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RESUMO

A enzima H*-ATPase de membrana citoplasmatica apresenta um papel fundamental na
fisiologia de Saccharomyces cerevisiae e no processo de fermentacdo. Esta enzima pode
apresentar uma conexao com a sinalizacdo de célcio intracelular, porém esta via ainda ndo esta
bem elucidada. Evidéncias apontam uma relacdo do IP3; com a ativagdo da H™-ATPase e a
sinalizacdo de célcio, e que o canal de calcio Yvclp pode estar envolvido nesta relacéo através
de um receptor. Neste estudo, com a intencdo de identificar os possiveis receptores de IPzem
leveduras, realizamos buscas, in silico, por sequéncias no genoma de S. cerevisiae que fossem
similares aos receptores de IP3 ja depositados em bancos de dados publicos. Foi construido um
banco de dados com estas sequéncias ja identificadas de receptores de IP3 em eucariotos e
realizada a busca por similaridade contra o genoma da S288C utilizando a ferramenta BLASTn.
N&o foi observada similaridade entre as sequéncias de receptores descritas para as demais
espécies e 0 genoma da S. cerevisiae. Entretanto, foi possivel identificar a partir de um
alinhamento multiplo, diversas regides conservadas entre as diferentes espécies de cada um dos
trés tipos de receptores. Em espécies de fungos que possuem o receptor de IP3ja descrito, foi
possivel observar que estes apresentam, em alguns trechos, conservacdo dos padrdes bem
diferentes das demais espécies de eucariotos. Entdo, essas sequéncias foram selecionadas e
comparadas com o banco de dados de sequéncias de proteinas do NCBI, utilizando BLASTp
online, com o intuito de identificar sequéncias similares aos receptores de I1P3 de fungos ainda
desconhecidos. Posteriormente, foi realizado um alinhamento multiplo entre essas sequéncias
e 0s motivos conservados foram identificados utilizando-se a ferramenta Pattcom. Para
identificar, entdo, proteinas ja descritas em S. cerevisiae que apresentam similaridades com os
motivos conservados de receptores de IP3 foi realizado um alinhamento par-a-par local,
utilizando a ferramenta BLASTp, dos motivos contra o proteoma da cepa S288C. Foi possivel
observar que a proteina YER053C-A de S. cerevisiae apresenta similaridade com um dos
motivos conservados em alinhamento de sequéncias de proteinas similares a receptores de 1P3
encontradas em fungos. Para verificar se a proteina candidata apresentava envolvimento no
fendtipo de interesse foi verificada as interacdes ja descritas da YERO53C-A com outras
proteinas na literatura utilizando a ferramenta STRING. Foi verificado que a YER053C-A néo
apresenta interacdes descritas com as proteinas da via de ativacdo da enzima H*-ATPase de
membrana citoplasmatica, mas apresenta interagdo com proteinas responsaveis pela resposta ao
etanol em levedura. Para validar se a YER053C-A interage com a molécula de IP3 foi realizada

a técnica de Docking molecular com as ferramentas Dockthor e Autodock Tools. Foi possivel



observar que a molécula de IP3 em ambas ferramentas se liga na mesma regido da proteina,
sugerindo o sitio de ligagdo. Por fim, para testar a técnica empregada neste trabalho, foi
verificado se se outras proteinas, j& descritas na literatura como candidatas a receptores de IP3
em leveduras, apresentam similaridades com os motivos conservados identificados no presente
trabalho. Foi realizado um alinhamento par-a-par local, utilizando a ferramenta BLASTp, dos
motivos contra as proteinas candidatas Algép, Yvclp, Sse2p e Swc3p. Verificou-se entdo, que
estas proteinas apresentam similaridade com alguns motivos conservados, e que estas podem
também serem receptores de IPs em S. cerevisiae. Este resultado indica que as proteinas
YERO53C-A, Algép, Yvclp, Sse2p e Swc3p sdo fortes candidatas a serem um dos receptores
de IPsem S. cerevisiae. Além disso, a estratégia de bioinformatica estabelecida no presente
trabalho, foi capaz de identificar receptores moleculares que até entdo ndo tinham sido

descritos, podendo ser utilizada para identificacdo de outros receptores moleculares.

Palavras-Chave: Receptores de IPs; Bioinformatica; fermentacédo; leveduras; bomba préton-
ATPase.



ABSTRACT

The plasma membrane enzyme H™-ATPase has a fundamental role in the physiology of
Saccharomyces cerevisiae and in the fermentation process. This enzyme may have a connection
to intracellular calcium signaling, but this pathway is not yet well elucidated. Evidence points
to a relationship of 1Pz with H*-ATPase activation and calcium signaling, and that the calcium
channel Yvclp may be involved in this relationship via a receptor. In this study, with the
intention of identifying possible 1Ps receptors in yeast, we performed in silico searches for
sequences in the S. cerevisiae genome that were similar to I1P3 receptors already deposited in
public databases. A database was constructed with these already identified 1Pz receptor
sequences and a similarity search was performed against the S288C genome using the BLASTn
tool. No similarity was observed between the receptor sequences described for the other species
and the S. cerevisiae genome. However, it was possible to identify from multiple alignment,
several preserved regions between the different species for each of the three receptor types. In
fungal species having the IP3 receptor already described, it was possible to observe that they
show a conservation of patterns quite different from other eukaryotic species. Then, these
sequences were selected and compared with the NCBI protein sequence database, using
BLASTp online, in order to identify sequences similar to the IP3 receptors of unknown fungi.
Subsequently, a multiple alignment was performed between these sequences and conserved
motifs were identified using a tool developed by the research group. To identify, then proteins
already described in S. cerevisiae that present similarities with the conserved motifs of IP3
receptors, a local pairwise alignment was performed, using the BLASTp tool. It was possible
to observe that the YER053C-A protein from S. cerevisiae shows similarity to one of the
conserved motifs in sequence alignment of IP3 receptor-like proteins found in fungi. To validate
that the candidate protein presents the phenotype of interest, already described interactions of
YERO53C-A with other proteins in the literature were checked using the STRING tool.
YERO053C-A have no described interactions with proteins from the cytoplasmic membrane H*-
ATPase enzyme activation pathway, but does interact with proteins responsible for the ethanol
response in yeast. To verify whether YER053C-A interacts with the IP3 molecule, the molecular
docking technique was performed using Dockthor and Autodock Tools. It was possible to
observe that the 1Pz molecule in both tools binds in the same region of the protein, suggesting
the binding site. This result indicates that the YER053C-A protein is a strong candidate to be
one of the IP3 receptors in S. cerevisiae. Finally, to test the technique employed in this work, it

was verified if other proteins already described in the literature as candidate IP3 receptors in



yeast present similarities with the conserved motifs identified in the present work. A local
pairwise alignment was performed, using the BLASTYp tool, of the motifs against the Alg6p,
Yvclp, Sse2p and Swc3p. It was found that these proteins show similarity with some conserved
motifs, and that these proteins may also be IP3 receptors. And that the bioinformatics strategy
established in the present work, was able to identify molecular receptors that had not been
described until then. And that it can be used to identify other molecular receptors.

Keywords: IP3 receptors; Bioinformatics; Fermentation; Yeast; Proton-ATPase Pump.
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INTRODUCAO

A Saccharomyces cerevisiae € um fungo, também conhecido popularmente como
levedura. Embora diversos estudos tenham sido realizados para a sua caracterizacdo, foi o
médico e botanico Franz Meyen em 1837 que descreveu e nomeou a levedura. Sua
nomenclatura é proveniente da sua alta afinidade com o agucar (Saccharo-), por se tratar de um
fungo (-myces) e por ser amplamente utilizada para a producdo de cervejas (cerevisiae)
(FEYDER et al., 2015).

A levedura é também utilizada em processos industriais para producdo de varios
produtos de consumo humano, como a producdo de pdes, de bebidas alcodlicas assim como
vinhos, cervejas e cachaca. A fermentacdo realizada pela S. cerevisiae também tem grande
relevancia na produgéo de biocombustiveis como o etanol. Adicionalmente, é bastante utilizada
em processos biotecnoldgicos, para a fabricagdo de enzimas, proteinas recombinantes e
compostos como acido succinico latico, malico e fumaérico. Este fato deve-se ao fato de sua
forma unicelular permitir que ela seja cultivada mais facilmente e que se realize escalonamento
dos processos biotecnologicos de forma mais eficiente através de diferentes cepas
(DOMINGUES et al., 2000; BORODINA; NIELSEN, 2014; RILEY et al., 2016;
CASTANHEIRA et al., 2018).

Por se tratar de um organismo que apresenta uma organizacdo intracelular bem
elucidada, possuir um genoma relativamente curto (com cerca de 6000 genes descritos),
predisposicdo a manipulacdo (dado que seu ciclo de geracdo € curto) e por possuir uma
maquinaria celular similar a de eucariotos superiores, a S. cerevisiae é considerada um
organismo modelo (GOFFEAU et al., 1996). Estas implicacdes possibilitaram que mecanismos
celulares de outros organismos, como por exemplo o ciclo celular, replicacdo e reparo de DNA,
transcricdo e traducdo de RNA, bem como a sintese de proteinas e a sinalizacdo celular fossem
descobertos e caracterizados (ENGELBERG; PERLMAN; LEVITZKI, 2014;
CASTANHEIRA et al., 2018).

Quando se pensa nas vias de sinalizacdo identificadas em S. cerevisiae sabe-se que estas
sdo ortologas a eucariotos superiores, e apresentam uma semelhanca na funcdo dos
componentes envolvidos (ENGELBERG; PERLMAN; LEVITZKI, 2014). Porém, assim como
algumas proteinas necessarias para o metabolismo das leveduras ndo estdo presentes em

metazoarios, também ocorre 0 inverso quando trata-se dos componentes importantes para vias



de sinalizacdo intracelular. Assim, as leveduras podem ser utilizadas como modelo para
compreensdo das vias de sinalizacdo de eucariotos superiores (ENGELBERG; PERLMAN;
LEVITZKI, 2014).

1.1 Via hipotética de estudo da ativacédo da enzima H*-ATPase

A H*-ATPase de membrana citoplasmatica € uma proteina encontrada em grandes
quantidades em membranas citoplasmaticas de plantas e fungos e é de grande importancia para
seus processos fisiolégicos (SERRANO, 1988). Esta enzima é responsavel por bombear prétons
para o0 exterior das células, mantendo um gradiente eletroquimico que € necessario para
promover varios processos celulares, dentre estes o acimulo de nutrientes contra o gradiente de
concentracdo e regulacdo do pH intracelular (GOFFEAU; SLAYMAN, 1981;
KUHLBRANDT, 2004).

Em S. cerevisiae 0 gene responsavel por codificar a H*-ATPase de membrana
citoplasmatica € denominado de Plasma Membrane ATPase (PMA1), que foi caracterizado por
MALPARTIDA; SERRANO, 1980. Segundo SERRANO, 1988, a alta expressdo deste gene e
a meia-vida da proteina sugere que os mecanismos de regulacdo da expressé@o do gene podem

ocorrer em nivel pos-traducional.

A regulacdo da enzima se da por diversos estimulos ambientais, sendo a presenca de
glicose o mais importante dentre os estimulos. Esta regulacdo propiciada pela glicose pode se
dar em dois niveis: o transcricional e o pos-traducional (BENITO; MORENO; LAGUNAS,
1991). No nivel transcricional a presenca de glicose no meio aumenta a sintese do mRNA do
gene da H*-ATPase (PMA1). Em nivel pds-traducional, a presenca de glicose induz a ativacao
da enzima. Outros compostos, como etanol, que promovem um estresse quimico na célula,
também pode propiciar um aumento da atividade da enzima, porém, a glicose continua sendo a

principal responsavel pela ativacdo dessa enzima (PORTILLO, 2000).

Estudos com intuito de elucidar as vias para ativacdo pds-traducional da enzima H*-
ATPase e aumentar a capacidade de fermentacédo das leveduras vém sendo realizados. Ao longo
dos anos, o presente grupo de pesquisa (Laboratorio de Biologia Celular e Molecular
(LBCM)/UFOP), vem desenvolvendo pesquisas e ajudado a elucidar esta via. Até o presente
momento, 0 modelo mais bem visto é a ativacdo proveniente da fosforilacdo catalisada pelas

proteinas quinases que devem possuir sitios alvos da fosforilagdo na cauda C-terminal da



enzima H*-ATPase de membrana citoplasmatica (PORTILLO, 2000). Dentre as proteinas
quinases responsaveis pela ativacdo da enzima apenas a Ptk2p foi caracterizada por hora, assim
ainda se faz necesséria a identificacdo dos demais elementos que compdem esse processo
complexo (PEREIRA et al., 2015).

