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RESUMO

Penteado, A. B. Construgcao de modelos tridimensionais de Sirtuina 2 de
espécies de Leishmania por meio de modelagem comparativa. 2020. no. f.
Trabalho de Conclusdo de Curso de Farmacia-Bioquimica — Faculdade de
Ciéncias Farmacéuticas — Universidade de Sdo Paulo, Sdo Paulo, 2020.

Palavras-chave: Modelagem Comparativa, Dinamica Molecular, Sirtuina 2,
Leishmania.

As leishmanioses sdo doencgas negligenciadas que afetam uma grande parte da
populacdo mundial, principalmente em paises em desenvolvimento. Os farmacos
disponiveis para essas doengas sao ineficientes e apresentam graves efeitos
adversos. A sirtuina 2 € uma enzima essencial para a sobrevivéncia dos parasitas
do género Leishmania. Assim sendo, se apresenta como um alvo na busca de
novos farmacos contra essas doengas. O planejamento de farmacos baseado na
estrutura do receptor exige o conhecimento da estrutura tridimensional da proteina
alvo. Neste sentido, a elucidacao das estruturas tridimensionais de sirtuinas 2 se
apresenta como uma excelente ferramenta para a aplicacdo desta estratégia na
busca de quimioterapicos contra Leishmania. Como apenas uma estrutura 3D de
Sir2 de Leishmania é conhecida, a aplicagcdo da modelagem comparativa € uma
alternativa para o entendimento dos pontos de interacdo e seletividade destas
hidrolases parasitarias. Os estudos envolvidos neste projeto nos fornecerao
embasamento teodrico para a busca de candidatos a farmacos leishmanicidas mais
seguros e eficazes.



1. INTRODUCAO

As doencas tropicais negligenciadas (DTN) caracterizam-se por um grupo
de diversas patologias que, apesar de provocarem enfermidades de grande
relevancia meédica, social e econdmica, ndo recebem a devida atencdo e
investimento de governos, industrias farmacéuticas e grupos de pesquisa publicos
e privados. Estas acometem, majoritariamente, as populagdes mais carentes de
paises em desenvolvimento como da Africa, Asia e Américas Central e do Sul
(OMSa, 2020).

Atualmente, a Organizacdo Mundial da Saude (OMS) reconhece 20
doengas como sendo DTNSs, as quais representam cerda de 11,4% das doencas
mundiais, afetando mais de um bilhdo de pessoas em 149 paises e causam de
500 mil a 1 milhdo de o&bitos anualmente. Algumas delas s&o tidas como
extremamente negligenciadas, pois acometem milhdes de pessoas no mundo e
recebem quase nenhum investimento em inovagdo, como, por exemplo, a
Leishmaniose Visceral, que possui alta prevaléncia no Brasil (OMSa, 2020).

As Leishmanioses sao endemias infecciosas, consideradas doencas
tropicais negligenciadas, causadas por mais de 20 espécies de protozoarios do
género Leishmania. Os parasitas, agentes causadores destas doengas, sao
transmitidos majoritariamente por insetos hematdfagos vetores da familia
Phlebotominae, pertencentes ao género Phlebotomus e conhecidos como “sand
flies”, no velho mundo, e ao género Lutzomyia, nas Américas, sendo popularmente
conhecidos como mosquito-palha, birigui, cangalha ou tatuquira (CLABORN, 2010;
OMSDb, 2020).

As infec¢cdes por Leishmania se manifestam em trés formas principais,
sendo elas: a cuténea, a visceral, chamada kala-azar e a mucocutanea. Todas as
trés formas da doenca provocam sequelas irreparaveis e podem levar a
morbidades desabilitantes, com impactos sécio-econémicos gravissimos. A forma
visceral € a mais grave, podendo levar a caquexia profunda, anemia,
hipergamaglobulinemia, processos hemorragicos e infecgdes secundarias, devido

a inducao de trombocitopenia e leucopenia pelo parasita. Caso nao tratada, sua



taxa de mortalidade pode chegar a 100% em 2 anos. (MURRAY, 2005; OMSD,
2020; OMSc, 2020).

