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Estudos de modelagem da proteina Leucemia/Linfoma de
células T 1b de Homo sapiens.

Modeling studies of the Homo sapiens T-cell Leukemia
Lymphoma protein 1B.

RESUMO

O oncogene TCL1b situado no cromossomo 14 é responsavel pela proteina TCL1b que em
superexpressao causa leucemia em células T. Funciona como um coativador da proteina
quinase AKT onde aumenta a sua atividade quinase. O objetivo do trabalho é produzir um
modelo tedrico estrutural da TCL1b utilizando a metodologia de modelagem por homologia
com multiplas proteinas. Foram produzidos 125 modelos da estrutura da proteina, sendo
selecionados os dois melhores para serem comparados a um modelo criado a partir de uma
proteina molde. Foi constatado que a estrutura da TCL1b é de barril B, onde possui uma
grande folha B que se torce formando um tubo, podendo ser transmembrana ou
citoplasmatica. Todos os modelos construidos apresentaram bons resultados nas analises
realizadas, podendo ser utilizados para representar a estrutura da TCL1b.

PALAVRAS-CHAVE: Biologia molecular. Estrutura molecular. Carcinogénese.
ABSTRACT

The TCL1b oncogene located on chromosome 14 is responsible for the TCL1b protein, which
in overexpression causes leukemia in T cells. It works as a coactivator of the AKT protein
kinase where it increases its kinase activity. The objective of the work is to produce a
structural theoretical model of TCL1b using the homology modeling methodology with
multiple proteins. 125 models of protein structure were produced, the two best being
selected to be compared to a model created from a single mold protein. It was found that
the structure of TCL1b is B barrel, where it has a large B sheet that is twisted into a tube,
which may be transmembrane or cytoplasmic. All the models built showed good results in
the analyzes performed, and can be used to represent the structure of TCL1b.
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INTRODUCAO

A célula é a unidade basica da vida, que compde desde os organismos mais
basicos aos mais complexos. Toda a sua informacao esta depositada no DNA, que
guarda a base de todas as suas organelas. As proteinas constituem a maior parte
seca de uma célula, ndo apenas sendo as unidades fundamentais das células elas
também executam a maior parte de suas fungdes (ALBERTS et al., 2017). Porém,
algumas proteinas podem ser causadoras de diversas doencas, assim como a sua
super expressdo, inativacdo ou enovelamento erréneo.

Situado no cromossomo 14q32, o gene TCL1b é expresso em niveis muito
baixos na medula dssea normal e linfécitos periféricos, mas é ativado na leucemia
de células T por rearranjos da regido 14932 que resultam em um processo de
transformacdo nociva, também podendo estar relacionado a progressdo de
tumores (PEKARSKY et al., 1999). O gene esta depositado no NCBI (National Center
for Biotechnology Information) sob o cddigo Gene ID: 9623 e é responsavel pela
proteina TCL1b.

Pouco se sabe sobre o exato funcionamento da TCL1b, foi constatado por
Hashimoto et al. (2013) possui uma interacdo com a proteina quinase AKT, agindo
como seu coativador, aumentando a sua atividade, exibindo assim uma
oncogenicidade.

Em 2014, a TCL1b foi utilizada por Hirata et al. em um experimento para a
inibicdo do virus da influenza, onde a proteina AKT participa de varias etapas da
replicagdo do virus, por sua vez o estudo se utilizou de um inibidor de AKT baseado
na TCL1b, esse inibidor suprimiu a atividade da Akt quinase, tendo resultado
favoraveis.

A plasticidade estrutural e funcional das proteinas é consequéncia direta das
interacGes entre os aminodcidos que as compde e influencias fisico quimicas do
meio. Portanto, elucidar a estrutura tridimensional de uma proteina, quer seja por
métodos experimentais ou por modelagem computacional, agrega conhecimentos
bioquimicos que podem ser utilizados em diversas areas da ciéncia. O presente
trabalho teve como objetivo principal elucidar a estrutura da proteina
Leucemia/Linfoma de células T 1b de Homo sapiens, através de modelagem
computacional. As informagOes obtidas poderdo ajudar a compreender o
funcionamento da TCL1b na célula, bem como contribuir na busca de inibidores
para essa proteina por meio de docking molecular.

MATERIAL E METODOS

Através da ferramenta BLAST (Basic Local Alignment Search Tool), foi utilizada
a sequéncia de nucleotideos da proteina TCL1b para encontrar proteinas
homdlogas que possuissem estruturas depositadas no PDB (Protein Data Bank).
Nesse passo ocorre o alinhamento de sequencias de nucleotideos, onde se obtém
a porcentagem de cobertura e identidade entre a TCL1b e a proteina homdloga.