Pesquisas propdem uma relagéo entre a enzima H*-ATPase da membrana citoplasmatica
com a sinalizacédo de calcio intracelular (COCCETTI et al., 1998; TISI et al., 2002; TROPIA et
al., 2006; PEREIRA et al., 2008; GROPPI et al., 2011; BOUILLET et al., 2012). A S.
cerevisiae, assim como 0s eucariotos, para controlar alguns processos celulares utilizam das
vias de sinalizacdo de célcio (ANRAKU; OHYA,; IIDA, 1991; GARRETT, 1997; DENIS;
CYERT, 2002; PAIDHUNGAT; SERRANO et al., 2002). No citoplasma da S. cerevisiae as
concentragdes de Ca?* livres sdo reguladas por diversos fatores tais como transportadores,
canais, bombas e co-transportadores. Os ions de céalcio sdo geralmente armazenados em
vacuolos os quais séo regulados pela agdo da Pmclp e pela Vcx1p, estas proteinas possuem seu
funcionamento controlado por estimulos ambientais (DUNN; GABLE; BEELER, 1994;
MISETA et al., 1999; CUNNINGHAM, 2011; CYERT; PHILPOTT, 2013).

Ao que vem sendo estudado, a relacdo entre a sinalizacdo de calcio intracelular com a
enzima H*-ATPase de membrana citoplasmatica da-se pela ocorréncia da hidrélise glicose-
induzida de fosfatidilinositol-4,5-bifosfato (Figura 1). Esta sinalizacdo é mediada pela
fosfolipase C, a qual é ativada pela proteina G (Gpa2p) apds um estimulo ao consumo de glicose
e fosforilacdo de acUcares quinases. A hidrélise do fosfatidilinositol-4,5-bifosfato pela
fosfolipase C produz dois mensageiros intracelulares: o diacilglicerol (DAG) e inositol-1,4,5-
trifosfato (IP3) (SHEARS, 2000; YORK et al., 1999). A Arg82p, uma quinase inositol
responsavel pela fosforilagdo de IP3, é encarregada da manutencéo dos niveis de IPz intracelular,
pois o converte em IPse em IPs. Quando ha uma delecdo do gene que codifica a Arg82p em
cepas de leveduras obtém-se um aumento significativo dos niveis de 1Pz glicose-induzido e da
ativacdo da enzima H*-ATPase de membrana citoplasmatica. Adicionalmente, a sinalizacdo de
calcio é mais acentuada. Em complementaridade, BOUILLET et al., 2012 verificaram que ao
utilizar 2-APB, um inibidor do receptor de 1Pz, houve uma reducdo da ativagdo da enzima e da
sinalizacdo de célcio. Esses resultados evidenciam a existéncia de um receptor de IP3 em
Saccharomyces cerevisiae. Porém, embora esse receptor ja tenha sido descrito para outros
eucariotos, ainda ndo foi em leveduras (TISI et al., 2004; TROPIA et al., 2006; BOUILLET et
al., 2012).



BOUILLET et al., 2012, demonstraram que pode haver uma relagdo entre o IP3 com o
canal vacuolar de Ca?* (Yvclp). Em seus resultados, eles sugerem que este canal, ao interagir
diretamente ou indiretamente através de um receptor com IP3, pode estar envolvido na regulacéo
da intensidade da sinalizacdo e controle dos niveis do calcio intracelular quando hd uma adigdo

de glicose no meio.

O canal de célcio Yvclp, quando ha baixas concentragdes de célcio no citoplasma da
célula, torna-se ainda mais importante para a sinalizacdo de calcio glicose-induzida e para a
ativacdo da enzima H*-ATPase de membrana citoplasmatica. Outro fator que se pressupde é a
relacdo da intensidade da sinalizagio de Ca?* intracelular e a ativagdo da Yvclp (BOUILLET
etal., 2012) e o vinculo entre o IP3, a Yvclp, a sinalizacdo de célcio e a ativacdo da enzima H*-
ATPase de membrana citoplasmatica em S. cerevisiae (TISI et al., 2004; TROPIA et al., 2006).
A forma como o IPs e Yvclp interagem ainda ndo foi bem esclarecida e, assim ainda ha detalhes
que precisam ser esclarecidos a respeito da via de transducdo de sinal em S. cerevisiae
(BOUILLET et al., 2012).

Ademais, a compreensao desta via tem impacto em diversos interesses humanos. Por
exemplo, na industria esta descoberta impactaria na modificagcdo genética de cepas, podendo
permitir uma maior eficiéncia nos processos fermentativos e, na saude, implica no
conhecimento de mecanismos fisiopatolégicos de doencas relacionadas a bomba de H*-ATPase
(BRANDAO, 2014).

Todos esses fatores indicam uma necessidade de elucidar o papel desempenhado pelo
IP3,como ele estaria envolvido com a sinalizacdo de calcio e na ativagdo da enzima H*-ATPase
de membrana citoplasmatica, e qual seria o receptor molecular capaz de detectar a sua presenca

e permitir a modulacdo de niveis de célcio.



Figura 1: Via hipotética de ativacdo da enzima H*-ATPase induzida por glicose em Saccharomyces

cerevisiae
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A via apresenta a transducdo de sinal, que resulta na sinalizacéo de célcio intracelular. Esta transducéo de sinal é
instigada ap6s a fosforilagdo da glicose presente no citoplasma, que estimula a proteina G (Gpa2p) induzindo a
ativacdo da fosfolipase C. A fosfolipase C hidrolisa o Fosfatidilinositol-4-5-bifosfato em dois metabdlitos: o
Diacilglicerol (DAG) e o Inositol-1,4,5-trifosfato (IP3). O IP5 interage de forma direta ou indireta, através de um
receptor, com o canal de célcio do vacuolo, a Yvclp.

Fonte: BARBOSA, 2021.

1.2 Receptores de IP3

Os estudos com receptores de 1Pz, tiveram inicio em 1988 quando o primeiro receptor
foi purificado e solubilizado pelo grupo Snyder, tendo como objetivo identificar os mecanismos
do IP3 na indugdo da sinalizacdo de célcio (TAYLOR; GENAZZANI; MORRIS, 1999).
Atualmente, trés tipos de receptores de IPs ja foram descritos em diversos eucariotos. Estes
tipos sdo denominados de Receptores de 1Pz do tipo 1 (ITPR1), Receptores de 1Pz do tipo 2
(ITPR2) e Receptores de IPsdo tipo 3 (ITPR3). Destes, as formas mais comuns sdo o ITPR1 e
ITPR3. Os receptores de IP3 sdo comumente encontrados em diversos tipos celulares no
envoltorio nuclear, reticulo nucleoplasmatico, mas principalmente no Reticulo Endoplasmatico
(RE) (PANTAZAKA; TAYLOR, 2011; LEMOS et al., 2019).



Esses receptores podem sofrer diversos niveis de regulacdo, principalmente regulacdo
alostérica que sdo desencadeadas por fatores como acdo de proteinas quinases, pH, ATP e
cations divalentes. A maior parte dessas regulacdes se da pela sinalizagio de Ca?" induzida por
IP3, pois em baixas concentrac@es de célcio intracelular esses receptores séo ativados e quando
h& uma concentracdo alta de célcio intracelular no citoplasma esses receptores sao inibidos
(IINO, 1990; BEZPROZVANNY; WATRAS; EHRLICH, 1991; TURNER; GOLDIN, 1991,
BEZPROZVANNY, 2005; FINCH; FOSKETT et al., 2007; MIKOSHIBA, 2007;
FEDORENKO et al., 2014).

Alguns estudos, demonstram que a ligacdo do IP3no seu respectivo receptor, condiciona
a sinalizagdo de calcio intracelular. Os receptores de IP3 em eucariotos sdo ativados pela ligacao
simultanea de IP; e Ca?* .Quando essas duas moléculas interagem com o receptor provocam
uma reacao local de sinalizacao de célcio, desencadeando a ativacao de outros receptores de IP3
e a abertura de canais de calcio, acentuando a sinalizacdo de célcio intracelular (BERRIDGE,
2009; DECROCK et al., 2013).

Desta forma, a identificacdo de receptores de 1Pz em leveduras permitird compreender
0s mecanismos da sinalizacdo de calcio intracelular na célula e como esta sinalizagdo esta

interligada com a ativacdo da enzima H*-ATPase, elucidando entdo parte da via de estudo.
1.3 Busca pelos receptores de IP3 em leveduras ao longo dos anos

Embora saiba-se que até o momento nenhum receptor de IP3 ja foi descrito para a S.
cerevisiae, estudos ja foram realizados na tentativa de encontra-los. Em um estudo realizado
por SANTANA, 2011, as analises in silico ndo identificaram similaridade entre as sequéncias

de receptores de IPsdescritas em eucariotos e as proteinas de S. cerevisiae.

SANTANA, 2011, buscou entdo por proteinas que apresentam interacdo com a proteina
de canal de célcio vacuolar, Yvclp, ja descrito como uma possivel relacdo com receptor de IP3
em S. cerevisiae. Apoés identificar essas proteinas, analises bioquimicas foram realizadas para
tentar identificar se em cepas com delecdo destas proteinas a ativacdo da enzima H*-ATPase e
sinalizacdo de Ca?* foi aumentada. Além disso foi realizado um experimento com gel de perolas

de agarose com IP3 para verificar a afinidade dessas proteinas com a molécula de IP3.

A partir da comparacao do resultado entre as técnicas utilizadas no estudo, SANTANA,

2011, identificou que o tamanho molecular do receptor de IPs deve apresentar um peso



molecular entre 66 e 97 kDa. Dentre as proteinas estudadas pelo autor, apenas 4 apresentaram
peso molecular entre o valor demonstrado, essas proteinas foram: Algép, Yvclp, Sse2p e
Swc3p. E

Entretanto, até 0 momento ndo houve estudos que comprovaram se essas proteinas sao
algum tipo de receptor de IP3z em leveduras. Além disso, nenhum outro estudo mostrou outras
proteinas que podem serem candidatas a serem o receptor de IP3z em S. cerevisiae. Devido a
estes fatos, ainda € necessario continuar a busca pelos receptores em leveduras, bem como dar
continuidade ao estudo de SANTANA, 2011 e verificar se as proteinas indicadas apresentam

alguma similaridade com as regides conservadas em receptores de 1Pz de outros eucariotos.



OBJETIVOS

2.1 Objetivos gerais

Identificar receptores de IP3 presentes no genoma de Saccharomyces cerevisiae e
elucidar o papel desempenhado pelo o IP;z na ativagio da H*-ATPase da membrana

citoplasmatica e sua relacdo com a sinalizagdo de calcio.

2.2 Objetivos especificos

e Buscar por similaridade entre as sequéncias de receptores de 1P conhecidos e 0 genoma
e proteoma de Saccharomyces cerevisiae;

e Identificar a presenca de regides conservadas entre os receptores de IPz descritos na
literatura;

e Identificar proteinas candidatas a serem receptores de 1Pz em Saccharomyces cerevisiae
e se elas apresentam o fenotipo de interesse;

e Verificar se as proteinas ja descritas na literatura como possiveis receptores de IP3 em
leveduras apresentam similaridades com os motivos conservados identificados no

presente trabalho.



MATERIAIS E METODOS

3.1 - Construcéo do banco de dados de receptores de IP3

Para a construcdo do banco de dados contendo as sequéncias de receptores de IPs ja
descritas na literatura foi utilizado o banco de dados GenBank® da plataforma NCBI (BENSON
et al., 2004). As sequéncias génicas e proteicas foram selecionadas utilizando os seguintes
termos de busca: Inositol 1,4,5-trisphosphate receptor type 1 + Inositol 1,4,5-trisphosphate
receptor type 2 + Inositol 1,4,5-trisphosphate receptor type 3.

Todas as sequéncias obtidas foram baixadas no formato fasta e armazenadas. Para retirar
a redundancia entre as sequéncias foi utilizada a plataforma CD-HIT (HUANG et al., 2010),
eliminando as sequéncias que apresentavam porcentagem de identidade de 100% com outra
sequéncia do banco de dados.