Afetando 88 paises, apresenta 1,6 milhdes de novos casos e provoca 65 mil
mortes anualmente. Segundo dados epidemioldgicos, estima-se que 12 milhdes
de pessoas estejam infectadas e que aproximadamente 350 milhdes de pessoas
encontram-se sob risco de infec¢do. No brasil existem 97 milhdes de pessoas sob
risco de infeccdo, sendo a incidéncia de 13 em 100 mil e 12690 novos casos
foram relatados em 2016, sendo 94% da forma cutdnea (GEORGIADOU, 2015;
OMSd, 2020).

Para o tratamento das Leishmanioses apenas poucos agentes
quimioterapéuticos estao disponiveis. Os mais empregados sao os compostos de
antimoénio pentavalentes, como o antimoniato de meglumina e o stibogluconato de
sédio, desenvolvidos na década de 1920, e a anfotericina B, cuja eficacia frente a
parasitas deste género fora notada nos anos 50. Ambos sdo de uso parenteral e
induzem efeitos adversos graves. Além disso, as taxas de falha do tratamento sao
altas, sendo relatados casos de resisténcia aos farmacos e consequentemente
levando ao aumento das dosagens necessarias ao longo dos anos. Ha algumas
alternativas ao tratamento classico, porém também apresentam efeitos adversos
graves e eficacia limitada, como é o caso da miltefosina, de administracao oral, e
da paronomicina, que demonstra eficacia inferior aos compostos de antiménio
pentavalente, porém tem se mostrado util quando empregada em associagao aos
mesmos, possibilitando redugdo do tempo de tratamento. Ha também a
pentamidina, cujos efeitos adversos e baixa eficacia a levam a nao ser empregada
frequentemente, salvo em casos de resisténcia a primeira linha de tratamento. O
tratamento também é caro e inacessivel para a maior parte da populacao afetada.
Até o momento, ndo existem vacinas eficazes para Leishmaniose, sendo a
primeira linha de tratamento os compostos de antimbnio pentavelente,
adiministratos por via parenteral. O segundo agente mais empregado é a
anfotericina B, que apesar de mais eficaz, apresenta toxicidade bastante elevada
e as suas formulagdes mais modernas, que tentam mitigar tais efeitos colaterais,

como preparacodes lipossébmicas e PEGuiladas, apresentam custo proibitivo para



esta populagdo. A combinagédo de dois agentes de mecanismos de agao distintos
€ normalmente empregada, visando aumentar a eficacia, reduzir o tempo de
tratamento e a incidéncia de resisténcia aos agentes quimioterapicos (MURRAY,
2005; ULIANA, 2018; OMSe, 2020).
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Figura 1. Estruturas quimicas dos farmacos empregados na quimioterapia das
Leishmanioses.

Antimoniato de meglumina (a), stibogluconato de sédio (b), anfotericina B (¢), paronomicina (d),
miltefosina (e) e pentamidina (f).

Fonte: ALMEIDA, 2017.




Neste contexto, a busca por novos agentes seguros e eficazes para
combater protozoarios do género Leishmania, com um perfil de tratamento mais
simples e com um custo mais acessivel, possibilitando um maior acesso e adesao
da populagcdo ao mesmo é premente (FERREIRA, 2018; ULIANA, 2018).

A Silent Information Regulator (Sirtuin) é uma familia de enzimas que
apresentam alto nivel de conservacao estrutural e funcional entre todos os reinos
da vida. S&o caracterizadas por sua dependéncia no cofator NAD" para a catalise
de reagdes de deacetilacado de residuos de lisina de histonas e outros substratos
peptidicos. As Sirtuinas sado expressas por uma grande variedade de seres vivos,
incluindo seres Humanos e espécies do género Leishmania. Em Humanos,
diversas isoformas ja foram caracterizadas (hSIRT1-7), enquanto que em
Trypanosomatideos foram descritos trés grupos homologos da Sirtuina 2 humana
(hSIRT2): Sirtuin 2 related protein 1 (Sir2rp1), Sirtuin 2 related protein 2 (Sir2rp2) e
Sirtuin 2 related protein 3 (Sir2rp3). Enzimas desta familia estdo envolvidas em
diversos processos fisioldgicos celulares, incluindo a regulagdo da expressao de
varios genes e a resposta a danos no DNA (MONIOT, 2013; RONIN, 2018).

