(">> Model Rankings:")

for m in range(len(ok_models)):

print(" %i\t%s (DOPE score %.3f)" % (m+1,ok_models[m]['name'],

ok_models[m][key]))
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Anexo 2: Arquivo de parâmetros para simulação NVT no software GROMACS.

define                  = -DPOSRES  ; position restrain the protein

; Run parameters

integrator              = md        ; leap-frog integrator

nsteps                  = 50000 ; 2 * 50000 = 100 ps

dt                      = 0.002 ; 2 fs

; Output control

nstxout                 = 500 ; save coordinates every 1.0 ps

nstvout                 = 500 ; save velocities every 1.0 ps

nstenergy               = 500 ; save energies every 1.0 ps

nstlog                  = 500 ; update log file every 1.0 ps

; Bond parameters

continuation            = no        ; first dynamics run

constraint_algorithm    = lincs     ; holonomic constraints

constraints             = h-bonds   ; bonds involving H are constrained

lincs_iter              = 1 ; accuracy of LINCS

lincs_order             = 4 ; also related to accuracy

; Nonbonded settings

cutoff-scheme           = Verlet    ; Buffered neighbor searching

ns_type                 = grid      ; search neighboring grid cells

nstlist = 10 ; 20 fs, largely irrelevant with

Verlet

rcoulomb = 1.0 ; short-range electrostatic cutoff (in

nm)

rvdw                    = 1.0 ; short-range van der Waals cutoff (in

nm)

DispCorr                = EnerPres  ; account for cut-off vdW scheme

; Electrostatics

coulombtype = PME ; Particle Mesh Ewald for long-range

electrostatics

pme_order               = 4 ; cubic interpolation

fourierspacing          = 0.16 ; grid spacing for FFT

; Temperature coupling is on

tcoupl = V-rescale ; modified Berendsen thermostat

tc-grps = Protein Non-Protein   ; two coupling groups -

more accurate

tau_t                   = 0.1 0.1 ; time constant, in ps

ref_t = 300 300 ; reference temperature, one for

each group, in K
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; Pressure coupling is off

pcoupl                  = no        ; no pressure coupling in NVT

; Periodic boundary conditions

pbc                     = xyz       ; 3-D PBC

; Velocity generation

gen_vel = yes ; assign velocities from Maxwell

distribution

gen_temp                = 300 ; temperature for Maxwell distribution

gen_seed                = -1 ; generate a random seed
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Anexo 3: Arquivo de parâmetros para simulação NPT no software GROMACS.

define                  = -DPOSRES  ; position restrain the protein

; Run parameters

integrator              = md        ; leap-frog integrator

nsteps                  = 50000 ; 2 * 50000 = 100 ps

dt                      = 0.002 ; 2 fs

; Output control

nstxout                 = 500 ; save coordinates every 1.0 ps

nstvout                 = 500 ; save velocities every 1.0 ps

nstenergy               = 500 ; save energies every 1.0 ps

nstlog                  = 500 ; update log file every 1.0 ps

; Bond parameters

continuation            = yes       ; Restarting after NVT

constraint_algorithm    = lincs     ; holonomic constraints

constraints             = h-bonds   ; bonds involving H are constrained

lincs_iter              = 1 ; accuracy of LINCS

lincs_order             = 4 ; also related to accuracy

; Nonbonded settings

cutoff-scheme           = Verlet    ; Buffered neighbor searching

ns_type                 = grid      ; search neighboring grid cells

nstlist                 = 10 ; 20 fs, largely irrelevant with Verlet

scheme

rcoulomb                = 1.0 ; short-range electrostatic cutoff (in

nm)

rvdw                    = 1.0 ; short-range van der Waals cutoff (in

nm)

DispCorr                = EnerPres  ; account for cut-off vdW scheme

; Electrostatics

coulombtype             = PME       ; Particle Mesh Ewald for long-range

electrostatics

pme_order               = 4 ; cubic interpolation

fourierspacing          = 0.16 ; grid spacing for FFT

; Temperature coupling is on

tcoupl                  = V-rescale             ; modified Berendsen

thermostat

tc-grps                 = Protein Non-Protein   ; two coupling groups -

more accurate

tau_t                   = 0.1 0.1 ; time constant, in ps
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ref_t                   = 300 300 ; reference temperature,

one for each group, in K

; Pressure coupling is on

pcoupl                  = Parrinello-Rahman     ; Pressure coupling on in

NPT

pcoupltype              = isotropic             ; uniform scaling of box

vectors

tau_p                   = 2.0 ; time constant, in ps

ref_p                   = 1.0 ; reference pressure, in

bar

compressibility         = 4.5e-5 ; isothermal

compressibility of water, bar^-1

refcoord_scaling        = com

; Periodic boundary conditions

pbc                     = xyz       ; 3-D PBC

; Velocity generation

gen_vel                 = no        ; Velocity generation is off
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Anexo 4: Arquivo de parâmetros para fase de produção por Dinâmica

Molecular no software GROMACS.