3.2 — Identificagdo dos receptores de IP; de Saccharomyces cerevisiae

Inicialmente, com o intuito de identificar os receptores de IP3 presentes em S. cerevisiae,
foi realizado uma busca por similaridade entre os receptores de IP3 ja descritos em outros
organismos e 0 genoma de S. cerevisiae, utilizando a ferramenta de alinhamento par-a-par
BLASTNn (ALTSCHUL et al., 1990), instalada no servidor da Fiocruz Minas. O banco de dados
que continha o genoma da S. cerevisiae cepa S288C (R64-2-1) foi formatado utilizando o
parametro formatdb —i S288C.fasta -p F -0 T. Para a formatacao tem-se a insercao do banco
de dados que se quer ser formatado (-i + Nome do arquivo), o tipo do arquivo (-p) seguido do
tipo da sequéncia (F para nucleotideo e T para proteina) e as opg¢des de analise (-0) para a

sequencia (T para analise de SeqlD e F para ndo analisar SeqlD).

Para realizar a comparacao contra a referéncia foi utilizado o banco de dados construido

no presente trabalho. A linha de comando utilizada foi:

blastn  -query  sequencias_receptoresiP3.fasta -db  S288C.fasta  -out
blastn_sequenciasIP3XS288C.out -outfmt '6 gseqid glen sseqid stitle slen gstart gend

sstart send evalue gcovs length pident nident' -max_target_seqs 3 -num_threads 10

Os parametros utilizados retornaram a similaridade entre o genoma da S. cerevisiae com
as sequéncias de receptores de IP3 de eucariotos em um formato tabular (-outfmy ‘6) com a
identificacdo do arquivo de entrada (query) (gseqid), o tamanho da query (qlen), a identificacéo

da sequéncia do banco de dados (subject) (sseqid), o titulo da subject (stitle), o tamanho da
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subject (slen), o inicio e o fim de onde ocorreu o alinhamento na query (gstart e gend), o inicio
e o fim de onde ocorreu o alinhamento na subject (sstart e send), o valor de E (evalue),
porcentagem de cobertura do alinhamento na query (gcovs), o tamanho do alinhamento
(length), a porcentagem de correspondéncias idénticas (pident), o nimero de correspondéncias
idénticas (nident”), o retorno de no maximo 3 resultados por query (max_target_seqs 3) e 0

namero de processadores utilizados (-num_threads 10).

A fim de verificar se as sequéncias de receptores de IP3 encontradas nos metazoarios
apresentavam similaridades entre si, foi realizado alinhamento multiplo a nivel de proteina
utilizando o algoritmo Muscle (EDGAR, 2004) implementado na ferramenta MEGA versdo X
(KUMAR et al., 2018). Foram realizados um alinhamento para cada tipo de receptor de IPs,
totalizando 3 alinhamentos multiplos.

3.3 — Identificacdo de proteinas similares a receptores de 1Pz em fungos

A etapa de construcdo do banco de dados de receptores de IP3, descrita no subtitulo 3.1,
permitiu identificar sequéncias de receptores de algumas espécies de fungos. Com o propdsito
de verificar a ocorréncia de similaridade entre essas sequéncias e alguma outra proteina descrita
em fungos, mas que ndo foi nomeada como receptor de IP3, foi realizado um alinhamento par-
a-par local de cada sequéncia destes receptores contra todo o banco de dados de proteinas do
GenBank. Isso foi realizado utilizando a ferramenta BLASTp Online (MADDEN; TATUSOV;,
ZHANG, 1996). Foram selecionadas e baixadas para um arquivo fasta todas as sequéncias de
proteinas que apresentaram uma cobertura de alinhamento em relacdo a query acima ou igual a
80% e identidade acima ou igual a 30% (ROST, 1999). Posteriormente, foi realizado um
alinhamento multiplo entre estas sequéncias utilizando o algoritmo Muscle, implementado na

ferramenta MEGA, para identificar as regides conservadas entre estas sequéncias.

3.4 — Deteccdo dos motivos conservados de sequéncias submetidas ao alinhamento

multiplo

Os motivos conservados encontrados nas sequéncias submetidas ao alinhamento
maltiplo dos trés tipos de receptores de IPz e entre as sequéncias de proteinas similares aos
receptores de IP3z de alguns fungos foram identificados utilizando-se a ferramenta Pattcon, a
qual estad sendo desenvolvida pelo grupo de pesquisa. Foram selecionados os motivos que

apresentaram conservagdo maior ou igual a 60% entre as sequéncias.
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3.5 — Busca por similaridades entre o proteoma de S. cerevisiae e 0s motivos conservados

Afim de verificar se alguma proteina de Saccharomyces cerevisiae apresentava
similaridade com algum dos motivos conservados de receptores de IP3 identificados no presente
trabalho, foi realizado alinhamento par-a-par, utilizando a ferramenta local BLASTp, entre o
proteoma da levedura e 0s arquivos dos motivos encontrados. Todas as sequéncias de proteinas
que apresentaram cobertura de alinhamento acima ou igual a 80% e identidade acima ou igual
a 30% foram selecionadas. Por fim, as proteinas indicadas, tiveram suas descri¢Ges e funcdes
analisadas, utilizando a plataforma Saccharomyces Genome Database (SGD) (CHERRY et al.,

2012) e foram selecionadas as proteinas classificadas como funcionais por esse banco de dados.

Com o intuito de verificar se alguma das proteinas identificadas, se relacionava com o
fendtipo de interesse e poderia ser o receptor de IPs em S. cerevisiae, foi realizada uma anélise
de interacdo utilizando a ferramenta STRING (SNEL et al., 2000). Primeiramente, foi
verificado se a proteina candidata interagia com as proteinas Arg82p, Yvclp, Lpxlp, Snf3p,
Pmclp, Plclp, Ptk2p, Pmalp, que sé&o proteinas ja descritas como envolvidas na via de ativagao
da H*-ATPase de membrana citoplasmatica. Posteriormente, foi verificado se ja havia sido

descrita alguma interacdo para a proteina candidata.

3.6 — Ancoragem molecular da molécula de IP3 nas proteinas candidatas

Para verificar a existéncia de interacdo direta entre a proteina candidata e a molécula de
IPsfoi realizada analise de Docking Molecular. A estrutura tridimensional da proteina candidata
foi baixada do Protein Data Bank (PDB) (BERNSTEIN et al., 1977) e a estrutura tridimensional
da molécula de IP3 foi baixada do Yeast Metabolome Database (YMDB) (RAMIREZ-GAONA
et al., 2017).

A fim de garantir o melhor resultado de ancoragem foram utilizadas duas ferramentas:
1) a ferramenta online Dockthor (MAGALHAES et al., 2014), com o dimensionamento da
caixa de interacdo nos tamanhos 40x40x40 A e centrada em 0,2415, -2,1965 e 0.2315 (Direcdes
de X, Y e Z); 2) e aferramenta AutoDockTools 1.5.6 (MORRIS et al., 2009; TROTT; OLSON,
2010), utilizando duas caixas de interacdes. A primeira caixa de interacdo utilizada apresentava
0s tamanhos 74x62x48 A e centrada em 12,976, -1,417 e -8,770 (DirecBes de X, Y e Z). A
segunda caixa interagdo apresentava os tamanhos 70x62x66 A e centrada em -11,514, -1,417 e
5,264 (Direcbes de X, Y e Z).
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Para termos estruturas com boa resolugdo foram aceitos apenas os modelos que
apresentaram valores de Root Mean Square Deviation (RMSD) abaixo de 2 A para as duas
ferramentas. A visualizagdo da ancoragem dos modelos selecionados foi realizada utilizando a
ferramenta Pymol (DELANO, 2002).

3.7 - Busca por similaridade entre as proteinas Alg6p, Yvclp, Sse2p e Swc3p e 0s motivos

conservados.

Para verificar se as proteinas presentes na S. cerevisiae, algép (Cadeia A, B, C), Yvclp,
Sse2p e Swc3p, apontadas na literatura como candidatas a receptores de 1P3, apresentavam
similaridade com os motivos conservados de receptores de IP3 identificados no presente estudo,
foi realizado alinhamento par-a-par, utilizando a ferramenta BLASTp, entre as sequéncias
destas proteinas e os arquivos dos motivos identificados. Todos 0s motivos conservados que
apresentaram uma cobertura de alinhamento acima ou igual a 80% e com identidade acima ou
igual a 30% com as proteinas foram selecionados. As sequéncias das proteinas estdo mostradas

na Tabela 1.



Tabela 1: Sequéncia das proteinas apontadas pela literatura como candidatas a receptores de IPs em S. cerevisiae

Proteina

Sequéncia

Algb6p
chain A

Alg6p
chain B

Alg6p
chain C

Sse2p

Swce3p

Yvclp

GPGGSTGRLAGAGGEFVDMAIGKRLLVYNKPAEESFYASPMYDFLYPFRPVGNQWLPEY IIFVCAVILRCTIGLGPYSGKGSPPLYGDFEAQRHWMEITQHLPLSK
WYWYDLQYWGLDYPPLTAFHSY LLGLIGSFFNPSWFALEKSRGFESPDNGLKTYMRSTVIISDILFYFPAVIYFTKWLGRYRNQSPIGQSIAASAILFQPSLMLIDH
GHFQYNSVMLGLTAYAINNLLDEYYAMAAVCFVLSICFKQMALYYAPIFFAYLLSRSLLFPKFNIARLTVIAFATLATFAIIFAPLYFLGGGLKNIHQCIHRIFPFAR
GIFEDKVANFWCVTNVFVKYKERFTIQQLQLYSLIATVIGFLPAMIMTLLHPKKHLLPYVLIACSMSFFLFSFQVHEKTILIPLLPITLLYSSTDWNVLSLVSWINNV
ALFTLWPLLKKDGLHLQYAVSFLLSNWLIGNFSFITPRFLPKSLTPGPSISSINSDYRRRSLLPYNVVWKSFIIGTYIAMGFYHFLDQFVAPPSKYPDLWVLLNCAV
GFICFSIFWLWSYYKIFTSGSKSMKDL

EISEVQLVESGGGLVQPGGSLRLSCAASGFNVY SSSIHWVRQAPGKGLEWVASISSYSGYTSYADSVKGRFTISADTSKNTAYLQMNSLRAEDTAVYYCAREYW
SWYSYSYGIDYWGQGTLVTVSSASTKGPSVFPLAPSSKSTSGGTAALGCLVKDYFPEPVTVSWNSGALTSGVHTFPAVLQSSGLYSLSSVVTVPSSSLGTQTYICN
VNHKPSNTKVDKKVEPKSCDKTHT

SDIQMTQSPSSLSASVGDRVTITCRASQSVSSAVAWY QQKPGKAPKLLIYSASSLYSGVPSRFSGSRSGTDFTLTISSLQPEDFATYYCQQSYWVGYPITFGQGTKV
EIKRTVAAPSVFIFPPSDSQLKSGTASVVCLLNNFYPREAKVQWKVDNALQSGNSQESVTEQDSKDSTYSLSSTLTLSKADYEKHKVYACEVTHQGLSSPVTKSF
NRGEC