Em espécies do género Leishmania, as Sirtuinas 2 se mostram essénciais
para a sobrevivéncia do parasita, levando a morte do mesmo quando inibidas por
algum agente farmacoldgico ou quando ausentes em estudos de knockout. Diante
disto, se apresentam como alvo bioquimico na busca e desenvolvimento de novos
farmacos contra estas parasitoses (VERGNES, 2005; MITTAL, 2017).

Além do mais, diferengas estruturais entre os homdélogos Humanos e de
espécies de Leishmania podem ser exploradas, na busca de compostos seletivos,
0 que pode resultar em farmacos mais seguros € com menor toxicidade. Alguns
compostos com atividade inibitéria de sirtuinas 2 de tripanosomatideos ja foram
reportados, como o sirtinol, o cambinol, a salermida, a nicotinamida e a
esplitomicina (MITTAL, 2017; FERREIRA, 2018).
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Figura 2. Estruturas quimicas de compostos com atividade inibitéria de sirtuinas 2 de
tripanosomatideos.

Sirtinol (a), cambinol (b), salermida (¢), nicotinamida (d) e esplitomicina (e).

Fonte: MITTAL, 2017; FERREIRA, 2018.

A busca de novos farmacos pela abordagem de planejamento baseada na
estrutura do receptor (do inglés Strucutre Based Drug Design, SBDD) se
fundamenta no conhecimento estrutural detalhado da proteina alvo a nivel
tridimensional. Analisando a composicao de sitios ativos e alostéricos de enzimas
ou receptores em termos de quais residuos de aminoacidos os compdem e o
posicionamento espacial dos mesmos, torna-se possivel desenhar de maneira
racional compostos que apresentem caracteristicas complementares a estes
sitios, isto €, grupamentos quimicos funcionais cujas propriedades eletrbnicas e
estéricas possibilitem interacdes favoraveis com tais residuos de aminoacidos
(ANDERSON, 2003).

A metodologia de triagem virtual baseada no alvo (do inglés Structure
Based Virtual Screening) também requer conhecimento estrutural detalhado do

alvo. Empregando algoritimos computacionais, modelos tridimensionais de




compostos ou fragmentos de compostos provenientes de algum banco de dados
sdo virtualmente posicionados em alguma regido eleita da estrutura alvo, como um
possivel sitio ativo de uma enzima. Os compostos sdo entdo avaliados e
ranqueados de acordo com sua complementariedade com o alvo bioquimico. As
interacdes estéricas e elétroestaticas sao as principais informag¢des para avaliar a
afinidade do ligante por seu receptor. Deste modo, o a otimizagdo de um prototipo
pode ser continuada a partir dos compostos que apresentam interagdes mais
favoraveis (GLAAB, 2016).

Assim, a busca se torna muito mais eficiente, pois a partir de uma biblioteca
contendo centenas, ou até milhares de compostos, & possivel eleger algumas
poucas dezenas de compostos promissores para a realizagdo de ensaios
biologicos, além da possibilidade de desenhar alguns compostos que
provavelmente, segundo a estrutura do alvo, irdo apresentar afinidade por este, o
que propicia uma grande reducéo de custos e de tempo nesta primeira etapa do
desenvolvimento (ANDERSON, 2003).

Porém, para que seja possivel prever e avaliar a interagdo de compostos
com o alvo escolhido, se faz necessario conhecimento estrutural extensivo do
mesmo, a estrutura do sitio ativo, quais residuos de aminoacidos estao envolvidos
no reconhecimento do ligante e na catalise da reagao, no caso de uma enzima, e
0 posicionamento destes no espago. Desta forma, este método requer um modelo
estrutural da proteina alvo, que pode ser obtido pela técnica de cristalografia de
raios X, resonancia magnética nuclear, ou modelagem comparativa (FERREIRA,
2018).

A técnica computacional de modelagem comparativa, ou modelagem por
homologia, se baseia no emprego de propriedades tridimensionais ja elucidadas
experimentalmente, provenientes de uma proteina usada como molde, na
construcdo de modelos tridimensionais de outras proteinas a partir de suas
sequéncias de aminoacidos, desde que as estruturas molde e modelada
apresentem alto grau de identidade entre suas sequéncias primarias (VERLI,
2014; FERREIRA, 2018).