; Run parameters

integrator              = md        ; leap-frog integrator

nsteps                  = 100000000 ; 2 * 100000000 = 200000000 fs (200

ns)

dt                      = 0.002 ; 2 fs

; Output control

nstxout                 = 0 ; suppress bulky .trr file by

specifying

nstvout                 = 0 ; 0 for output frequency of nstxout,

nstfout                 = 0 ; nstvout, and nstfout

nstenergy               = 5000 ; save energies every 10.0 ps

nstlog                  = 5000 ; update log file every 10.0 ps

nstxout-compressed      = 5000 ; save compressed coordinates every

10.0 ps

compressed-x-grps       = System    ; save the whole system

; Bond parameters

continuation            = yes       ; Restarting after NPT

constraint_algorithm    = lincs     ; holonomic constraints

constraints             = h-bonds   ; bonds involving H are constrained

lincs_iter              = 1 ; accuracy of LINCS

lincs_order             = 4 ; also related to accuracy

; Neighborsearching

cutoff-scheme           = Verlet    ; Buffered neighbor searching

ns_type                 = grid      ; search neighboring grid cells

nstlist                 = 10 ; 20 fs, largely irrelevant with Verlet

scheme

rcoulomb                = 1.0 ; short-range electrostatic cutoff (in

nm)

rvdw                    = 1.0 ; short-range van der Waals cutoff (in

nm)

; Electrostatics

coulombtype             = PME       ; Particle Mesh Ewald for long-range

electrostatics

pme_order               = 4 ; cubic interpolation

fourierspacing          = 0.16 ; grid spacing for FFT

; Temperature coupling is on
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tcoupl                  = V-rescale             ; modified Berendsen

thermostat

tc-grps                 = Protein Non-Protein   ; two coupling groups -

more accurate

tau_t                   = 0.1 0.1 ; time constant, in ps

ref_t                   = 300 300 ; reference temperature,

one for each group, in K

; Pressure coupling is on

pcoupl                  = Parrinello-Rahman     ; Pressure coupling on in

NPT

pcoupltype              = isotropic             ; uniform scaling of box

vectors

tau_p                   = 2.0 ; time constant, in ps

ref_p                   = 1.0 ; reference pressure, in

bar

compressibility         = 4.5e-5 ; isothermal

compressibility of water, bar^-1

; Periodic boundary conditions

pbc                     = xyz       ; 3-D PBC

; Dispersion correction

DispCorr                = EnerPres  ; account for cut-off vdW scheme

; Velocity generation

gen_vel                 = no        ; Velocity generation is off
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Anexo 5: Gráfico de Ramachandran para o PDB 1IC6 (molde), conforme

análise do PDBSum/PROCHECK.
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Anexo 6: Gráfico de Ramachandran para modelo de Pr1J1, conforme análise

do PDBSum/PROCHECK.
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Anexo 7: Gráfico de Ramachandran para modelo de Pr1J2, conforme análise

do PDBSum/PROCHECK.
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Anexo 8: Shell script para simulação por Dinâmica Molecular usando

GROMACS. Apresenta-se somente o utilizado para 1IC6, sendo que os

demais seguem o mesmo procedimento, apenas alterando caminhos e

variáveis.

GMXBIN='gmx'

OUTDIR='/home/andreisfc/Documents/5-molecular_dynamics/pr1j_joint'

#passos iniciais para 1ic6

ROOTNAME='1ic6'

cd 1ic6

#preparacao

$GMXBIN pdb2gmx -f $ROOTNAME.ca.pdb -o $ROOTNAME.ca.gro -p $ROOTNAME.ca.top

-ignh -water tip3p -ff amber99sb-ildn

#definicao da caixa

$GMXBIN editconf -f $ROOTNAME.ca.gro -o $ROOTNAME.ca.box.gro -c -d 1.0 -bt

dodecahedron

#solvatacao

$GMXBIN solvate -cp $ROOTNAME.ca.box.gro -p $ROOTNAME.ca.top -cs -o

$ROOTNAME.ca.box.solv.gro

#neutralizacao do sistema

$GMXBIN grompp -f ions.mdp -c $ROOTNAME.ca.box.solv.gro -p $ROOTNAME.ca.top

-o $ROOTNAME.ca.ions.tpr

$GMXBIN genion -s $ROOTNAME.ca.ions.tpr -p $ROOTNAME.ca.top -o

$ROOTNAME.ca.ions.gro -pname NA -nname CL -neutral

#minimizacao

$GMXBIN grompp -f minim.mdp -c $ROOTNAME.ca.ions.gro -p $ROOTNAME.ca.top -o

$ROOTNAME.ca.em.tpr

$GMXBIN mdrun -deffnm $ROOTNAME.ca.em -v

echo '10' | $GMXBIN energy -f $ROOTNAME.ca.em.edr -o

$ROOTNAME.ca.em.potential.xvg
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#equilibracao h2o

$GMXBIN grompp -f nvt.mdp -c $ROOTNAME.ca.em.gro -r $ROOTNAME.ca.em.gro -p

$ROOTNAME.ca.top -o $ROOTNAME.ca.nvt.tpr

# Fase de réplicas

REPNUM=1

## 1ic6 [rep1]

ROOTNAME='1ic6'