MSTPFGLDLGNNNSVLAVARNRGIDVVVNEVSNRSTPSLVGFGPRNRYLGESGKTKQTSNVKNTVENLKRIIGLKFKDPEFDIENKFFTSKLVQLKNGKVGVEVE
FGGKTHVFSATQLTAMFIDKVKHTVQEETKSSITDVCLAVPVWYSEEQRYNIADAARIAGLNPVRIVNDVTAAAVSYGVFKNDLPGPEEKPRIIGLVDIGHSTYT
CSIMAFRKGEMKVLGTAYDKHFGGRDFDRAITEHFADQFKDKYKIDIRKNPKAYNRILIAAEKLKKVLSANTTAPFSVESVMDDIDVSSQLSREELEELVEPLLK
RVTYPITNALAQAKLTVNDIDFVEIIGGTTRIPVLKKSISDVFGKPLSSTLNQDEAVAKGAAFICAIHSPTLRVRPFKFEDIDPYSVSYTWDKQVDDEDRLEVFPANS
SYPSTKLITLHRTGDFSMKAVYTHPSKLPKGTSTTIAKWSFTGVKVPKDQDFIPVKVKLRCDPSGLHIIENAYTTEDITVQEPVPLPEDAPEDAEPQFKEVTKTIKK
DVLGMTAKTFALNPVELNDLIEKENELRNQDKLVAETEDRKNALEEYIYTLRAKLDDEYSDFASDAEKEKLKNMLATTENWLYGDGDDSTKAKY IAKYEELAS
LGNIIRGRYLAKEEEKRQALRANQETSKMNDIAEKLAEQRRARAASDDSDDNNDENMDLD
MPAVLRTRSKESSIEQKPASRTRTRSRRGKRGRDDDDDDDDEESDDAYDEVGNDYDEY ASRAKLATNRPFEIVAGLPASVELPNYNSSLTHPQSIKNSGVLYDSL
VSSRRTWVQGEMFELYWRRPKKIVSESTPAATESPTSGTIPLIRDKMQKMCDCVMSGGPHTFKVRLFILKNDKIEQKWQDEQELKKKEKELKRKNDAEAKRLR
MEERKRQQMQKKIAKEQKLQLQKENKAKQKLEQEALKLKRKEEMKKLKEQNKNKQGSPSSSMHDPRMIMNLNLMAQEDPKLNTLMETVAKGLANNSQLEE
FKKFIEIAKKRSLEENPVNKRPSVTTTRPAPPSKAKDVAEDHRLNSITLVKSSKTAATEPEPKKADDENAEKQQSKEAKTTAESTQVDVKKEEEDVKEKGVKSED
TQKKEDNQVVPKRKRRKNAIKEDKDMQLTAFQQKYVQGAEIILEYLEFTHSRYYLPKKSVVEFLEDTDEHISWIVIHNSKEIEKFKTKKIKAKLKADQKLNKEDA
KPGSDVEKEVSFNPLFEADCPTPLYTPMTMKLSGIHKRFNQIIRNSVSPMEEVVKEMEKILQIGTRLSGYNLWYQLDGYDDEALSESLRFELNEWEHAMRSRRHK
R
MVSANGDLHLPISNEQCMPENNGSLGFEAPTPRQILRVTLNLKYLIDKVVPIVYDPNDIVCDHSEILSPKVVKLAYEACGGNPKDKANKRKYQSVIIFSLLKVCEW
YSILATMEVHNAKLYETRNLASQQLCKLLIEREETRDLQFLFMQLLLRRYVINENDEDQEPLNALELATDMHCTTVIGSSGFQRCLKWIWRGWIVQNGLDPTTFI
KDDSLAEVSLISHFNPVRLKAPVYQNYLQMIFSFLFLGLYTLVVNGKDSERVQSFDLLESIFYVENTGFILDELTKLYYIGY AHLSFWNLFENDTTYLIITFAMGFRA
MSVTPLNAKYSSEDWDKISYRVLSCAAPFVWSRLLLYLESQRFIGIMLVILKHMMKESIVFFFLLFLIMIGFTQGFLGLDSADGKRDITGPILGNLTITVLGLGSFDV
FEEFAPPYAAILYYGYYFIVSVILLNILIALYSTAYQKVIDNADDEYMALMSQKTLRYIRAPDEDVYVSPLNLIEVFMTPIFRILPPKRAKDLSYTVMTIVYSPFLLLI
SVKETREARRIKYNRMKRLNDDANEYDTPWDLTDGYLDDDDGLFSDNRNSGMRATQLKNSRSLKLQRTAEQEDVHFKVPKKWYKNVKKCSPSFEQYDNDDT
EDDAGEDKDEVKELTKKVENLTAVITDLLEKLDIKDKKE

Fonte: Elaborado pelo autor

13



14

RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 - Composicdo do banco de dados de sequéncias de receptores de IP3 descritas na

literatura

Foram encontradas, no total, 729 sequéncias de receptores de I1P3 descritas na literatura,

das quais:

° 184 sequéncias eram pertencentes ao receptor de tipo 1 — destas, duas sequéncias
sdo pertencentes ao Reino Fungi (Rhizoctonia solani e Talaromyces marneffei), uma ao Reino

Plantae (Tetrabaena socialis), e as demais sequéncias pertencentes ao Reino Animalia.

° 264 sequéncias eram pertencentes ao receptor de tipo 2 — destas, uma sequéncia
pertencia ao Reino Plantae (Tetrabaena socialis), e as demais sequéncias pertenciam ao Reino

Animalia.

° 281 sequéncias eram pertencentes ao receptor de tipo 3 — destas, uma sequéncia
pertencia ao Reino Fungi (Choanephora cucurbitarum), duas ao Reino Plantae (Gossypium

australe e Gossypium arboreum), e as demais sequéncias pertencentes ao Reino Animalia.

4.2 - Similaridade entre as sequéncias de receptores de IPs; descritas em eucariotos e

genoma e proteoma de S. cerevisiae

Néo foi identificada similaridade entre o genoma completo da S. cerevisiae e as
sequéncias de receptores de IPs utilizando-se a ferramenta BLASTn. Este resultado corrobora
0 gue ja havia sido demonstrado em revisdo por WERA et al., 2001, de que ndo ha no genoma
da levedura nenhum receptor de IP3 cuja sequéncia seja idéntica a aquelas identificadas em

outras espécies de eucariotos.

Entretanto, a porcentagem de similaridade entre as sequéncias proteicas de diferentes
espécies pode ser muito baixa. E nesses casos, torna-se interessante, procurar por pequenas
regibes de conservacao entre essas sequéncias (LODISH, 2012). Essas regides conservadas sao
denominadas de motivos conservados. Estes, por estarem envolvidos com a funcdo e estrutura
terciaria de proteinas, sdo conservados evolutivamente. Desta maneira a comparacao das
sequéncias entre si, utilizando técnicas de alinhamento maltiplo, pode nos permitir identificar
esses motivos conservados (KAYA, 2009; GARBELINI, 2017) e, consequentemente,

identificar os receptores.
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Desta forma, com intuito de identificar esses motivos conservados nas sequéncias dos
trés tipos de receptores de IPs ja descritos na literatura, foi realizado um alinhamento maltiplo

entre essas sequéncias.

Nas figuras 2, 3 e 4 é possivel observar a existéncia de perfis conservados ao longo das
sequéncias de todos os tipos de receptores, evidenciando um perfil comum para cada um dos
trés tipos de receptores que pode ter sido preservado também em leveduras.

Também foi possivel observar que algumas porcées das sequéncias de receptores de IP3
descritas em fungos diferem das sequéncias descritas para eucariotos (Figura 5 e Figura 6).
Esses resultados, corroboram com os achados de MENGPING et al., 2006 que relataram que
76% dos genes essenciais de leveduras ndo sdo similares aos genes de humanos. E,
adicionalmente, evidenciam a necessidade de se buscar por similaridade exclusivamente entre
as sequéncias de fungos. Assim, no presente trabalho também foi feita uma busca por regides
conservadas em proteinas de outras espécies de fungos, depositadas nos bancos de dados, que
ndo foram anotadas como receptores de IP3 ou que se tratavam de proteinas com fungéo
desconhecida. Para isso, foram identificadas proteinas similares a receptores de IP3 em espécies

de fungos.
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Figura 2: Alinhamento multiplo entre as sequéncias do receptor de IPs tipo 1 descritas na literatura.

Protein Sequences I

Species/Abbry -
3. ADY39944.1_Inositol_145-trisphosphate_receptor_type_1_A]

4. AEYS57362.1_Inositol_145-trisphosphate_receptor_type_1_A
5. AEYS7363.1_Inositol_145-trisphosphate_receptor_type_1_Al

€ 57364.1_| trisphosphate_receptor_type. [
7. AEY57365.1_Inositol_145-trisphosphate_receptor_type_1_A
8. AEY57366.1_Inositol_145-trisphosphate_receptor_type_1_,
9. AEYS7367.1_Inositol_145-trisphosphate_receptor_type_1_A|
10. BAA0S065.1_human_type_1_inositol_145-tri :_re
11. CBNB0985.1_Inositol_145-trisphosphate_receptor_type_1_
12. CBN80986.1_Inositol_145-trisphosphate_receptor_type.
13. CBNBOSGT.1_inositol_145-{risphosphate_receptor_type_1_I
14. CDWS52771.1_inositol_145_tri :_receptor_type_1
Inosttol_145-trisphosphate_recep
.1_Inositol_145-trisphosphate_rece ype_1
17. DAA17076.1_TPA._inositol_145-trisphosphate_receptor_ty]

19. EGV2034.1_inositol_145-trisphosphate_receptor_type.
20. EHB06122.1_Inositol_145-trisphosphate_receptor_type_1_H
21. ELK01383.1_inosiol_145-{risphosphate_receptor_type_1_P
22. ELK15178.1_Inositol_145-tri: :_receptor_type_ I
23. ELK25086.1_Inositol_145-trisphosphate_receptor_type_
24. ELK25087.1_Inositol_145-trisphosphate_receptor_type.
25, ELK25088.1_inositol_145-trisy :
'26. ELW70354.1_lnositol_14
27, ELW70355.1_lnostol_t |
28. EMP34410.1_Inositol_145-trisphosphate_receptor_type_1_(]
29. EOB01088.1_Inositol_145-trisphosphate_receptor_type_1_p)

31.GBI34320.1_nositol_145-trisphosphate_receptor_type_1
32. GBM34323.1_Inositol_145-trisphosphate_receptor_type_1_4 K
33. GBM34324.1_Inositol_145-trisphosphate_receptor_type_1_s
<

O alinhamento mltiplo foi realizado utilizando o algoritmo Muscle, implementado no MEGA versdo X. E possivel
observar regides conservadas entre os receptores de IPs tipo 1. Estas regides sdo demonstradas pelas demarcacdes
(retdngulos pretos). Ao todo, nesta imagem, foram exemplificadas 4 (quatro) regides conservadas.

Fonte: Elaborado pelo autor
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Figura 3: Alinhamento multiplo entre as sequéncias do receptor de IPs tipo 2 descritas na literatura

Protein Sequences ]

Species/Abbrv
69. XP_025257851.1_inositol_145-trisphosphate_receptor_t

0238413 trisphosphate_receptor_type_2_S¢ -
72. XP_023783651.1_inositol_145-tri _receptor_type_Z_C)‘- - -
73. XP_023593868.1_inositol_145-trisphosphate_receptor_type_2_Tr
74. XP_023574707.1_inositol_145-tri receptor_ty
75. XP_011361472.1_inositol_145-trisphosphate_receptor_type_2 Pt - - -
f(s. N 1_lnositol_145-tri ._receptor_type_2_Tetrabi - - -
77. XP?ODMSOMGZ inosﬁq[_jl&trisghosghatg_[gcgp@or type_2_D:

81.XP | 1_inositol_145-trisphosphate_receptor_type 2 St - - -
82.XP 02206239411 inositol 14&tr§plq§gh§[g,(q9§gtprryype 2 ‘i’: - - -
3. 9: ositol_145-trisphosphate_receptor_type.
84. XP_008056976.1_inositol_145-trisphosphate_receptor_type_2_Cz - - -
85. XP_021546331A1_inositol_145—trisphosphate_l_'eceptor_type_Z__Ng‘ - - -
S-trisphosphate_receptor_type_2_Loncl
ositol_145-trisphosphate_receptor_type. Df.‘- - -
ositol_145-trisphosphate_receptor_type_2_N;
89. XPT021 149606.1 ositol_j A&tr'sghosghptg_[gcgpgor:type 2
90. XP_020007280.1_inostol_145-trisphosphate_receptor_type_2
91. XP_{ 0.1_inositol_145-tri :_receptor_type_2_Ph
92. JAB32693.1_inositol_145-trisphosphate_receptor_type_2_Callithi
93. JAB32692.1_inositol_145-trisphosphate_receptor_type_2_Callthr - - -
94. JAB20766.1_inostol_145-trisphosphate_receptor_type_2_Calltr - - -
95. DAA29438.1_TPA:_inositol_145-trisphosphate_receptor_type_.
96. ACIB7165.1_Inositol_145-trisphosphate_receptor_type_2_Salmo_

97. ADG01867.1_inositol_145-tri :_receptor_type_2_Mus_s

7. xp_021323455.
88. XP_021084554.

0 alinhamento mltiplo foi realizado utilizando o algoritmo Muscle, implementado no MEGA verséo X. E possivel
observar regides conservadas entre os receptores de 1P3 tipo 2. Estas regiGes sdo demonstradas pelas demarcagdes
(retdngulos pretos). Ao todo, nesta imagem, foram exemplificadas 4 (quatro) regifes conservadas.