Considerando-se, que apenas uma Sirtuina 2 do género Leishmania teve
sua estrutura elucidada apos obtengao de dados de cristalografia de raios X até o
momento (codigo PDB 50L0), o presente trabalho visou a aplicagdo da
metodologia de modelagem comparativa na construcdo de modelos
tridimensionais de enzimas da familia das Sirtuinas 2 de outras espécies do
género. Essa abordagem tende a ser importante para contribuir no entendimento
de suas estruturas tridimensionais, seu funcionamento bioquimico, seus sitios
cataliticos e de ligacdo a substratos e cofatores, ao estudo das diferengas entre
estas e possiveis pontos de interagdo para candidatos a novos farmacos
(FERREIRA, 2018; RONIN, 2018).

2. OBJETIVO(S)
Construcao e validagdo de modelos tridimensionais de Sirtuinas 2 related
protein 1 (Sir2rp1) de L. major, L. mexicana e L. braziliensis, empregando-se

metodologias e ferramentas de modelagem comparativa.

3. MATERIAIS E METODOS
3.1 Aquisicao das sequéncias

Inicialmente, todas as estruturas primarias de Sirtuinas 2 related protein 1
(Sir2rp1) de L. major, L. mexicana, L. braziliensis e L. Infantum depositadas na
plataforma NCBI para posterior andlise e comparagao (VERLI, 2014; FERREIRA,
2018).
3.2 Predicao de localizagao intracelular

As sequéncias foram analisadas pela ferramenta Phobius do Stockholm
Bioinformatics Centre a fim de predizer sua localizacdo subcelular e presenca de
peptideo sinal (KALL, 2004).
3.3 Alinhamento estre as sequéncias

Foi realizada a comparacédo, o alinhamento e a obtencdo do grau de
identidade das sequéncias de Sir2rp1 por meio da ferramenta T-Coffee, do Centre
for Genomic Regulation of Barcelona (NOTREDAME, 2000; TOMMASO, 2011).
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3.4 Construgao dos modelos

Empregando o servidor /-Tasser, do Zhang Lab da University of Michigan,
foram construidos os modelos tridimensionais de Sir2rp1 de L. major, L. mexicana
e L. braziliensis, por meio da técnica de Predigcao de Enovelamento, ou Threading,
tendo como molde a estrutura tridimensional de Sir2rp1 de L. infantum extraida da
plataforma PDB (50L0 cadeia A). As sequéncias escolhidas para serem
modeladas foram, respectivamente, sp|Q25337.2, CBZ27844.1 e CBZ14728.1
(ZHANG, 2008; ROY, 2010; YANG, 2015).

3.5 Verificagao de Estereoquimica dos Modelos

Os modelos gerados foram avaliados por meio de graficos de
Ramachandran (diagramas de angulos phi e psi), distorcdo de grupos planares,
desvio de angulos O6mega e analise de qualidade local dos residuos de
aminoacidos nos modelos, empregando para tal as ferramentas PROCHECK e
WHATCHECK do servidor SAVES, do Molecular Biology Institute da University of
California e QMEAN, do Center for Molecular Life Sciences da University of Basel,
respectivamente (LASKOWSKI, 1993; HOOFT, 1996; LASKOWSKI, 1996;
BENKERT, 2011).

Estes dados foram correlacionados com resultados da ferramenta preditora
de regides de desordem, Remark465 do servidor DisEMBL, do European
Molecular Biology Laboratory (LINDING, 2003).

Os modelos e as propriedades de seus residuos foram visualizados com o
auxilio dos programas PyMol do Schrédinger Team (The PyMOL Molecular
Graphics System, Version 2.0 Schrédinger, LLC.) e do BIOVIA Discovery Studio
Visualizer (BIOvIA, D. S. 2015. Discovery studio modeling environment. San

Diego, Dassault Systemes, Release, 4).



4. RESULTADOS
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4.1 Phobius - predi¢ao da localizagao intracelular e presenga de peptideo

sinal

As sequéncias foram analisadas pela ferramenta Phobius do Stockholm

Bioinformatics Centre afim de predizer sua localizagao intracelular e presencga de

peptideo sinal. Observa-se que o perfil de localizagao intracelular predito pela

ferramenta segue um padréo semelhante para todas as Sir2rp1 (Figuras 3a-d), e a

auséncia de sequéncia sinalizadora nestas enzimas. (KALL, 2004).
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Figura 3. Predicdo de localizagao intracelular e presenga de peptideo sinal em sequéncias
de Sirtuinas 2 do género Leishmania.