cd 1ic6

mkdir rep$REPNUM

cp npt.mdp md.mdp *.top *.itp rep$REPNUM/

cp $ROOTNAME.ca.nvt.tpr rep$REPNUM/$ROOTNAME.ca.nvt-rep$REPNUM.tpr

cd rep$REPNUM

#NVT

$GMXBIN mdrun -deffnm $ROOTNAME.ca.nvt-rep$REPNUM -v

$GMXBIN grompp -f npt.mdp -c $ROOTNAME.ca.nvt-rep$REPNUM.gro -r

$ROOTNAME.ca.nvt-rep$REPNUM.gro -t $ROOTNAME.ca.nvt-rep$REPNUM.cpt -p

$ROOTNAME.ca.top -o $ROOTNAME.ca.npt-rep$REPNUM.tpr

$GMXBIN mdrun -deffnm $ROOTNAME.ca.npt-rep$REPNUM -v

echo 18 | $GMXBIN energy -f $ROOTNAME.ca.npt-rep$REPNUM.edr -o

$ROOTNAME.ca.npt-rep$REPNUM.pressure.xvg

#fase de producao

$GMXBIN grompp -f md.mdp -c $ROOTNAME.ca.npt-rep$REPNUM.gro -t

$ROOTNAME.ca.npt-rep$REPNUM.cpt -p $ROOTNAME.ca.top -o

$ROOTNAME.ca.md-rep$REPNUM.tpr

$GMXBIN mdrun -deffnm $ROOTNAME.ca.md-rep$REPNUM -v

##

REPNUM=2

# 1ic6 [rep2]

ROOTNAME='1ic6'

cd ../../1ic6
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mkdir rep$REPNUM

cp npt.mdp md.mdp *.top *.itp rep$REPNUM/

cp $ROOTNAME.ca.nvt.tpr rep$REPNUM/$ROOTNAME.ca.nvt-rep$REPNUM.tpr

cd rep$REPNUM

#NVT

$GMXBIN mdrun -deffnm $ROOTNAME.ca.nvt-rep$REPNUM -v

$GMXBIN grompp -f npt.mdp -c $ROOTNAME.ca.nvt-rep$REPNUM.gro -r

$ROOTNAME.ca.nvt-rep$REPNUM.gro -t $ROOTNAME.ca.nvt-rep$REPNUM.cpt -p

$ROOTNAME.ca.top -o $ROOTNAME.ca.npt-rep$REPNUM.tpr

$GMXBIN mdrun -deffnm $ROOTNAME.ca.npt-rep$REPNUM -v

echo 18 | $GMXBIN energy -f $ROOTNAME.ca.npt-rep$REPNUM.edr -o

$ROOTNAME.ca.npt-rep$REPNUM.pressure.xvg

#fase de producao

$GMXBIN grompp -f md.mdp -c $ROOTNAME.ca.npt-rep$REPNUM.gro -t

$ROOTNAME.ca.npt-rep$REPNUM.cpt -p $ROOTNAME.ca.top -o

$ROOTNAME.ca.md-rep$REPNUM.tpr

$GMXBIN mdrun -deffnm $ROOTNAME.ca.md-rep$REPNUM -v

##

REPNUM=3

## 1ic6 [rep3]

ROOTNAME='1ic6'

cd ../../1ic6

mkdir rep$REPNUM

cp npt.mdp md.mdp *.top *.itp rep$REPNUM/

cp $ROOTNAME.ca.nvt.tpr rep$REPNUM/$ROOTNAME.ca.nvt-rep$REPNUM.tpr

cd rep$REPNUM

#NVT

$GMXBIN mdrun -deffnm $ROOTNAME.ca.nvt-rep$REPNUM -v
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$GMXBIN grompp -f npt.mdp -c $ROOTNAME.ca.nvt-rep$REPNUM.gro -r

$ROOTNAME.ca.nvt-rep$REPNUM.gro -t $ROOTNAME.ca.nvt-rep$REPNUM.cpt -p

$ROOTNAME.ca.top -o $ROOTNAME.ca.npt-rep$REPNUM.tpr

$GMXBIN mdrun -deffnm $ROOTNAME.ca.npt-rep$REPNUM -v

echo 18 | $GMXBIN energy -f $ROOTNAME.ca.npt-rep$REPNUM.edr -o

$ROOTNAME.ca.npt-rep$REPNUM.pressure.xvg

#fase de producao

$GMXBIN grompp -f md.mdp -c $ROOTNAME.ca.npt-rep$REPNUM.gro -t

$ROOTNAME.ca.npt-rep$REPNUM.cpt -p $ROOTNAME.ca.top -o

$ROOTNAME.ca.md-rep$REPNUM.tpr

$GMXBIN mdrun -deffnm $ROOTNAME.ca.md-rep$REPNUM -v
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Anexo 9: Shell script para centralização das trajetórias calculadas utilizando o

script do Anexo 8. Apresenta-se somente o utilizado para 1IC6, sendo que

os demais seguem o mesmo procedimento, apenas alterando caminhos e

variáveis.

# 1ic6

echo 'q' | gmx_mpi make_ndx -f 1ic6/1ic6.ca.em.gro -o 1ic6/1ic6.ndx

echo 1 0 | gmx_mpi trjconv -s 1ic6/1ic6.ca.em.tpr -f 1ic6/1ic6.ca.em.trr -o

1ic6/1ic6.ca.em.center.gro -pbc mol -center

echo 1 0 | gmx_mpi trjconv -s 1ic6/1ic6.ca.em.tpr -f

1ic6/rep1/1ic6.ca.md-rep1.xtc -o

1ic6/rep1/1ic6.ca.md-rep1.center-system.xtc -pbc mol -center

echo 1 0 | gmx_mpi trjconv -s 1ic6/1ic6.ca.em.tpr -f

1ic6/rep2/1ic6.ca.md-rep2.xtc -o

1ic6/rep2/1ic6.ca.md-rep2.center-system.xtc -pbc mol -center

echo 1 0 | gmx_mpi trjconv -s 1ic6/1ic6.ca.em.tpr -f

1ic6/rep3/1ic6.ca.md-rep3.xtc -o

1ic6/rep3/1ic6.ca.md-rep3.center-system.xtc -pbc mol -center
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Anexo 10: Shell script para cálculo de RMSD e RMSF das trajetórias obtidas

executando o script do Anexo 9. Apresenta-se somente o utilizado para

1IC6, sendo que os demais seguem o mesmo procedimento, apenas

alterando caminhos e variáveis.