Fonte: Elaborado pelo autor



Figura 4: Alinhamento multiplo entre as sequéncias do receptor de IPs tipo 3 descritas na literatura
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Protein Sequences I

Species/Abbry |
1. XP_032865381.1_inositol_145-trisphosphate_receptor_type_3_T - -|
2. XP_032898387.1_inositol_145-trisphosphate_receptor_type_3_4 - -
8- XP_031996222,1r§nositoL145-trisphosphate_(eceptor_typg_:LH -
4. XP_032265900.1_inositol_145-trisphosphate_receptor_type_3 P - -
5. KAB1261685.1_Inosiol_1_4_§-trisphosphate_receptor_type_B_( - -
6. KAB1261684.1_Inositol_1_4_5S-trisphosphate_receptor_type_3_( - -|
7. NP_542120.2_inositol_145-trisphosphate_receptor_type_3_Mus,
8. )(P_QS}O72712,1_inpsitol_1 45—@risphosphate_rqceptpr_type_?:_‘l‘ - -
9. XP_030329118.1_inositol_145-trisphosphate_receptor_type_3_S - -|
10. XP_032959539.1_inositol_145-trisphosphate_receptor_type_3_| - -|
11. NP_002215.2_inositol_145-trisphosphate_receptor_type_3_Hon - -|
12. XP_031791519.1_inositol_145-trisphosphate_receptor_type_3_| - -|
13. NP_776795.1_inositol_1 {Hrisphosphate_receptor_type_B_Bos - -
14. NP_037270.1_inositol_145-trisphosphate_receptor_type_3_Ratf - -|
15. XF}_;M7947060.Ljnosiol_j45—Ui§phusphate_receptor_lype 31- -
16. XP_031582823.1_inositol_145-trisphosphate_receptor_type_3,
17. XP_020361921.1_inositol_145-trisphosphate_receptor_type_3,
18. NP_001300740.1_inositol_145-trisphosphate_receptor_type_3_ - -|
19. XP_010722682.1_inositol_145-trisphosphate_receptor_type_3,
20. XP_031461622.1_inosito_145-trsphosphate_receptor_ype.
21. XP_021398322.1_inositol_145-trisphosphate_receptor_type_3_ - -|
22. XP_005428966.1_inositol_145-trisphosphate_receptor_type_3_ - -
23. XP_030878246.1_inositol_145-trisphosphate_receptor_type_3_| - -|
24. XP_006743752.1_inositol_145-trisphosphate_receptor_type_3
25. XP_D1 935741 1 .1_inosﬁol_1 45-trisphosphate_receptor_type_3_| - -|
26. XP_012862451.1_inositol_145-trisphosphate_receptor_type_3_ - -|
27. XP_030658595.1_inositol_145-trisphosphate_receptor_type_3_| - -
28. KAA3455082.1_Inositol_145-trisphosphate_receptor_type_3_G - -|
29. XP_030639388.1_inositol_145-trisphosphate_receptor_type_3_|

1
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0 alinhamento mltiplo foi realizado utilizando o algoritmo Muscle, implementado no MEGA verséo X. E possivel
observar regifes conservadas entre os receptores de IPs tipo 3. Estas regifes sdo demonstradas pelas demarcaces
(retdngulos pretos). Ao todo, nesta imagem, foram exemplificadas 5 (cinco) regies conservadas.

Fonte: Elaborado pelo autor
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Figura 5: Alinhamento mdltiplo entre as sequéncias do receptor de IP3 tipo 1 descritas na literatura com
énfase na observacédo das sequéncias de fungos

Species/abbry

35. JAA10134.1_inositol_145-trisphosphate_receptor_type_1_Pan_troglodytes ---TREBPVFVELL VYFRVYH

36. JAA10135.1_inositol_145-trisphosphate_receptor_type 1_Pan_troglodytes ---TRAPVFVRLL VFRYYH

37. JAA1B523.1_inositol_145-trisphosphate_receptor_type_1_Pan_troglodytes ---BRE@PVFVELL VFRVYH

38. JAA1B524.1_inositol_145-trisphosphate_receptor_type_1_Pan_troglodytes ---R@PVFVELL VFRWVYH

39. JAAZ8380.1_inositol_145-trisphosphate_receptor_type_1_Pan_troglodytes ---TREBPVFVELL VYFRVYH

40. JAAZE361.1_inositol_145-trisphosphate_receptor_type 1_Pan_troglodytes ---TRAPVFVRLL VFRYYH

41. JAAZ9382 1_inositol_145-trisphosphate_receptor_type_1_Pan_troglodytes ---BRE@PVFVELL VFRVYH

42. JAAZ8383.1_inositol_145-triphosphate_receptor_type_1_Pan_troglodytes ---R@PVFVELL VFRWVYH

43. JAA3B493.1_inositol_145-trisphosphate_receptor_type_1_Pan_troglodytes ---TREBPVFVELL VFRVYH

44, JAA3E494.1_inositol_145-trisphosphate_receptor_type_1_Pan_troglodytes ---TREBPVFWVELL VYVFRVYH

45. JAA3B495.1_inositol_145-trisphosphate_receptor_type_1_Pan_troglodytes ---TRAGPVFVERLL VYFRYYH

46. JAD39562 1_[TPR1_Poeciliopsis_prolifica i i et et o e e et o e e e e e e mm e e e — oo - -
47 JAOT1M22A_MPRA_Poecilopsis_prolifica e e e e o o - s - - - s - - - - s s - s - s - s - - - - - - - - - -
438, JAOT1132A_MPR1_Poeciliopsis_prolifica e e e - s - - - - - s - s - - - s s s - s - s - s - - - - - - - - - -
49, JAQ42627.1_Inositol_145-trisphosphate_receptor_type_1_Fundulus_heteroclitus HH IV I@L L VRL L.

50. JAR15237.1_Inositol_145-trisphosphate_receptor_type_1_Fundulus_heteroclitus REBPVFVERLLEBAVFRVYH

51. JAR15238.1_Inositol_145-trisphosphate_receptor_type_1_Fundulus_heteroclitus RGPV FVEILLEBAVFRVYH

52. JAR15239.1_Inositol_145-trisphosphate_receptor_type_1_Fundulus_heteroclitus RGIPVFVEILLEBAVFRVYH

53. JARG8191.1_Inositol_145-trisphosphate_receptor_type_1_Fundulus_heteroclitus REGPVFVRLLEBAVFRVYH

54 JANV38898.1_inositol_145-trisphosphate_receptor_type_1_Castor_canadensis RGBIPVFWVEILL VFRVYH

55. JAV38898.1_inositol_145-trisphosphate_receptor_type_1_Castor_canadensis(2) RGPV FWVEIL L VFRVYH

55. KAB1263852.1_Inositol_1_4_5-trisphosphate_receptor_type_1_Camelus_dromedarius RGPV FWVEIL L VYVFRVYH

57. KFD21552.1_Inositol_145-trisphosphate_receptor_type_1_Fukomys_damarensis

58. KF021553.1_Inositol_145-trisphosphate_receptor_type_1_Fukomys_damarensis

50. KFX48694.1_Inositol_145-trisphosphate_receptor_type_1_Talaromyces_marneffei_PM1
L . CUAT4148.1_Inositol_145-trisphosphate_receptor_type_1_Rhizoctonia_solani

61. KI73243.1_Inosfio_145-trisphosphale_recentor_type_1_Thelbhanelus_kitale!

62, KXJ16906.1_Inositol_145-trisphosphate_receptor_type_1_Exaiptasia_palida ---AR@BPVFVKLL R.A FRWV
§3. KZCO07542.1_Inositol_145-trisphosphate_receptor_type_1_Dufourea_novasangliae - - - IR PIFVIBLLHAAFKYWY
R

=

&4, NP_001167530.1_inositol_145-trisphosphate_receptor_type_1_Gallus_gallus RGPV FWVEIL L WFRVYH - - ---------

65. KHNTSB38.1 Inostol 145-risphosohate recentor tvoe 1 Toxocara canis - Eavy KV | LBh@- - LrRrRG -
0 alinhamento mltiplo foi realizado utilizando o algoritmo Muscle, implementado no MEGA versdo X. E possivel
observar que algumas das regides em que as sequéncias de receptores de IPs; descritas em fungos diferem
consideravelmente das encontradas nos demais eucariotos. Essas sequéncias sdo demonstradas pelo retangulo

vermelho.

Fonte: Elaborado pelo autor
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Figura 6: Alinhamento multiplo entre as sequéncias do receptor de IP3 tipo 3 descritas na
literatura com énfase na observacao das sequéncias de fungos

Species/Abbry

98. XP_021540307 1_inositol_145-trisphosphate_receptor_type_3 Neomonachus_schauinslandi - -
89, XP_012317079.1_inosito_145-trisphosphate_receptor_type_3_Aotus_nancymaae - -
100, XP_021471704 1_inositol_145-trisphosphate_receptor_type_3_Oncorhynchus_mykiss. .
101. XP_021485657.1_inositol_145-trisphosphate_receptor_type_3_Meriones_unguiculatus. - -
102. OWK51755.1_Inositol_145-trisphosphate_receptor_type_3_Lonchura_striata_domestica - -
103 OWF52185 1_inositol_145-trisphosphate_receptor_type_3_Mizuhopecten_yessoensis .
104, OWF37431.1_Inositol_145-trisphosphate_receptor_type_3_Mizuhopecten_yessoensis - -
105. XP_021165975.1_inositol_145-trisphosphate_receptor_type_3_Fundulus_heterocitus - -
108. XP_012928286.1_inositol_145-trisphosphate._receptor_type_3_Heterocephalus_glaber - -
107. XP_021091503.1_inositol_145-trisphosphate_receptor_type_3_Mesocricetus_auratus - -
108. XP_020855049.1_inositol_145-trisphosphate_receptor_type_3_Phascolarctos_cinereus - -
109. XP_020778126.1_inositol_145-trisphosphate_receptor_type_3_Boleophthalmus_pectinirostris - -
110. XP_020474599.1_inositol_145-trisphosphate_receptor_type_3_Monopterus_albus - -
111, XP_0119144397 2_inositol_145-trisphosphate_receptor_type_3_Corvus_como_comix .

[

112. OPJ88338.1_inositol_145-trisphosphate_receptor_type_3_Patagioenas_fasciata_monilis - -
113. XP_012502298.1_inositol_145-trisphosphate_receptor_type_3_Microcebus_murinus - -
114, EGDT4759 1_inositol_145-trisphosphate_receptor_type_3_Salpingosca_rosetta

115. EARG9593.3 inositol 145-trisphosphate receptor type 3 (macronuclear) Tetrahymena thermophila SB2)
116. 0BZ91366.1_Inositol_145-trisphosphate_receptor_type_3_Choanephora_cucurbitarum

117. JAR82811.1_Inositol_145-trisphosphate_receptor_type_3_Fundulus_heterocitus - -
118. JARS3628 1_Inositol_145-trisphosphate_receptor_type_3_Fundulus_heterocitus - -
119. JARS3627 1_Inositol_145-trisphosphate_receptor_type_3_Fundulus_heterocltus - -
120. JARS3626 1_Inositol_145-trisphosphate_receptor_type_3_Fundulus_heterocltus. - -
121. JARS3625.1_Inositol_145-trisphosphate_receptor_type_3_Fundulus_heteroclitus - -
122 JARS3624 1_inosito]_145-trisphosphate_receptor_type_3_Fundulus_heterocitus.
123. JARS3623 1_Inositol_145-trisphosphate_receptor_type 3_Fundulus_heterocitus.
124. JARS53622 1_Inositol_145-trisphosphate_receptor_type_3_Fundulus_heterocltus - -
125, JANSTH60 1_inosito]_145-trisphosphate_receptor_typs_3_Heterocephalus_glaber .
126. KQL52052.1_inositol_145-trisphosphate_receptor_type_3_Amazona_aestiva - - PLHA
127. XP_013758502.1_inositol_145-trisphosphate_receptor_type_3_Thecamonas_trahens_ATCC_50062 - -ALV K - VEBLHVES - -RAPFA
128. KNC48385.1_inositol_145-trisphosphate_receptor_type_3_Thecamonas_trahens_ATCC_50062 - - ALV K - VvBILHVE - -RAPF A
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0 alinhamento mltiplo foi realizado utilizando o algoritmo Muscle, implementado no MEGA versdo X. E possivel
observar que a regido em que a sequéncia de receptores de IP; para fungos é diferente da encontrada nos demais
eucariotos (retangulo vermelho).

Fonte: Elaborado pelo autor
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4.3 - Similaridade entre proteinas similares a receptores de I1P3 em fungos e o proteoma
de S. cerevisiae

Fazendo o uso da plataforma BLASTp online, foi realizado um alinhamento par-a-par
das sequéncias de receptores de IP3 descritas em fungos contra todo o banco de dados de
proteinas do GenBank do NCBI. Conforme mencionado anteriormente, esta etapa foi realizada
para identificar proteinas descritas em outras espécies de fungos que sdo similares a receptores
de IP3z em fungos, mas que foram depositadas como proteina de funcdo desconhecida ou cujo
nome ndo especificava se tratar de receptores de IP3. Foram, entdo, recuperadas 63 sequéncias
de proteinas de espécies de fungos que apresentaram uma cobertura de alinhamento igual ou
superior a 80% e identidade igual ou superior a 30% com as sequéncias descritas como

receptores de IP3 de fungos, das quais:

° 31 sequéncias sdo similares a sequéncia de receptor de IPsdescrita para a espécie

Talaromyces marneffei.