Em verde, probabilidade de localizagao citoplasmatica ao longo da cadeia peptidica. Em azul,
probabilidade de localizagdo nao citoplasmatica ao longo da cadeia peptidica. Em cinza,
probabilidade de regides apresentarem localizagdo transmembranica. Em vermelho, probabilidade
de uma regido apresentar a fungao de peptideo sinal.

(a) Sir2rp1 de L. infantum (PDB 50L0 cadeia A), (b) Sir2rp1 de L. major (sp|Q25337.2), (c) Sir2rp1
de L. mexicana (CBZ27844.1) e (d) Sir2rp1 de L. braziliensis (CBZ14728.1).

Graficos e analises obtidos através da ferramenta Phobius.

4.2 T-Coffee - Alinhamento das sequéncias

Foi realizada a comparacéao, alinhamento e obtengédo do grau de identidade
das sequéncias de Sir2rp1 por meio da ferramenta T-Coffee, do Centre for
Genomic Regulation of Barcelona. Estas apresentam alto grau de identidade entre
si (de 90 a 99%, Figura 4). Nota-se também que a sequéncia de Sir2rp1 de L.
braziliensis € mais curta do que as demais (aproximadamente 100 residuos de
aminoacidos a menos no inicio da sequéncia). (NOTREDAME, 2000; TOMMASO,
2011; LIMA, 2016).
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Expresso alignment result

MSA

T-COFFEE, Version 11.00.d625267 (2016-01-11 15:25:41 - Revision d625267 - Build 507)
Cedric Notredame

SCORE=99

+

BAD AVG GOOD
*

8ir2rpl L.infan @ 99
8ir2rpl L.major @ 99
8irZ2rpl L.mexic : 99
8irZ2rpl L.brazi : 98
cons 8 9

Sir2 rpl_ L. infan GHMTASPRAPHQEHVLGEPTLEGLAHYIREKNVRRILVLVGAGASVAAGIPDFRSPDTGIYAN
8ir2 [pl_L - maj or --MTGSPRAPHQEHALGEPTVEGLARYIRERDVRRILVLVGAGASVAAGIPDFRSSDTGIYAR
8ir2 [pl_L .mexic --MTASPRAPHQEHVLGEPTLEGLAHYIRERDVRRILVLVGAGASVAAGIPDFRSPGTGIYAN
SirZrpl_L.brazi

cons

8irZ2rpl_L.infan  LGKYNLEDPTDAFSLTLLRERPEIFYSIARELNLWEGHFQPTAVHHFIRLLQDEGRLLRCCTQ
Sir2rpl L.major LGRYNLDDPTDAF SLTLLRERPEIFYSIARELNLWPGHFQPTAVHHFIRLLQDEGRLLRCCTQ
8irZ2rpl L.mexic LGRYNLDDPTDAF SLALLRERPEIFYSIARELNLWPGHFQPTPVHHFIRLLQDEGRLLRCCTQ

8ir2 rpl:L .brazi MRLWPGHF QPTAVHHFTRLLQDEGRLLRCCTQ
e LR AARAARE AR AR AAAARAARAERAEE
Sir2rpl L.infan NIDGLERAAGVSPELLVEAHGSFAAAACIECHTPFSIEQNYLE. RCSTCGGIVRPNV
Sir2rpl L.major NIDGLERAAGVSPELLVEAHGSFAAAACIECHTPFSIEQNYLE. RC3TCGGIVRPNV
8irZ2rpl_L.mexic  NIDGLERAAGVSPELLVEAHGSFAAAACIECHTEFSIEQNY: STCGGIVKPN

8irZ2rpl L.brazi NIDGLERAAGVSSDLLVEAHGSFAAAACIDCHTPYNIEQNY: RCSTCGGIARPNY
S AR AR A R A AA AR AR AR A AR AR A Ak A A, ARAAAARAARE RARAERAERE AAER