#1ic6

root="1ic6"

rep=1

echo 4 4 | gmx_mpi rms -s $root/$root.ca.em.tpr -f

$root/rep$rep/$root.ca.md-rep$rep.center-system.xtc -n $root/$root.ndx -o

$root/rep$rep/$root.ca.md-rep$rep.center-system.rmsd.xvg

echo 1 | gmx_mpi rmsf -s $root/$root.ca.em.tpr -f

$root/rep$rep/$root.ca.md-rep$rep.center-system.xtc -res -n $root/$root.ndx

-o $root/rep$rep/$root.ca.md-rep$rep.center-system.rmsf.xvg

rep=2

echo 4 4 | gmx_mpi rms -s $root/$root.ca.em.tpr -f

$root/rep$rep/$root.ca.md-rep$rep.center-system.xtc -n $root/$root.ndx -o

$root/rep$rep/$root.ca.md-rep$rep.center-system.rmsd.xvg

echo 1 | gmx_mpi rmsf -s $root/$root.ca.em.tpr -f

$root/rep$rep/$root.ca.md-rep$rep.center-system.xtc -res -n $root/$root.ndx

-o $root/rep$rep/$root.ca.md-rep$rep.center-system.rmsf.xvg

rep=3

echo 4 4 | gmx_mpi rms -s $root/$root.ca.em.tpr -f

$root/rep$rep/$root.ca.md-rep$rep.center-system.xtc -n $root/$root.ndx -o

$root/rep$rep/$root.ca.md-rep$rep.center-system.rmsd.xvg

echo 1 | gmx_mpi rmsf -s $root/$root.ca.em.tpr -f

$root/rep$rep/$root.ca.md-rep$rep.center-system.xtc -res -n $root/$root.ndx

-o $root/rep$rep/$root.ca.md-rep$rep.center-system.rmsf.xvg
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Anexo 11: Script em linguagem Julia utilizado para cálculo de média e

desvio-padrão amostral de RMSF e RMSF das simulações por Dinâmica

Molecular em triplicata, com base nos cálculos gerados utilizando

GROMACS.

### Calculates average values for GROMACS RMSD/RMSF files in standard

XMGrace

### format

## Input: n .xvg files

## Output: tab-separated values (STDOUT)

using ArgParse

using Statistics

## CLI argument processing

s = ArgParseSettings()

s.description = "Calculates average values for GROMACS RMSD/RMSF files in

standard XMGrace format"

s.add_help = true

s.add_version = true

s.version = "0.1"

s.commands_are_required = true

@add_arg_table! s begin

"--input", "-i"

help = ".xvg file names"

required = true

nargs = '+'

"--output" , "-o"

help = "output file name"

required = true

nargs = 1

end

parsed_args = parse_args(s)

infiles = parsed_args["input"]

outfile = parsed_args["output"]

let
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numcols = length(infiles)+1

counter = 2

fst = true

global data = []

for file in infiles

tmp1 = readlines(file) # read contents of file to array

filter!(f->f[1]∉['#','&','@'], tmp1) # remove comments

if fst

global numrows = length(tmp1)

data = Array{Float64}(undef, numrows, numcols)

fst = false

end

for i in 1:numrows

tmp = split(tmp1[i])

data[i,1] = parse(Float64, tmp[1])

data[i,counter] = parse(Float64, tmp[2])

end

counter = counter + 1

end

end

fh = open(outfile[1], "w")

for i in 1:numrows

print(fh,

"$(data[i,1])\t$(mean(data[i,2:end]))\t$(std(data[i,2:end]))\n")

end

close(fh)
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Anexo 12: Script em linguagem Julia utilizado para cálculo da média e

desvio-padrão dos valores obtidos com o script do Anexo 8.

### Window-averages GROMACS RMSD/RMSF files created by avg-rms.jl

### format

## Input: .xvg file

## Output: tab-separated values (STDOUT)

using ArgParse

using Statistics

## CLI argument processing

s = ArgParseSettings()

s.description = "Window-averages GROMACS RMSD/RMSF files created by

avg-rms.jl"

s.add_help = true

s.add_version = true

s.version = "0.1"

s.commands_are_required = true

@add_arg_table! s begin

"--input", "-i"

help = ".tsv"

required = true

nargs = 1

"--output" , "-o"

help = "output file name"

required = true

nargs = 1

"--winsize" , "-w"

help = "window size"

arg_type = Int

required = true

nargs = 1

end

parsed_args = parse_args(s)

infile = parsed_args["input"][1]

outfile = parsed_args["output"]
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winsize = parsed_args["winsize"][1]

let

global data = []

tmp1 = readlines(infile) # read contents of file to array

filter!(f->f[1]∉['#','&','@'], tmp1) # remove comments

global numrows = length(tmp1)

println("Size of input = $(numrows)")

data = Array{Float64}(undef, numrows, 3)

for i in 1:(numrows-winsize)

tmp = split(tmp1[i])

data[i,1] = parse(Float64, tmp[1])

avgs = []

stds = []

for j in i:i+winsize

push!(avgs, parse(Float64, split(tmp1[j])[2]))

push!(stds, parse(Float64, split(tmp1[j])[3]))

end

data[i,2] = mean(avgs)

data[i,3] = mean(stds)

end

let fh = open(outfile[1], "w")

for i in 1:(numrows-winsize)

print(fh, "$(data[i,1])\t$(data[i,2])\t$(data[i,3])\n")

end

end

end #let
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Anexo 13: Script para construção dos gráficos de RMSD médio utilizando