Apds analisadas e selecionadas, as proteinas moldes sdao utilizadas na
producdo de um modelo estrutural utilizando o programa MODELLER. O modelo
pode ser produzido utilizando dois metodologias diferentes, com apenas uma
proteina molde e utilizando multiplas proteinas. A metodologia utilizada foi a de
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multiplas proteinas, com combinacdes de duas até cinco proteinas. A cada
combinacao diferente, foi gerado cinco modelos distintos da TCL1b.

Apdbs a construcdo dos modelos, é necessaria a avaliacdo dos melhores
modelos construidos, para isso, foi utilizada a plataforma PROCHECK que mostra
as angulacdes ¢ (phi) e W (psi) através do Diagrama de Ramachandran, e também
a plataforma WHATIF, por meio do DOPE (Discrete optimized protein energy).

Foram selecionados os dois melhores modelos produzido utilizando
multiplas proteinas para fazer a comparagdo com o modelo ja produzido em 2019
utilizando a metodologia de 1 proteina molde.

Para a comparacdo dos trés modelos, foram utilizadas as plataformas
PROCHECK, através do gréfico de Ramachandran, SAVES, através dos escores,
WHATIF, por meio do DOPE, PyMOL, para a visualizacdo 3D dos modelos criados e
PDBsum, através da topologia e para validagdo dos modelos.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Utilizando o BLAST, foram encontradas cinco proteinas depositadas no PDB
gue possuem similaridade com a TCL1b, listadas na Tabela 1. Quatro dessas
proteinas fazem parte da familia TCL, apenas a 4HVM nao faz parte de sua familia,
apresentando a pior porcentagem de cobertura.

Tabela 1 — Proteinas homologas e seus respectivos niveis de cobertura e identidade com

a TCL1B.
Cadigo Nome Organismo Tamanho Cobertura Identidade
PDB (sigla) 8 (kDa) (%) (%)
1INP TCL1 Mus musculus 28,2 93 33,61
1QTT P13MTCP1 Homo sapiens 13,68 97 32,81
1A1X MTCP-1 Homo sapiens 12,63 94 33,06
1JSG P14TCL1 Homo sapiens 13,48 88 27,47
4HVM Timll streptoalloteichus ¢ o 45 29,23

hindustanus

Fonte: BLAST E PDB (2020).

Foram feitos 125 novos modelos, com 25 combinacdes diferentes entre as
proteinas moldes. A cada combinagdao foram construidos cinco modelos, apds a
verificacdo de cada modelo, utilizando o grafico de Ramachandran e DOPE, foram
selecionados os dois melhores modelos obtidos.

O “Modelo 1” corresponde a proteina ja construida em 2019 (RUDNIK;
BOREIKO; SILVA) utilizando o molde 1JNP, o “Modelo 2” foi construido a partir dos
moldes 1JNP e 1QTT e o “Modelo 3” foi construido a partir dos moldes 1JNP, 1QTT,
1A1X e 1JSG (Figura 1).

Figura 1 — (A) Estrutura TCL1b, construida a partir do molde 1JNP. “Modelo 1”. (B)
Estrutura TCL1b, construida a partir dos moldes 1JNP e 1QTT. “Modelo 2”. (C) Estrutura
TCL1b, construida a partir dos moldes 1JNP, 1QTT, 1A1X E 1JSG. “Modelo 3”.
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Fonte: Autoria propria (2020).

Os modelos apresentaram estruturas similares, formadas principalmente por
fitas B, formando uma folha B que se torce criando uma espécie de tubo, e
loopings, essa estrutura mostra uma proteina barril B, uma caracteristica presente
em sua familia. Podendo ser uma proteina barril B transmembrana ou barril
citoplasmdtica. Essa estrutura pode ser confirmada ao observar o diagrama de
topologia dos modelos, Figura 2.

Figura 2 — (A) Diagrama de topologia do Modelo 1. (B) Diagrama de topologia do Modelo
2. (C) Diagrama de topologia do Modelo 3.

A
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Fonte: PDBsum (2020).

Os modelos 1 e 2 mostram uma grande semelhanca, apresentando oito fitas
B antiparalelas, modificando apenas a quantidade de aminodcidos em quatro fitas,
e sete loopings. J4 o modelo 3 apresenta uma fita e um looping a mais, além da
disposicdo diferenciada das fitas, porém ainda todas sdo antiparalelas. Segundo
Thangappan, Wu e Lee (2018), essa conformacdo de fitas antiparalelas em
proteinas barris B, sdo predominantemente encontradas em proteinas barris B
transmembrana.