° 5 sequéncias sdo similares a sequéncia de receptor de IPs descrita para a espécie

Rhizoctonia solani.

° 12 sequéncias sdo similares a sequéncia de receptor de IPsdescrita para a espécie

Choanephora cucurbitarum.

° 15 sequéncias sdo similares a sequéncia de receptor de I1P3 descrita para a espécie

Phycomyces blakesleeanus.

Com o intuito de identificar regides conservadas entre essas sequéncias foi realizado um

alinhamento maltiplo utilizando o algoritmo Muscle.

Nas figuras 7, 8, 9 e 10 é possivel observar a existéncia de perfis conservados ao longo

das sequéncias de proteinas similares a receptores de IP3 de fungos.
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Figura 7: Alinhamento multiplo entre as sequéncias similares a sequéncia de receptor de IP3 de
Choanephora cucurbitarum.

Species/Abbry .y
1. EPB24881.1 hypothetical protein HMPREF 1544 08383 Mucor circinelloides 1006PhL

2. 0AD0O2504.1 hypothetical protein MUCCIDRAFT 111881 Mucor lusitanicus CBS 277.49

3. KAF1805889.1 hypothetical protein FB192DRAFT 1352818 Mucor lusitanicus

4. GAND4326.1 conserved hypothetical protein Mucor ambiguus

5. XP 0182599153.1 IP3 receptor Phycomyces blakesleeanus NRRL 1555(-)

6. KAFT730560.1 hypothetical protein ECS73 001941 Apophysomyces ossiformis

7. CDS10680.1 hypothetical protein LRAMOSA11166 Lichtheimia ramosa

8. ORZ24144 1 hypothetical protein BCR42DRAFT 402338 Absidia repens.

9. ORY00198.1 hypothetical protein K493DRAFT 348021 Basidiobolus meristosporus CBS 931.7:
10. SAMOT018.1 hypothetical protein Absidia glauca

11. RUS3458588.1 hypothetical protein BCI38DRAFT 479224 Jimgerdemannia flammicorona

12. ORXB85365.1 hypothetical protein K433DRAFT 341780 Basidiobolus meristosporus CBS 931

O alinhamento maltiplo foi realizado utilizando o algoritmo Muscle, implementado no MEGA versio X. E possivel
observar que algumas das regides que se mantiveram conservadas em proteinas similares ao receptor de IP3
encontrado na espécie de fungo C. cucurbitarum (retangulos pretos). Ao todo, nesta imagem, foram exemplificadas
3 (trés) regibes conservadas.

Fonte: Elaborado pelo autor.
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Figura 8: Alinhamento multiplo entre as sequéncias similares a sequéncia de receptor de IP3 de
Phycomyces blakesleeanus

Species/Abbry

1. EPB34881.1 hypothetical protein HMPREF 1544 08383 Mucor circinelloides 1008PhL

2. 0AD02504.1 hypothetical protein MUCCIDRAFT 111891 Mucer lusitanicus CBS 277.49

3. KAF1306889.1 hypothetical protein FB192DRAFT 1352816 Mucor lusitanicus

4. GAND4326 1 conserved hypothetical protein Mucor ambiguus

5. XP 018299153.1 IP3 receptor Phycomyces blakeslesanus NRRL 1555(-)

6. KAF7730550.1 hypothetical protein ECS73 001941 Apophysomyces ossiformis

7. CDS10680.1 hypothetical protein LRAMOSA11166 Lichtheimia ramosa

8. ORZ24144.1 hypothetical protein BCR42ZDRAFT 402338 Absidia repens

9. ORY00198.1 hypothetical protein K493DRAFT 348021 Basidiobolus meristesporus CBS 931.73
10. SAMOT018.1 hypothetical protein Absidia glauca

11. RUS34868.1 hypothetical protein BCI38DRAFT 479224 Jimgerdemannia flammicorona

12. ORX85369.1 hypothetical protein K433DRAFT 341790 Basidicbolus meristosporus CBS 931.73
13. TPX76050.1 hypothetical protein CcCBSE7573 g02688 Chytriomyces confervae

14. ORX85369.1 hypothetical protein K433DRAFT 341790 Basidiobolus meristosporus CBS 931.73(2)
15. XP 001746546.1 uncharacterized protein MONBRDRAFT 26146 Monosiga brevicollis MX1
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O alinhamento mltiplo foi realizado utilizando o algoritmo Muscle, implementado no MEGA versdo X. E possivel
observar que algumas das regides que se mantiveram conservadas em proteinas similares ao receptor de IP3
encontrado na espécie de fungo P. blakesleeanus, estas regides sao demonstradas pelas demarcacdes (retangulos
pretos). Ao todo, nesta imagem, foram exemplificadas 3 (trés) regides conservadas.

Fonte: Elaborado pelo autor.
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Figura 9: Alinhamento multiplo das sequéncias similares a sequéncia de receptor de 1Pz de Rhizoctonia
solani.

Species/Abbry

1. KDN48563.1 hypothetical protein RSAGE 02550 partial Rhizoctonia solani AG-8 WAC10335- -
2. CEL55771.1 hypothetical protein RSOLAG11B 01783 Rhizoctonia solani AG-1 1B

3. CEL55830.1 hypothetical protein RSOLAG1IB 01242 Rhizoctonia solani AG-1 1B

4. KIM7S577.1 hypothetical protein PILCRORAFT 641571 partial Piloderma croceum F 1558
5. KIM71658.1 hypothetical protein PILCRDRAFT 82523 Piloderma croceum F 1588 N
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O alinhamento maltiplo foi realizado utilizando o algoritmo Muscle, implementado no MEGA versio X. E possivel
observar que algumas das regides que se mantiveram conservadas em proteinas similares ao receptor de IP3
encontrado na espécie de fungo R. solani, estas regifes sdo demonstradas pelas demarcacdes (retangulos pretos).
Ao todo, nesta imagem, foram exemplificadas 2 (duas) regifes conservadas.

Fonte: Elaborado pelo autor.
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N

Figura 10: Alinhamento multiplo das sequéncias similares a sequéncia de receptor de IPs Talaromyces
marneffei

Species/Abbry B
1. XP 038552587.1 uncharacterized protein HO133 003027 Letharia lupina

2. XP 036550893.1 uncharacterized protein HO133 005544 Letharia lupina

3. XP 0365137631 uncharacterized protein HO173 002654 Letharia columbiana
4.XP036505101.1 uncharacterized protein HO173 011255 Letharia columbiana

5. XP 035348002.1 uncharacterized protein TRUGW13838 08384 Talaromyces rugulosus
6. XP033502569.1 uncharacterized protein EJOSDRAFT 483901 Pseudovirgaria hyperparasitica -
7. XP 033435306.1 uncharacterized protein GL218 04546 Daldinia childiae -
8. XP 022510914.1 hypothetical protein AY021 06840 Fonsecaea monophora

9. XP22495945.1 hypothetical protein AY020 09851 Fonsecaea nubica

10. XP 022284196.1 hypothetical protein VFPPC 08807 Pochonia chiamydosporia 170

11. XP 020116230.1 hypothetical protein UADS 08688 Talaromyces atroroseus

12. XP 018695655.1 hypothetical protein AYL99 04491 Fonsecaea erecta

13.XP 016630177.1 hypothetical protein Z520 08309 Fonsecaea mulimorphosa CBS 102226
14. XP 016625639.1 hypothetical protein Z519 00833 Cladophialophora bantiana CBS 173.52
15. XP 016250572.1 hypothetical protein PV07 06106 Cladophialophora immunda

16. XP 013288076.1 hypothetical protein Z517 03513 Fonsecaea pedrosoi CBS 271.37

17. XP 0077394321 hypothetical protein A105 00623 Cladophialophora psammophila CBS 11055-
18. XP 0024792471 conserved hypothetical protein Talaromyces stiptatus ATCC 10500
19. XP D02146952.1 conserved hypothetical protein Talaromyces mameffei ATCC 18224
20. TLD32521.1 hypothetical protein E2P31 ATGOS487 Venturia nashicola

21. TLD24448.1 hypothetical protein E2P81 ATG11784 Venturia nashicola

22 TID20867.1 hypothetical protein EGO7S ATG05632 Venturia nashicola

23. TD16357.1 hypothetical protein E6075 ATG11475 Venturia nashicola

24. SLM39090.1 hypothetical protein LPUS 09520 Lasalia pustulata

25. RDWB4288.1 hypothtical protein BP6252 01888 Coleophoma cylindrospora

26. RDWB0270.1 hypothetical protein BPS796 11876 Coleophoma crateriformis.

27 RDIB6015 1 hypothetical protein Vi05172 g4021 Venturia inaequalis

28, RDIB0449.1 hypothetical protein V05172 g8650 Venturia inaequalis.

29. RADS7344.1 hypothetical protein BHQ10 003858 Talaromyces amestolkiae

30. QDS72840.1 hypothetical protein FKW77 008273 Venturia effusa

31. PVH75298.1 hypothetical protein DL9SDRAFT 466683 Cadophora sp. DSE1049

O alinhamento mltiplo foi realizado utilizando o algoritmo Muscle, implementado no MEGA versdo X. E possivel
observar que algumas das regides que se mantiveram conservadas em proteinas similares ao receptor de IP3
encontrado na espécie de fungo T. marneffei, estas regides sdo demonstradas pelas demarcac@es (retangulos
pretos). Ao todo, nesta imagem, foram exemplificadas 32 (duas) regides conservadas.

Fonte: Elaborado pelo autor.
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Esta etapa indica que essas proteinas sao similares a receptores de 1Pz mas anteriormente
ndo haviam sido selecionadas pela forma com que foram descritas. E estas proteinas apresentam
regibes conservadas com os receptores de IPz em fungos. Estes resultados evidenciando a
importancia de se realizar a busca a nivel de sequéncias de forma completar a busca pelos

identificadores.

Como o intuito do presente trabalho era identificar proteinas de levedura que apresentam
similaridades com regides conservadas em receptores de IPz em eucarioto, foi necessario
selecionar quais foram os motivos conservados nos alinhamentos maltiplos e buscar por

similaridades entre esses motivos e as proteinas expressas pela levedura.

4.4 - Similaridades entre os motivos conservados e o0 proteoma de Saccharomyces

cerevisiae

Para recuperar 0s motivos conservados, identificados a partir dos alinhamentos
multiplos, tanto entre as sequéncias dos trés tipos de receptores de IP3 descritas na literatura
quanto entre as proteinas similares a receptores de IPs em fungos, foi utilizado uma ferramenta

desenvolvida pelo grupo de pesquisa, denominada Pattcon:
Foram identificados 799 motivos, dos quais:

° 205 motivos sdo oriundos do alinhamento de receptores de IPsdo tipo | descritos

em eucariotos;

° 97 motivos s&o oriundos do alinhamento de receptores de 1Pz do tipo Il descritos

em eucariotos;

° 284 motivos sdo oriundos do alinhamento de receptores de IP3 do tipo Il

descritos em eucariotos;

° 25 motivos sdo oriundos do alinhamento de proteinas similares a receptores de

IPsem T. marneffei;

° 118 motivos sdo oriundos do alinhamento de receptores de IPs em P.

blakesleeanus;

° 70 motivos sdo oriundos do alinhamento de receptores de IPz em C.

cucurbitarum.

Nédo foi identificado nenhum motivo conservado a partir do alinhamento mdltiplo

realizado entre as proteinas similares a receptores de IPzem R. solani.
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Para verificar a similaridade entre os motivos conservados e o proteoma da levedura,
foi realizado um BLASTp. Como demonstrado na Tabela 2 foram encontradas similaridades
entre os motivos e 5 proteinas de S. cerevisiae, sendo elas YNL103W-A, YERO053C-A,
YKL162C-A, YBR141W-A e YDL240C-A. A proteina YKL162C-A apresentou similaridade
com dois motivos de diferentes alinhamentos, sendo um do alinhamento de C. cucurbitarum e

0 outro de alinhamento de P. blakesleeanus (Tabela 2).

Dentre as proteinas com similaridade a algum dos motivos identificados, apenas a
proteina YERO053C-A foi apontada como candidata a ser um receptor de IP3. De acordo com o
descrito no SGD, de todas as 5 proteinas identificadas nesta etapa, a YER053C-A é a Unica
descrita como possivel de caracterizar uma proteina funcional. Além disso a YER053C-A
apresentou similaridade com um motivo conservado do alinhamento multiplo de proteinas
similares a receptores de IP3 C. cucurbitarum, refor¢cando a nossa hipotese de que as regides
conservadas em espécies de fungos sdo mais similares entre sim do que com os demais

eucariotos.