Gnuplot.

set datafile commentschars "#@&"

set terminal svg enhanced size 1366,720

set output '1ic6_J1_J2-rmsdw500.svg'

set style fill noborder

set grid

### RMSD

set xtics 0,25,200 font ",18" nomirror

set xlabel "Time (ns)" font ",20"

set format y "%.1f"

set ytics nomirror

set ylabel "RMSD (Angstrom)" font ",20"

set title "Root Mean Square Deviation" font ",22"

plot "1ic6.ca.md.center-system.rmsd.statistics.win500.xvg" u

($1*0.001):(($2*10)+($3*10)):(($2*10)-($3*10)) w filledcurves notitle,\

'' u ($1*0.001):($2*10) title '1ic6' w lines,\

"Jmani1.ca.md.center-system.rmsd.statistics.win500.xvg" u

($1*0.001):(($2*10)+($3*10)):(($2*10)-($3*10)) w filledcurves notitle,\

'' u ($1*0.001):($2*10) title 'Pr1J1' w lines,\

"Jmani2.ca.md.center-system.rmsd.statistics.win500.xvg" u

($1*0.001):(($2*10)+($3*10)):(($2*10)-($3*10)) w filledcurves notitle,\

'' u ($1*0.001):($2*10) title 'Pr1J2' w lines
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Anexo 14: Script para construção dos gráficos de desvio-padrão de RMSF

utilizando Gnuplot.

set datafile commentschars "#@&"

set terminal svg enhanced size 1366,720

set output '1ic6_J1_J2-rmsf.svg'

set style fill noborder

set grid

### RMSD

set xtics 0,25,300 font ",18" nomirror

set xlabel "Residue #" font ",20"

set format y "%.1f"

set ytics nomirror

set ylabel "RMSF Sample Standard Deviation (Å)" font ",20"

set title "Root Mean Square Fluctuation by residue" font ",22"

plot "1ic6.ca.md.center-system.rmsf.statistics.xvg" u

($1):(($3*10)):(-($3*10)) w filledcurves title '1IC6',\

"Jmani1.ca.md.center-system.rmsf.statistics.xvg" u

($1):(($3*10)):(-($3*10)) w filledcurves title 'Pr1J1',\

"Jmani2.ca.md.center-system.rmsf.statistics.xvg" u

($1):(($3*10)):(-($3*10)) w filledcurves title 'Pr1J2'
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Anexo 15: Gráficos de RMSD e RMSF da triplicada de simulação para 1IC6, bem como script para construção utilizando

Gnuplot.

111



set datafile commentschars "#@&"

set terminal svg enhanced size 1366,720

set output 'graphs/1ic6_rmsd-f.svg'

set multiplot layout 2,3 rowsfirst

set grid

### RMSD

set yrange [0.0:1.5]

set xtics 0,25,200 font ",18" nomirror

set xlabel "Time (ns)" font ",20"

set format y "%.1f"

set ytics 0,0.25,1.5 font ",18" nomirror

set ylabel "RMSD (Angstrom)" font ",20"

set title "1IC6 Replica 1" font ",22"

plot "1ic6/rep1/1ic6.ca.md-rep1.center-system.rmsd.xvg" u ($1*0.001):($2*10) w lines notitle

set title "1IC6 Replica 2" font ",22"

set format y '' #Remove tic labels

unset ylabel

plot "1ic6/rep2/1ic6.ca.md-rep2.center-system.rmsd.xvg" u ($1*0.001):($2*10) w lines notitle

set title "1IC6 Replica 3" font ",22"

plot "1ic6/rep3/1ic6.ca.md-rep3.center-system.rmsd.xvg" u ($1*0.001):($2*10) w lines notitle

### RMSF

unset title

set xtics 0,50 right font ",18" nomirror
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set xlabel "Residue" font ",20"

set format y "%.1f"

set yrange [0.0:5.0]

set ytics 0,0.5 font ",18" nomirror

set ylabel "RMSF (Angstrom)" font ",22"

#set title "1IC6 Replica 1" font ",22"

plot "1ic6/rep1/1ic6.ca.md-rep1.center-system.rmsf.xvg" u ($1):($2*10) w lines notitle

#set title "1IC6 Replica 2" font ",22"

set format y '' #Remove tic labels

unset ylabel

plot "1ic6/rep2/1ic6.ca.md-rep2.center-system.rmsf.xvg" u ($1):($2*10) w lines notitle

#set title "1IC6 Replica 3" font ",22"

plot "1ic6/rep3/1ic6.ca.md-rep3.center-system.rmsf.xvg" u ($1):($2*10) w lines notitle
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Anexo 16: Gráficos de RMSD e RMSF da triplicada de simulação para Pr1J1, bem como script para construção utilizando