8ir2rpl_L.infan  VFFGENLPDAFFDALHHDAPIAELVIIIGTSMQVHPFALLPCVVPRSVPRVVMNRERVGGLLF
8irZ2rpl_L.major VFFGENLPDAFFDALHHDAPIAELVITIIGT SMQVHPFALLPCVVPRSIPRVLMNRERVGGLLF
8ir2rpl_L.mexic  VFFGENLPDAFFDALHHDAPIAELTIIIGTSMQVHPFALLPCVVPRSVPRVVMNRERVGGLLF
Sir2 rpl:L .brazi IFFGECLPDAFFDALHHDAPTAELVIIIGT SLQVHPFAMLPCFVPRSVPRIVMNRERVGGFLF

o) DREAE RAAAARAAAERAAAAERE AARAAA AR AAAA RAA ARAA kg AERRAEEE AR

Sir2rpl_ L.infan i poTocosssoosseoosseooTsseTssesTseeTTEee ST eTeTSSeT e, A DG
8ir2rpl_L.major  RFPDDPLDTIHDDAVAREGRSSSSQSRSPSASARREEG-GTEDGSSSPNEEVEDASTSSSSDG
8ir2rpl_L.mexic  RFPDDPLNTVYDDAVAREGQSSSSQSRSPSASARCEKG-GVEDRSSSPKEEVDEASTSSSSDG
8ir2rpl_L.brazi  RFPDDPPCAVHDDVTARKRDSPSSQTRSPSASARREVEREMEEASSPRNEEAEKASTSSSSDG

e s AR AR A RE

Sir2rpl L.infan YGQYGDYHAHPDVCRDVLFRGDCQENVVTLAEYLGLSEALARRMRL SDAAPATAQRAPNE--T
Sir2rpl_L.major YGQYGDYYAHPDVCRDVFFRGDCQENVLRLAECLGLREALARRMRF SGAAPATARKT SNE--T
Sir2rpl L.mexic  YGQYGDYHAHPDVCRDVLFRGDCQENVVKLAEYLGLSEALAKRMRFSEAAPATAQTVSTE--M
8irZ2rpl L.brazi  YGQYGDYDVLPDVCRDVLFRGDCQVSAVRLAEYLGLSEALAKRMQSIDAVET. HEACN
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Figura 4. Alinhamento entre as sequéncias de Sir2rp1 de L. major, L. mexicana e L.
braziliensis escolhidas para serem modeladas e o molde de L. infantum.

Residuos com alinhamento favoravel representados em vermelho, alinhamento razoavel em
amarelo, ruim em verde e péssimo em azul. Os hifens representam residuos n&o alinhados.
Alinhamento e Imagens obtidos através da ferramenta T-Coffee.

Fonte: Elaborada pelo autor.

4.3 I-Tasser - Modelos gerados

Empregando o servidor /-Tasser, do Zhang Lab da University of Michigan,
foram construidos os modelos tridimensionais de Sir2rp1 de L. major, L. mexicana
e L. braziliensis, por meio da técnica de predi¢do de enovelamento, ou Threading,
tendo como molde a estrutura tridimensional de Sir2rp1 de L. infantum extraida do
banco de dados Protein Data Bank (50L0 cadeia A). As sequéncias escolhidas

para serem modeladas foram, respectivamente, sp|Q25337.2, CBZ27844.1 e
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CBZ14728.1, e seus valores de Erro Quadratico Médio (Root Mean Square
Deviation ou RMSD) com relagdo ao molde foram de 0,428, 0,228 e 1,583
Angstroms, respectivamente. (ZHANG, 2008; ROY, 2010; YANG, 2015).

4.3.1 Estrutura do molde empregado

Figura 5. Estrutura do molde empregado, LiSir2rp1 (PDB 50L0 cadeia A).

(a) Em ciano, a estrutura do molde. Em cinza, o ion de Zn* complexado com a enzima. Em azul
escuro, o substrato peptidico p53 co-cristalizado com a enzima. Moléculas de agua representadas
como esferas vermelhas (RONIN, 2018).

(b) Estrutura do molde empregado, com seus dominios demarcados em cores diferentes: Em
verde, a Dobra de Rossmann; Em laranja, o Dedo de Zinco; Em lilas, o co-factor-binding loop; E
em amarelo, as regides N e C terminais (a regido C terminal é a que encontra-se no fundo da
imagem). Em cinza o ion de Zn* e em azul escuro o substrato peptideo p53. Moléculas de agua
representadas como esferas vermelhas (MONIOT, 2013; RONIN, 2018).