Além disso, como este trabalho estd em busca de um receptor de IPspara a S. cerevisiae
seria necessario que a proteina fosse descrita como funcional ja que a presenca do receptor esta
relacionada a modulacdo de processos na via de ativacdo da enzima H*-ATPase. A YER053C-
A é descrita na plataforma como uma proteina de funcdo desconhecida que apresenta
fluorescéncia verde, foi localizada no reticulo endoplasmatico e tem um aumento da sua
expressdo em resposta ao estresse de replicacdo do DNA (HUH et al., 2003; RAMIREZ-
CORDOVA ¢t al., 2012; TKACH et al., 2012).

Para verificar se ja havia sido descrita interacdo da YER053C-A com outras proteinas
envolvidas na via de ativacdo da H*-ATPase foi necessario realizar um interatoma. Como é
possivel observar na Figura 11 a YERO53C-A ndo apresentou nenhuma interacdo com as

proteinas ja identificadas como atuantes na via de ativacdo da H™-ATPase.

Porém, quando foi verificado se ja havia sido descrita alguma interacdo para a proteina
candidata foi observado que a YER053C-A interage com proteinas responsaveis pela resposta
ao etanol em leveduras (Figura 12). RAMIREZ-CORDOVA et al., 2012 relataram que, estes
genes estdo relacionados a tolerancia ao alcool em processos fermentativos, e que o papel da
YERO53C-A nesse processo ainda ndo foi elucidado. Além disso, estudos demonstram que a
IP3 na célula aumenta a sinalizacdo de calcio intracelular e a ativagdo da enzima H*-ATPase
em um meio com a adicdo de glicose (COCCETTI et al., 1998; TROPIA et al., 2006). Relatam,

também, que tanto a sinalizacdo de calcio quanto a ativacdo da enzima tém papéis fundamentais
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nos processos fermentativos da levedura, embora esta relacdo ainda néo esteja bem elucidada
(LI et al., 2010; BOUILLET et al., 2012). Diante disto, a YER053C-A pode ser uma candidata

ao receptor de IPsem leveduras.

Para verificar se essa proteina interage diretamente com a molécula de IPs foi realizada

uma analise de ancoragem proteina-ligante a partir de Docking molecular.



Tabela 2: Similaridades entre motivos conservados e proteinas de S. cerevisiae

29

Alinhamento de

Cobertura de

referéncia Motivo conservado Proteina Sequéncia proteina alinhamento Identidade
Proteinas similares 'EL!IQVLDTITELAQGCLQNQVTIFNNKIINPVNTI
a receptores de IP LREAYSSCDHQLVNELKSKVVTCLLSLLEGGIEN YNL103W- MLSKSNNTLFNHDCSLSFC 80% 36%
; SETIYKEMIESLDLATVKSNMDAIYNENLASLNS A KEKVYSKLLV
de C. cucurbitarum  KNVYEKLECGFLYAILVMTLAPAIKDQEQS
Proteinas similares EFFQSLKRWIFRFLDIRHHEFIENSDDIQFLSSVLQ
a receptores de IP; LVHTQLRLGFFQKTRDVSILFRALVHVLDGRTD YERO053C-A MSS}‘S:\;@EQEE\%&GA 84% 31,25%
. Q
de C. cucurbitarum ARNEEHY
] o VNKRVEYYQVATIKLLEEVSRKYIRQRSETDPNA
Proteinas similares NPSRYEALEKKKVKAQNALNDLGCTLVAQNLL MTLHHKLVLSMLLGLSITPE
a receptores de IP; SSPRRRIFDAALKLLISLLDGGNKNVQDKLEEYF YKL162C-A GDLPLSGQDIFYQYSFSSFY 80% 34,15%
de C. cucurbitarum YSIREERFFYSFHQRLQSGINSSKDAQIYLTRRMY NIHDERIREQ
KMNRQQHMLDN
] o YQVATIKLLEEVSRKYIRQRSETDPNANPSRYEA
Proteinas similares | EKKKVKAQNALNDLGCTLVAQNLLSSPRRRIF MTLHHKLVLSMLLGLSITPE
a receptores de IP; DAALKLLISLLDGGNKNVQDKLEEYFYSIREERF YKL162C-A GDLPLSGQDIFYQYSFSSFY 80% 34,15%
de P. blakesleeanus FYSFHQRLQSGINSSKDAQIYLTRRMYKMNRQQ NIHDERIREQ
HMLDNVLQQ
AGPEAGNAEDRSTEEVTMSPAIAIMQPISRFLQLL
Receptores de IP; CENHNRELQHFLRNQNNKTNYNLVCETLQFLDC
tipo 11 em ICGSTTGGLGLLGLYINEKNVVLVNQTLESLTEY YBR141W- MSPIEPRRFCNSVLSQYLEC 88% 46.15%
. CQGPCHENQTCIATHESNGIDIIALILNDINPLGK A VTQACGRTIKM :
eucariotos YRMDLVLQLKNNAPKLLLAIMESRHDSENAERI
LFNMRPRELVDVMKNAYNQGLECDH
VNKRVEYYQVATIKLLEEVSRKYIRQRSETDPNA
Receptores de 1P NPSRYEALEKKKVKAQNALNDLGCTLVAQNLL MTFQILFLFVFHFVYIFRAH
tipo Il em SSPRRRIFDAALKLLISLLDGGNKNVQDKLEEYF YDL240C-A QYPAYFEDEKDTYIKIRIYS 87% 35%
eucariotos YSIREERFFYSFHQRLQSGINSSKDAQIYLTRRMY PRSIS

KMNRQQHML

Fonte: Elaborado pelo autor
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Figura 11: Rede de interacdo realizada entre a proteina candidata YER053C-A com as proteinas
descritas como atuantes na via de ativagdo da enzima H*-ATPase.
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Rede de interacdo proteina-proteina, realizado utilizando o STRING, demonstra que ndo houve interacdes entre as
proteinas da via de ativacdo da H*-ATPase (Arg82p, Yvclp, Lpx1p, Snf3p, Pmclp, Plclp, Ptk2p, Pmalp) com a
proteina YERO53C-A. As linhas com coloracdo rosa representam interacdes determinadas experimentalmente. As
linhas pretas representam proteinas com co-expressdo. As linhas azul-claros representam proteinas com algum
grau de homologia. As linhas verde-claras representam interacdes descritas na literatura.

Fonte: Elaborado pelo autor
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Figura 12: Interacdes descritas da proteina candidata YER053C-A com outras proteinas descritas
na literatura
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Rede de interagdo proteina-proteina, realizada utilizando o STRING, demonstra as interagdes entre a proteina
YERO053C-A com as proteinas YMR265C, YOR343C, YLR162W, PAU3, TIP20, YGR182C, YDR415C, ESF1,
COS8 e YHL042W. As proteinas que interagem com a proteina candidata estdo relacionadas a resposta celular ao
etanol na levedura. As linhas verde-claras representam interages descritas na literatura.

®

Fonte: Elaborado pelo autor
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4.5 - Ancoragem molecular da molécula de IPs na proteina candidata, YER053C-A

Com o intuito de verificar se a proteina candidata YERO053C-A interage com a molécula

de IP3, podendo ser seu receptor molecular, foram realizadas analises de Docking molecular.

Na primeira estratégia (Figura 13) com o uso da ferramenta online Dockthor foi
encontrada interacdo da molécula de 1Pz com a proteina YER053C-A em duas diferentes poses,
a pose 1 (Figura 13-A) apresentou valor de RMSD igual a 0,000. Ja a pose 2 (Figura 13-B)
apresentou valor de RMSD igual a 1,283. Os residuos de aminoécidos que permitiram as
ligagdes foram: Phel9; His22; Arg23; Met26; Asn27; Lys30; Leu36 e GIn37. Além disso, a

energia de ligacdo nas duas posi¢cdes foi muito proxima entre si.

Na segunda estratégia, foi utilizado a ferramenta Autodock Tools, com duas diferentes
posicOes da Grid Box. Na primeira posicdo da GridBox (Figura 14) as poses encontradas com
melhor valor de RMSD foram as poses 1 (Figura 14A), 2 (Figura 14B), 3 (Figura 14C), 5
(Figura 14D), 6 (Figura 14E), 8 (Figura 14F) e 9 (Figura 14G), com valores de RMSD de 0,000,
1,638, 1,722, 1,769, 1,975, 1,769 e 1,951, respectivamente (Tabela 3). Os residuos de
aminoacidos que permitiram a ligacao entre molécula e proteina foram Phel9; His22; Arg23;
Thr24; Met26; Asn27; Lys30; Tyr35; Leu36 e GIn37.

Na segunda posicdo da GridBox (Figura 15) as poses encontradas com melhor valor de
RMSD foram as poses 1 (Figura 15A), 2 (Figura 15B), 5 (Figura 15C) e 6 (Figura 15D). Os
valores de RMSD foram 0,000, 1,808, 1,405 e 1,746, respectivamente (Tabela 4). Os residuos
de aminoacidos que permitiram as ligacdes foram: Phel9, His22, Arg23, Thr24, Val25, Met26,
Asn27, Lys30, Tyr35, Val33, Leu36 e GIn37.

Em ambas posicdes da GridBox utilizadas na estratégia com a ferramenta Autodock
Tools as energias de ligacdo das posicdes que apresentaram valores de RMSD menores que 2
A foram muito préximas entre si, podendo considerar todas as posicdes selecionadas como

sitios de ligacdo a molécula de IP3,

Alem disso, foi verificado que a molécula de IP3 se ligou na mesma regido da proteina
nos 3 resultados obtidos (Figura 16). Esses resultados sugerem que a proteina candidata,
YERO53C-A, interage com a molécula de IP3 e que esta interagdo é visualizada nas duas
ferramentas utilizadas, estabelecendo uma Unica regido de ancoragem da molécula de IP3 na
proteina.

Podemos, entdo considerar que, com os resultados ja obtidos nas etapas anteriores e 0s

resultados obtidos nesta etapa, a proteina YER053C-A tem o potencial de ser o receptor de IP3
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em leveduras. Porém ainda é necessario algumas analises como a de dindmica molecular e
experimentagédo em bancada.

Figura 13: Docking molecular entre a proteina YER053C-A e a molécula de IPs de S. cerevisiae
realizado pela ferramenta Dockthor

Visualizacdo, utilizando a ferramenta Pymol, da ancoragem entre a proteina YER053C-A e a molécula de IP; de
S. cerevisiae, a partir do Docking molecular realizado pelo Dockthor. A) Pose 1 de ligacdo entre a proteina
YERO053C-A (Verde) com a molécula de IP; (Amarelo) com o valor de RMSD de 0,000 A. B) Visualizacdo da

Pose 2 de ligagéo entre a proteina YER053C-A (verde) com a molécula de IPs(Amarelo) com o valor de RMSD
de 1,283 A.

Fonte: Elaborado pelo autor.



Tabela 3: Resultado da ancoragem molecular na ferramenta Dockthor entre a proteina
YERO53C-A e a molécula de IP3 de S. cerevisiae

Pose Energia de Afinidade RMSD
(kcal/mol) (A)

1 -27,980 0,000*
2 -28,183 1,283*
3 -29,119 5,995
4 -33,004 6,127
5 -34,170 6,214
6 -35,109 5,965
7 -35,133 4,625
8 -35,294 5,478
9 -36,816 6,177
10 -37,551 5,719

*: Valores de RMSD aceitos (<2 A)
Fonte: Elaborado pelo autor
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Figura 14: Docking Molecular, Gridbox 1, entre a Proteina YER053C-A e a Molécula de IP3 de S.
cerevisiae realizado pela ferramenta Autodock Tools

Visualizacdo, utilizando a ferramenta Pymol, da ancoragem entre a proteina YER053C-A e a molécula de IP; de
S. cerevisiae, na posicdo 1 da Grid Box a partir do Docking molecular realizado pela ferramenta Autodock Tools.
A) Pose 1 de ligacao entre a proteina YER053C-A (Verde) com a molécula de I1P; (Vermelho) com o valor de
RMSD de 0,000 A. B) Pose 2 de ligagdo entre a proteina YER053C-A (verde) com a molécula de 1P3(\VVermelho)
com o valor de RMSD de 1,638 A. C) Pose 3 de ligacdo entre a proteina YER053C-A (Verde) com a molécula de
IP; (Vermelho) com o valor de RMSD de 1,722 A. D) Pose 5 de ligacdo entre a proteina YER053C-A (verde) com
a molécula de IPs(Vermelho) com o valor de RMSD de 1,769 A. E) Pose 6 de ligagdo entre a proteina YER053C-
A (Verde) com a molécula de 1P; (Vermelho) com o valor de RMSD de 1,975 A. F) Pose 8 de ligagdo entre a
proteina YER053C-A (verde) com a molécula de IP3(Vermelho) com o valor de RMSD de 1,769 A. G) Pose 9 de
ligacdo entre a proteina YER053C-A (Verde) com a molécula de IP; (Vermelho) com o valor de RMSD de 1,951
A.