Gnuplot.
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set datafile commentschars "#@&"

set terminal svg enhanced size 1366,720

set output 'graphs/jmani1_rmsd-f.svg'

set multiplot layout 2,3 rowsfirst

set grid

### RMSD

set yrange [0.0:3.0]

set xtics 0,25,200 font ",18" nomirror

set xlabel "Time (ns)" font ",20"

set format y "%.1f"

set ytics 0,0.5,3.0 font ",18" nomirror

set ylabel "RMSD (Angstrom)" font ",20"

set title "Pr1J1 Replica 1" font ",22"

plot "jmani1/rep1/Jmani1.ca.md-rep1.center-system.rmsd.xvg" u ($1*0.001):($2*10) w lines notitle

set title "Pr1J1 Replica 2" font ",22"

set format y '' #Remove tic labels

unset ylabel

plot "jmani1/rep2/Jmani1.ca.md-rep2.center-system.rmsd.xvg" u ($1*0.001):($2*10) w lines notitle

set title "Pr1J1 Replica 3" font ",22"

plot "jmani1/rep3/Jmani1.ca.md-rep3.center-system.rmsd.xvg" u ($1*0.001):($2*10) w lines notitle

### RMSF

unset title
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set xtics 0,50 right font ",18" nomirror

set xlabel "Residue" font ",20"

set format y "%.1f"

set yrange [0.0:4.5]

set ytics 0,0.5 font ",18" nomirror

set ylabel "RMSF (Angstrom)" font ",22"

#set title "Pr1J1 Replica 1" font ",22"

plot "jmani1/rep1/Jmani1.ca.md-rep1.center-system.rmsf.xvg" u ($1):($2*10) w lines notitle

#set title "Pr1J1 Replica 2" font ",22"

set format y '' #Remove tic labels

unset ylabel

plot "jmani1/rep2/Jmani1.ca.md-rep2.center-system.rmsf.xvg" u ($1):($2*10) w lines notitle

#set title "Pr1J1 Replica 3" font ",22"

plot "jmani1/rep3/Jmani1.ca.md-rep3.center-system.rmsf.xvg" u ($1):($2*10) w lines notitle
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Anexo 17: Gráficos de RMSD e RMSF da triplicada de simulação para Pr1J2, bem como script para construção utilizando

Gnuplot.
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set datafile commentschars "#@&"

set terminal svg enhanced size 1366,720

set output 'graphs/jmani2_rmsd-f.svg'

set multiplot layout 2,3 rowsfirst

set grid

### RMSD

set yrange [0.0:8.0]

set xtics 0,25,200 font ",18" nomirror

set xlabel "Time (ns)" font ",20"

set format y "%.1f"

set ytics 0,1,8.0 font ",18" nomirror

set ylabel "RMSD (Angstrom)" font ",20"

set title "Pr1J2 Replica 1" font ",22"

plot "jmani2/rep1/Jmani2.ca.md-rep1.center-system.rmsd.xvg" u ($1*0.001):($2*10) w lines notitle

set title "Pr1J2 Replica 2" font ",22"

set format y '' #Remove tic labels

unset ylabel

plot "jmani2/rep2/Jmani2.ca.md-rep2.center-system.rmsd.xvg" u ($1*0.001):($2*10) w lines notitle

set title "Pr1J2 Replica 3" font ",22"

plot "jmani2/rep3/Jmani2.ca.md-rep3.center-system.rmsd.xvg" u ($1*0.001):($2*10) w lines notitle

### RMSF

unset title

set xtics 0,50 right font ",18" nomirror
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set xlabel "Residue" font ",20"

set format y "%.1f"

set yrange [0.0:14]

set ytics 0,1 font ",18" nomirror

set ylabel "RMSF (Angstrom)" font ",22"

#set title "Pr1J2 Replica 1" font ",22"

plot "jmani2/rep1/Jmani2.ca.md-rep1.center-system.rmsf.xvg" u ($1):($2*10) w lines notitle

#set title "Pr1J2 Replica 2" font ",22"

set format y '' #Remove tic labels

unset ylabel

plot "jmani2/rep2/Jmani2.ca.md-rep2.center-system.rmsf.xvg" u ($1):($2*10) w lines notitle

#set title "Pr1J2 Replica 3" font ",22"

plot "jmani2/rep3/Jmani2.ca.md-rep3.center-system.rmsf.xvg" u ($1):($2*10) w lines notitle
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Anexo 18: Relação de oligonucleotídeos utilizados.

Par Nome Sequência (5'→3') Tm (°C)

1
Tubulina_Direto GTA ACC AAA TTG GTG CTG CT 60

Tubulina_Reverso CGA CGG AGA AAG TGG CCA TC 60

2 CDS TTT TTT TTT TTT TTT TTT TTT TTT TTT TTT NN 60

3
Pr1J1_Direto

TTT AAG AAG GAG ATA TAC CAT GTT TTC GTT
CAA AAC TC

60

Pr1J1_Reverso
GTG GTG GTG GTG GTG GTG tAT GAT GCC GTT
GTA TGC

60

4
Pr1J2_Direto

TTT AAG AAG GAG ATA TAC CAT GGC TAT TCT
CAA GGC CTT TAC

60

Pr1J2_Reverso
GTG GTG GTG GTG GTG GTG CTG AAC CCC ATT
AAA CGC AAG C

60
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Anexo 19: Sequenciamento do inserto do plasmídeo pET23d(+)-pr1J1.
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Anexo 20: Sequenciamento do inserto do plasmídeo pET23d(+)-pr1J2.