Além da topografia, para a comparacao dos dois novos modelos e o antigo ja
construido, foi utilizado mais quatro avaliacGes diferentes. A primeira avalia¢ao foi
feita com base no grafico de Ramachandran, que pode ser observado na Figura 3.
As partes vermelhas dos graficos correspondem as regiGes mais favoraveis, as
partes amarelas correspondem as regides adicionalmente permitidas, as partes
beges as regides generosamente permitidas e a parte branca a drea ndo permitida
para os residuos.

Figura 3 — (A) Grafico de Ramachandran do Modelo 1, que apresenta 87,2% de seus
residuos na regido favoravel e 12,8% na regido adicionalmente permitida. (B) Gréfico de
Ramachandran do Modelo 2, que apresenta 91,7% de seus residuos na regido favoravel e
8,3% na regido adicionalmente permitida. (C) Grafico de Ramachandran do Modelo 3, que
apresenta 91,7% de seus residuos na regido favordvel, 7,3% na regido adicionalmente
permitida e 0,9% na regido ndo permitida. Foi destacado na imagem o aminodcido SER 3
que se encontra na regido desfavoravel.
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Fonte: Procheck (2020).

A partir do grafico de Ramachandran, pode se observar que os modelos
construidos com multiplas proteinas possuem mais aminoacidos na regido
favoravel, porém o modelo 3 possui um aminoacido dentro da regido nao
permitida, a Serina 3 esta com a angulacdo errada.

A segunda avaliacdo realizada foi o nimero do DOPE, o modelo ja construido
continuou com o melhor DOPE de -1,304, seguido do modelo 3 com -1,477 e por
ultimo o modelo 2 com -1,677.

A terceira avaliacdo efetuada, foi a comparacao de escores Z RMS, presentes
na Tabela 2. Que devem ser proximos a 1.

Tabela 2 — Comparagdo de escores Z RMS, marcado em verde claro o melhor.

Modelo 1 Modelo 2 Modelo 3

Comprimentos de Ligagao 1,024 1,04

Angulos de Liga¢do 1,322 1,243 1,341

Restri¢des de Angulo Omega 0,628 0,632 0,512

Planaridade da cadeia lateral 0,237 0,345 0,293
Fonte: SAVES (2020).

O modelo 2 apresenta os melhores escores Z RMS, tendo resultados mais
proximos a 1, porém todos os modelos possuem similaridade entre os escores.

A quarta avaliagdo feita, foi a comparagdo de escores Z estruturais, presentes
na Tabela 3. Que devem ser préximos a 0.
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Tabela 3 — Comparacdo de escores Z estruturais, marcado em verde claro o melhor
escore.

Modelo 1 Modelo 2 Modelo 3

Qualidade de enovelagdo de 12 Geragdo -2,018 -3,005 -2,503
Aparéncia da estrutura do Ramachandran -2,994 -2,459 -0,939
Normalidade do rotamero chi-1/chi-2 -1,552 -0,749 0,227
Conformacao do suporte principal -19,277 -19,891 -20,246

Fonte: SAVES (2020).

Segundo os escores Z, o Modelo 1 apresenta dois melhores escores, contudo,
os escores dos outros modelos sao semelhantes, ndo tento uma diferenga grande.
Ja os outros dois escores onde o modelo 3 se saiu melhor, tem uma diferenca maior
entre os escores dos outros modelos, apresentando um resultado positivo diante
dos outros modelos.

Os modelos 1 e 2 apresentam uma maior similaridade estrutural, enquanto o
modelo 3 apresenta uma pequena diferenca. Os 3 modelos sdo considerados bons
e demostram a conformidade em barril B, podendo ser utilizados para representar
a estrutura da proteina TCL1b.

CONCLUSAO

Com a estrutura elucidada computacionalmente, pode-se constatar a forma
da proteina TCL1b em barril B. Isso pode ajudar nos experimentos laboratoriais,
onde devido ao modelo por homologia, pode-se adotar diretamente um protocolo
de resolugdo de estrutura para proteinas barris B, que segundo Tian et al. (2018)
sdo estruturas complexas e complicadas de se elucidar experimentalmente.

Além disso, pode haver um grande interesse em utilizar a TCL1b para fins
medicinais, ja que a um avango na engenharia de nanoporos utilizando proteinas
barris § para a aplicagdo em drogas direcionadas para a terapia de cancer.
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