Fonte: Elaborado pelo autor.
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Tabela 4: Resultado da posi¢ao 1 da Gridbox na ferramenta AutoDock Tools entre a proteina
YERO053C-A e a molécula de IPs de S. cerevisiae

Pose Energia de Afinidade RMSD
(kcal/mol) (A)

1 4.6 0,000%
2 -4,4 1,638*
3 -4,3 1,722*
4 -4,3 2,180
5 -4,3 1,769*
6 -4,2 1,975*
7 -4,2 2,167
8 -4,1 1,769*
9 -4,1 1,951*

*: Valores de RMSD aceitos (<2 A)

Fonte: Elaborado pelo autor
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Figura 15: Docking Molecular, Gridbox 2, entre a Proteina YER053C-A e a Molécula de IP3 de S.
cerevisiae realizado pela ferramenta Autodock Tools

Visualizacdo a partir da ferramenta Pymol da ancoragem entre a proteina YER053C-A e a molécula de IP;de S.
cerevisiae, na posicdo 2 da Grid Box a partir do Docking molecular realizado pela ferramenta Autodock Tools. A)
Pose 1 de ligacdo entre a proteina YER053C-A (Verde) com a molécula de IP3 (Azul) com o valor de RMSD de
0,000 A. B). Pose 2 de ligacdo entre a proteina YER053C-A (verde) com a molécula de 1P3(Azul) com o valor de
RMSD de 1,808 A. C). Pose 5 de ligagdo entre a proteina YER053C-A (Verde) com a molécula de 1P3 (Azul) com
o valor de RMSD de 1,405 A. D) Pose 6 de ligacdo entre a proteina YER053C-A (verde) com a molécula de
IP3(Azul) com o valor de RMSD de 1,746 A.

Fonte: Elaborado pelo autor.
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Tabela 5: Resultado da posi¢ao 2 da Gridbox na ferramenta AutoDock Tools entre a proteina
YERO053C-A e a molécula de IPs de S. cerevisiae

Pose Energia de Afinidade RMSD
(kcal/mol) (A)

1 -4,5 0,000*
2 -4,5 1,808*
3 -4,4 2,502
4 -4,3 2,027
5 -4,3 1,405*
6 -4,2 1,746*
7 -4,2 2,003
8 -4,1 2,748
9 -4 2,145

*: Valores de RMSD aceitos (<2 A)
Fonte: Elaborado pelo autor.
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Figura 16: Posicao de ancoragem da molécula de IPs de S. cerevisiae na proteina YER053C-A nas
duas estratégias utilizadas

Regido de ancoragem da molécula de IP3 de S. cerevisiae na proteina YER053C-A (Verde) nas duas estratégias
de Docking Molecular. A posi¢do de ancoragem na estratégia utilizando a ferramenta Dockthor é representada
pela molécula de IP; na cor amarela. A posicdo de ancoragem na estratégia utilizando a ferramenta Autodock
Tools, na primeira posicdo da Gridbox é representada pela molécula de IP3; na cor vermelha. E a posi¢do de
ancoragem na estratégia utilizando a ferramenta AutodockTools, na primeira posicdo da Gridbox é representada
pela molécula de IP3 na cor azul. Visualizacdo realizada a partir do uso da ferramenta Pymol.

Fonte: Elaborado pelo préprio autor
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4.6 - Similaridade entre os motivos conservados de receptores de IPse as proteinas Algép,
Sse2p, Swc3p e Yvclp.

Como anteriormente dito, as proteinas Algép (Cadeia A, B e C), Sse2p, Swc3p e Yvclp,
sdo relatadas na literatura como possiveis candidatas a serem receptores de IPz em
Saccharomyces cerevisiae. Assim, para verificar se existe similaridade entre os motivos
conservados identificados no presente estudo e essas proteinas, foram realizados alinhamentos
par-a-par (BLASTDp).

Foi possivel identificar similaridades entre as proteinas com os motivos conservados
(Tabela 6). Na figura 17 é possivel visualizar 0s motivos conservados que apresentaram
similaridade com a proteina Yvclp. No total, cinco motivos conservados foram encontrados
nesta proteina. Trés deles em posicOes diferentes da proteina e dois foram encontrados na
mesma posicdo da proteina. Na figura 18 é demonstrado os motivos conservados que
apresentaram similaridade com a proteina Alg6p cadeia A e cadeia B. Na cadeia A, dois motivos
conservados foram encontrados em posi¢coes diferentes, e um motivo foi observado na cadeia
B. Na figura 19 é possivel observar os cinco motivos conservados que apresentaram
similaridade com a proteina Sse2p. Estes foram encontrados em diferentes posi¢6es na proteina.
Na figura 20 é possivel observar os motivos conservados que apresentaram similaridade com a
proteina Swc3p. Foram encontrados dois motivos conservados em posicOes diferentes da

proteina.

Uma vez que os motivos identificados no presente trabalho representam regides
conservadas entre as sequéncias de receptores de IP3 de diferentes espécies e que estes
apresentam alta similaridade com as sequéncias das proteinas Alg6p, Sse2p, Swc3p e Yvclp,

estas sdo candidatas a serem receptores de IPs em leveduras.

Como ja anteriormente abordado, trés tipos de receptores de IP3em eucariotos ja foram
identificados (FEDORENKO et al., 2014). Uma hipédtese levantada com esses resultados € que
tanto a YERO53C-A (proteina candidata encontrada a partir da busca por similaridade com os
motivos conservados entre receptores de 1P3), quanto alguma dessas proteinas Algép, Yvclp,
Sse2p e Swc3p, podem ser os receptores de 1Pz em leveduras. Porém, estudos experimentais
s80 necessarios para identificar se essas proteinas interagem com a molécula de IP3, e auxiliam

na sinalizagdo de calcio intracelular e na ativacdo da enzima H*-ATPase.



41

Ter encontrado similaridade entre os motivos identificados e proteinas ja descritas como
candidatas a receptores de IPz em S. cerevisiae também evidencia a eficicia da estratégia in
silico desenvolvida no presente estudo para identificar receptores moleculares.



Tabela 6: Similaridades entre motivos conservados e as proteinas Algép, Sse2p, Swc3p e Yvclp

Proteina ID. Motivo Motivo conservado Identidade Cobertura de Alinhamento
Yvclp M21 - ITPR1 SKALWEVEVVQHD 36,36% 84,62%
Yvclp M57 - ITPR3 NAPYQYMFRLCYRVLRHS 35,29% 94,44%
Yvclp M64 - C. curcubitarum YQKPLLIMCFKYLLGLAHLGL 50,00% 90,48%
Yvclp M42 - C. curcubitarum HLSQISNLTRELQDLV 38,46% 81,25%
Yvclp M64 - P. blakesleeanus SQISNLTRELQDLV 38,46% 92,86%

Alg6p Chain A M71 -ITPR1 RGGGFLPMTP 50,00% 80,00%
Alg6p Chain A M246 - ITPR3 QIVFPVPAI 50,00% 88,89%
Alg6p Chain B M198 - ITPR1 STEYTGPESYVAEMIKER 41,18% 94,44%
Sse2p M68 - ITPR1 VHITTIFPITKMAKGE 40,00% 93,75%
Sse2p M51 - ITPR2 NPVQLDD 71,43% 100,00%
Sse2p M237 - ITPR3 EVGHNIYILAL 36,36% 100,00%
Sse2p M108 - ITPR3 EHTVVMETKLKILEILQ 46,67/% 88,24%
Sse2p M52 - P. blakesleeanus FEKVALTDYTIYTQSINNNTEYYPFGSSGIE  39,29% 90,32%
Swc3p M112 - ITPR3 KEFVEV 50,00% 100,00%
Swc3p MOL1 - P. blakesleeanus MKREVEEFLRIGDDILLSS 47,06% 89,47%

Fonte: Elaborado pelo autor
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Figura 17: Similaridade entre a proteina Yvclp e os motivos conservados de receptores de IP3
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O alinhamento par a par, utilizando o BLASTp, demonstra os motivos conservados de receptores de IP; que
tiveram similaridade com a proteina Yvclp, ao todo 5 motivos conservados foram encontrados na proteina. As
caixas pretas demonstram a identificacdo do motivo, a posi¢cdo em que os motivos sdo encontrados na proteina
(Posicdo Prot.), a parte do motivo que teve similaridade com a proteina (Posicdo Motivo), a cobertura de
alinhamento (CA) e a identidade (ID).

Fonte: Elaborado pelo autor
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Figura 18: Similaridade entre a proteina Algép e os motivos conservados de receptores de I1Ps
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O alinhamento par a par, utilizando o BLASTp, demonstra os motivos conservados de receptores de IP; que
tiveram similaridade com a proteina Alg6p, ao todo 2 motivos conservados foram encontrados na proteina na
cadeia A e 1 na cadeia B. As caixas pretas demonstram a identificagdo do motivo, a posi¢do em que os motivos
sdo encontrados na proteina (Posicdo Prot.), a parte do motivo que teve similaridade com a proteina (Posicdo
Motivo), a cobertura de alinhamento (CA) e a identidade (ID).

Fonte: Elaborado pelo autor
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Figura 19: Similaridade entre a proteina Sse2p e os motivos conservados de receptores de IP3
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O alinhamento par a par, utilizando o BLASTp, demonstra os motivos conservados de receptores de IP; que
tiveram similaridade com a proteina Sse2p, ao todo 5 motivos conservados foram encontrados na proteina. As
caixas pretas demonstram a identificacdo do motivo, a posicdo em que os motivos sdo encontrados na proteina
(Posigdo Prot.), a parte do motivo que teve similaridade com a proteina (Posi¢do Motivo), a cobertura de
alinhamento (CA) e a identidade (ID).

Fonte: Elaborado pelo autor
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Figura 20: Similaridade entre a proteina Swc3p e 0s motivos conservados de receptores de IP3
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O alinhamento par a par, utilizando o BLASTp, demonstra os motivos conservados de receptores de IP; que
tiveram similaridade com a proteina Swc3p, ao todo 2 motivos conservados foram encontrados na proteina. As
caixas pretas demonstram a identificacdo do motivo, a posicdo em que os motivos sdo encontrados na proteina
(Posicdo Prot.), a parte do motivo que teve similaridade com a proteina (Posicdo Motivo), a cobertura de

alinhamento (CA) e a identidade (ID).

Fonte: Elaborado pelo autor
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CONCLUSAO

Podemos concluir com este trabalho que a proteina candidata YER053C-A é um
possivel receptor de IP3 em leveduras, bem como as proteinas Alg6p, Yvclp, Sse2p e Swc3p
também podem ser, quando usamos a metodologia para identificacdo de regides conservadas.
Porém, ainda sdo necessarias algumas andlises in silico e laboratoriais para confirmar a
interacdo dessas proteinas com a molécula de IP3, com a via de ativacdo da enzima H*-ATPase

e sinalizacdo de célcio intracelular.

Vale mencionar que a estratégia de bioinformatica estabelecida no presente trabalho, foi
capaz de identificar receptores moleculares que até entdo ndo tinham sido descritos. Devido ao
fato que, foi possivel identificar proteinas que até ent&o ndo havia sido descrito similaridade e
relacdo com receptores de IP3 de eucariotos com leveduras. Ademais, a estratégia pode ser
utilizada para identificacdo de outros receptores moleculares que até 0 momento nao foram
identificadas, mas que apresentam pode apresentar alguma importancia fisioldgica para outros

organismos.
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PERSPECTIVAS

Faz-se necessario realizar algumas analises complementares para verificar se a
YERO053C-A pode ser a proteina correspondente ao receptor de IP3 em leveduras. Para isso,
sera necessario a realizacdo da dinamica molecular para confirmar os resultados obtidos com o
docking molecular. Confirmada a interacdo direta, serdo realizadas analises laboratoriais para
confirmar in vivo o envolvimento dessa proteina na ativacdo da enzima H*-ATPase de

membrana citoplasmatica.

Ademais, 0s proximos passos para verificar se as proteinas Alg6ép, Yvclp, Sse2p e
Swc3p também podem ser receptores de IP; em leveduras envolvem analises de ancoragem
molecular e dindmica molecular entre as proteinas e a molécula de IPs, e experimentagdes in

vivo como descrito anteriormente.
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