125



126



127



128



CURRICULUM VITÆ resumido

ANDREIS, F. C. ; ANDREIS, FABIO CARRER

Fabio Carrer Andreis
Caxias do Sul, Rio Grande do Sul, Brasil, 25/01/1992
fabio.andreis@gmail.com

Formação Acadêmica

2016-
2021

Doutorado em Biologia Celular e Molecular.
Universidade Federal do Rio Grande do Sul, UFRGS, Brasil.
Orientador: Augusto Schrank.
Coorientadora: Claudia Elizabeth Thompson.
Bolsista da Coordenação de Aperfeiçoamento de Pessoal de Nível
Superior, CAPES, Brasil.

2014-
2016

Mestrado em Biologia Celular e Molecular.
Universidade Federal do Rio Grande do Sul, UFRGS, Brasil.
Título: Evolução Molecular de Proteases Pr1 (Classe II) de Metarhizium
anisopliae, Ano de Obtenção: 2016.
Orientador: Augusto Schrank.
Coorientadora: Claudia Elizabeth Thompson.
Bolsista do Conselho Nacional de Desenvolvimento Científico e
Tecnológico, CNPq, Brasil.

2019-
Atual

Graduação em andamento em Matemática Aplicada e Computacional.
Universidade Federal do Rio Grande do Sul, UFRGS, Brasil.

2010-
2013

Graduação em Biotecnologia (ênfase Bioinformática).
Universidade Federal do Rio Grande do Sul, UFRGS, Brasil.
Título: Caracterização Filogenética de Ureases.
Orientador: Hugo Verli.
Bolsista da: Fundação de Amparo à Pesquisa do Estado do Rio
Grande do Sul, FAPERGS, Brasil.

Formação Complementar

2019 Complete Python Bootcamp. (Carga horária: indefinida).
Udemy, Inc.

2019 Dinâmica Molecular. (Carga horária: 15h).
Universidade Federal do Rio Grande do Sul, UFRGS, Brasil.

2017 Reconstrução, Modelagem e Análise de Redes Metabólicas. (Carga

129

mailto:fabio.andreis@gmail.com


horária: 15h).
Laboratório Nacional de Computação Científica, LNCC, Brasil.

2017 Análise de Transcritomas e microRNAs. (Carga horária: 36h).
Laboratório Nacional de Computação Científica, LNCC, Brasil.

2016 Cálculos Quânticos de Estrutura Eletrônica Semi-Empíricos. (Carga
horária: 6h).
Laboratório Nacional de Computação Científica, LNCC, Brasil.

2016 Dinâmica Molecular Básica. (Carga horária: 6h).
Laboratório Nacional de Computação Científica, LNCC, Brasil.

2016 Cálculo de Modos Normais em Proteínas. (Carga horária: 6h).
Laboratório Nacional de Computação Científica, LNCC, Brasil.

2015 The Genomics Bootcamp Workshop. (Carga horária: 40h).
Universidade Federal do Rio Grande do Sul, UFRGS, Brasil.

2014 Análise de Sequências Biológicas. (Carga horária: 36h).
Laboratório Nacional de Computação Científica, LNCC, Brasil.

2013 Computação de alto desempenho em placas GPUs. (Carga horária:
63h).
Laboratório Nacional de Computação Científica, LNCC, Brasil.

Estágios

08/2013 -
12/2013

Estágio Curricular
Unidade de Biologia Teórica e Computacional
Centro de Biotecnologia
Universidade Federal do Rio Grande do Sul, UFRGS, Brasil.
Orientador: Augusto Schrank.

07/2010 -
08/2013

Iniciação Científica
Grupo de Bioinformática Estrutural
Centro de Biotecnologia
Universidade Federal do Rio Grande do Sul, UFRGS, Brasil.
Orientador: Hugo Verli

Prêmios e distinções

2019 Destaque de Sessão - Congresso UFCSPA: conectando saúde e
sociedade
Universidade Federal de Ciências da Saúde de Porto Alegre.

2016 Melhor Poster - Categoria Pós-Graduação

130



VIII Escola de Modelagem Molecular em Sistemas Biológicos.

2012 Destaque
Salão de Iniciação Científica UFRGS, PROPESQ.

2011 Destaque
Salão de Iniciação Científica UFRGS, PROPESQ.

Experiência Profissional

07/2017 -
07/2018

Professor Substituto
Departamento de Informática Teórica
Universidade Federal do Rio Grande do Sul, UFRGS, Brasil.
Disciplinas: Biologia Computacional (Bacharelado em Biotecnologia
- Bioinformática); Linguagens Formais e Autômatos (Bacharelado
em Ciência da Computação)

Artigos Completos Publicados

ANDREIS, FABIO CARRER; SCHRANK, AUGUSTO; THOMPSON, CLAUDIA
ELIZABETH. Molecular evolution of Pr1 proteases depicts ongoing
diversification in Metarhizium spp. MOLECULAR GENETICS AND GENOMICS,
v. -, p. 1-17, 2019.

DE OLIVEIRA, EDER SILVA; JUNGES, ÂNGELA ; SBARAINI, NICOLAU ;
ANDREIS, FÁBIO CARRER ; THOMPSON, CLAUDIA ELIZABETH ; STAATS,
CHARLEY CHRISTIAN ; SCHRANK, AUGUSTO . Molecular evolution and
transcriptional profile of GH3 and GH20 β-N-acetylglucosaminidases in the
entomopathogenic fungus Metarhizium anisopliae. GENETICS AND
MOLECULAR BIOLOGY (ONLINE VERSION), v. 41, p. 4, 2018.