Imagens geradas pelo programa PyMol.

Fonte: Elaborada pelo autor.
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4.3.2 Estrutura dos modelos gerados

Figura 6. Modelos gerados pelo servidor I-Tasser das enzimas Sir2rp1 de L. major (a), L. mexicana (b) e de
L. braziliensis (c).
Imagens geradas pelo programa PyMol.

Fonte: Elaborada pelo autor.

4.3.3 Sobreposicao e alinhamento dos modelos com o molde

No software PyMOL, os modelos obtidos foram sobrepostos a estrutura
cristalizada da LiSir2rp1 para calculo de RMSD em relagdo ao molde estrutural.

O RMSD, ou erro quadratico médio, € um valor médio do desvio no
posicionamento espacial dos atomos de uma determinada estrutura, ou entre os
atomos de duas ou mais estruturas tridimensionais alinhadas e sobrepostas. Esta
medida é muito empregada nos campos de cristalografia e modelagem, pois
denota, no caso da cristalografia, o desvio médio de cada atomo de uma
determinada estrutura, ou sua resolugdo, e para a modelagem, o quao proximas
duas estruturas tridimensionais sdo uma da outra. O valor arbitrario de RMSD < 2
Angstroms é comumente empregado como sendo indicativo de uma estrutura
cristalografica resolvida com alta resolugdo, ou como um alinhamento
tridimensional favoravel entre duas estruturas (COLE, 2005; HAWKINS, 2017).




16

Figura 7. Alinhamento e sobreposi¢cdo dos modelos gerados com o molde usado (em ciano).

(a) Modelo de Sir2rp1 de L. major gerado (em laranja). RMSD = 0,428 A. (b) Modelo de Sir2rp1 de L. mexicana
gerado (em amarelo). RMSD = 0,228 A. (c) Modelo de Sir2rp1 de L. brasiliensis gerado (em lilas). RMSD = 1,583
A

Alinhamentos tridimensionais e imagens obtidos através do programa PyMol.

Fonte: Elaborada pelo autor.

4.3.4 Regioes dos modelos que encontram-se ausentes no molde

O molde apresenta as extremidades das porgdes N e C terminas e uma
porcao que ocorre no meio da sequéncia da enzima ausentes, em decorréncia de
um tratamento proteolitico breve que fora necessario para a obtencdo de seu
cristal, devido a natureza desordenada e altamente flexivel destas regides, o que

impede a cristalizacdo da proteina quando de sua presenca (RONIN, 2018).
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Figura 8. Modelos de Sir2rp1 gerados, com os residuos de aminoacidos de regides correspondentes a
aquelas que encontram-se ausentes no molde empregado demarcadas em vermelho.

(a) Modelo de Sir2rp1 de L. major gerado (em laranja). (b) Modelo de Sir2rp1 de L. mexicana gerado (em
amarelo). (c) Modelo de Sir2rp1 de L. braziliensis gerado (em lilas).

Imagens geradas pelo programa PyMol.

Fonte: Elaborada pelo autor.

4.4 SAVES, PROCHECK, WHATCHECK, QMEAN e DisEMBL - Verificagao de
Estereoquimica dos Modelos

Os modelos gerados foram avaliados por meio de graficos de
Ramachandran (diagramas de angulos phi e psi), distorcdo de grupos planares,
desvio de angulos 6mega e andlise de qualidade local dos residuos de
aminoacidos dos modelos. Estes dados também foram correlacionados com
resultados da ferramenta preditora de regides de desordem, Remark465.
4.4.1 Graficos de Ramachandran

Os graficos de Ramachandran sdo diagramas dos valores de angulos
diédricos da cadeia principal dos residuos de aminoacidos que compdem uma
determinada proteina. Os angulos phi representam a torsdao da ligagao quimica
entre 0 grupo amino e o carbono alfa, enquanto que os angulos psi representam a
tor¢ao da ligagao entre o carbono alfa e a carbonila do residuo de aminoacido em
questao (RICHARDSON, 1981).
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Os residuos de aminoacidos considerados outliers de Ramachandran sao

aqueles cujos angulos phi e/ou psi apresentam valores incompativeis com as

configuragbes de estruturas secundarias mais comuns para aquele tipo de
aminoacido, sendo elas folhas-betas ou alfa-hélices (RICHARDSON, 1981).