SBARAINI, NICOLAU; ANDREIS, FABIO C.; THOMPSON, CLAUDIA E.;
GUEDES, RAFAEL L. M.; JUNGES, ANGELA; CAMPOS, THAIS; STAATS,
CHARLEY C.; VAINSTEIN, MARILENE H.; RIBEIRO DE VASCONCELOS, ANA
T.; SCHRANK, AUGUSTO. Genome-Wide Analysis of Secondary Metabolite
Gene Clusters in Ophiostoma ulmi and Ophiostoma novo-ulmi Reveals a
Fujikurin-Like Gene Cluster with a Putative Role in Infection. Frontiers in
Microbiology, v. 8, p. 1063, 2017.

SBARAINI, NICOLAU; GUEDES, RAFAEL LUCAS MUNIZ; ANDREIS, FÁBIO
CARRER; JUNGES, ÂNGELA; DE MORAIS, GUILHERME LOSS; VAINSTEIN,
MARILENE HENNING; DE VASCONCELOS, ANA TEREZA RIBEIRO;
SCHRANK, AUGUSTO. Secondary metabolite gene clusters in the
entomopathogen fungus Metarhizium anisopliae: genome identification and
patterns of expression in a cuticle infection model. BMC GENOMICS, v. 17, p.
736, 2016.

131

http://dx.doi.org/10.1007/s00438-019-01546-y
http://dx.doi.org/10.1007/s00438-019-01546-y
http://dx.doi.org/10.1007/s00438-019-01546-y
http://dx.doi.org/10.1007/s00438-019-01546-y
http://dx.doi.org/10.1590/1678-4685-gmb-2017-0363
http://dx.doi.org/10.1590/1678-4685-gmb-2017-0363
http://dx.doi.org/10.1590/1678-4685-gmb-2017-0363
http://dx.doi.org/10.1590/1678-4685-gmb-2017-0363
http://dx.doi.org/10.1590/1678-4685-gmb-2017-0363
http://dx.doi.org/10.1590/1678-4685-gmb-2017-0363
http://dx.doi.org/10.3389/fmicb.2017.01063
http://dx.doi.org/10.3389/fmicb.2017.01063
http://dx.doi.org/10.3389/fmicb.2017.01063
http://dx.doi.org/10.3389/fmicb.2017.01063
http://dx.doi.org/10.3389/fmicb.2017.01063
http://dx.doi.org/10.3389/fmicb.2017.01063
http://dx.doi.org/10.3389/fmicb.2017.01063
http://dx.doi.org/10.1186/s12864-016-3067-6
http://dx.doi.org/10.1186/s12864-016-3067-6
http://dx.doi.org/10.1186/s12864-016-3067-6
http://dx.doi.org/10.1186/s12864-016-3067-6
http://dx.doi.org/10.1186/s12864-016-3067-6
http://dx.doi.org/10.1186/s12864-016-3067-6
http://dx.doi.org/10.1186/s12864-016-3067-6


STAATS, CHARLEY CHRISTIAN; JUNGES, ÂNGELA; GUEDES, RAFAEL
LUCAS; THOMPSON, CLAUDIA ELIZABETH; DE MORAIS, GUILHERME
LOSS; BOLDO, JULIANO TOMAZZONI; DE ALMEIDA, LUIZ GONZAGA;
ANDREIS, FÁBIO CARRER; GERBER, ALEXANDRA LEHMKUHL; SBARAINI,
NICOLAU; DA PAIXÃO, RANA LOUISE; BROETTO, LEONARDO; LANDELL,
MELISSA; SANTI, LUCÉLIA; DA SILVA, WALTER ORLANDO; SILVEIRA,
CAROLINA PEREIRA; SERRANO, THAIANE RISPOLI; DE OLIVEIRA, EDER
SILVA; KMETZSCH, LÍVIA; VAINSTEIN, MARILENE HENNING; DE
VASCONCELOS, ANA TEREZA; SCHRANK, AUGUSTO. Comparative genome
analysis of entomopathogenic fungi reveals a complex set of secreted proteins.
BMC Genomics, v. 15, p. 822, 2014.

LIGABUE-BRAUN, RODRIGO; ANDREIS, FÁBIO CARRER; VERLI, HUGO;
CARLINI, CÉLIA REGINA. 3-to-1: unraveling structural transitions in ureases.
Science of Nature, v. 100, p. 459-467, 2013.

132

http://dx.doi.org/10.1186/1471-2164-15-822
http://dx.doi.org/10.1186/1471-2164-15-822
http://dx.doi.org/10.1186/1471-2164-15-822
http://dx.doi.org/10.1186/1471-2164-15-822
http://dx.doi.org/10.1186/1471-2164-15-822
http://dx.doi.org/10.1186/1471-2164-15-822
http://dx.doi.org/10.1186/1471-2164-15-822
http://dx.doi.org/10.1186/1471-2164-15-822
http://dx.doi.org/10.1186/1471-2164-15-822
http://dx.doi.org/10.1186/1471-2164-15-822
http://dx.doi.org/10.1186/1471-2164-15-822
http://dx.doi.org/10.1007/s00114-013-1045-2
http://dx.doi.org/10.1007/s00114-013-1045-2
http://dx.doi.org/10.1007/s00114-013-1045-2