a
o — TR i P —
Ramachandran plots for all residue types Ramachandran plots for all residue types Ramachandran plots for all residue types
3542123 3542123 3542123
37 26 Tie 17) Leu 33) Lys (1)
" » ol w8
z, {%‘ . : . 2| e : 0;& e
< = 5
o By v - 2 »
s
S A 1 — o T e o 4
P P Pl Phi Phi

ambers of resudues are shown i brachets. Those = wmfrrourable conformations (score - -3 00) ar Labeed
Shidung s 3 Iyasof 163 Juioa 2 0A o1 better

Ramachandran plots for all residue types

Psi

=g ]|
-

3803796
Ala (37) Arg (23) Asa (10)
5 F
= L
u
5 AT, " o
an..,%*n L'
L - &
" L3y 4 »
o
r L] “
% = e
™ ™ ™
Asp (21)
=

£ % T
P P P
Glu (28)
o
&8
PR R "
% 7 S T
. .n& .
w -

s shows 5 brackets
204 or beser

Ramachandran plots for all residue types

3803796
Tle (15) Leu (33) Lys (10)
e Fe
15
"
"
v
&
.,
Phi Phi Pl
Phe (16) Pro (25)
— i
i iE A
- o 5
° o it o %
i k. i
'
@
e b —h
Phi Phi P

Ramachandran plots for all residue types

3803796

Val 28)
1o

e

20

&
ass
&




19
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Figura 9. Graficos de Ramachandran individuais para cada tipo de residuo de aminoacido
dos modelos gerados de Sir2rp1 de L. major (a), L. mexicana (b) e L. braziliensis (c).
Os residuos que apresentam conformagdes nao favoraveis estdo demarcados.
Diagramas foram obtidos através da ferramenta PROCHECK do servidor SAVES.

C

Figura 10. Modelos gerados de Sir2rp1 de L. major em laranja (a), L. mexicana em amarelo (b) e L.
braziliensis em lilas (c), com os residuos outliers de Ramachandran demarcados nos diagramas
obtidos pela ferramenta PROCHECK (Figura 9a-c) em vermelho.

Imagens geradas pelo programa PyMol.
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4.4.2 Distorgao de grupos planares
Por meio da ferramenta PROCHECK, foram identificados os residuos dos

modelos gerados cujas cadeias laterais que deveriam apresentar geometria planar

foram distorcidas e ndo se encaixam mais em um unico plano.

a b c
. poge 3 Distorted gecometry Distorted geometry
Distorted geometry 3803796 5057875
3542123 o . Planar groups
Planar groups ‘ )l ‘ B

dechasas with ROMS dit. froa plsmay ~ 0.03A fxsiag,or 0,02 otberwise, Valoe sbows s RMS dist

Figura 11. Grupos planares das cadeias laterais de residuos de aminoacidos dos modelos
gerados de Sir2rp1 de L. major (a), L. mexicana (b) e L. braziliensis (c), que apresentaram

geometria distorcida.
Andlise e imagens obtidas pela ferramenta PROCHECK do servidor SAVES.
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Figura 12. Modelos gerados de Sir2rp1 de L. major em laranja (a), L. mexicana em amarelo (b) e L.
braziliensis em lilas (c), com os residuos que apresentaram geometria planar distorcida
demarcados pela ferramenta PROCHECK (Figura 11a-c) em vermelho.

Imagens geradas pelo programa PyMol.

4.4.3 Desvio de torsdo de angulos Omega

A ferramenta PROCHECK nos indicou os residuos dos modelos gerados
cujos valores de angulos 6mega, isto é, a torgdo da ligagao peptidica, formada
entre a carbonila de um residuo de aminoacido e o grupo amino do préximo
residuo, apresentaram um desvio maior que 2 desvios padrdo da média para
aquele tipo de aminoacido (RICHARDSON, 1981).

Residhie number

b. Absolute deviation from mean of omega torsion

QT T TR W Y TR ST W T PO TR T T e e e
idue number

b. Absolute deviation from mean of omega torsion

0 215 240 245 230 295 260 265 2
Residue number

b. Absolute deviation from mean of omega torsion

b. Absolute deviation from mean of omega torsion . b. Absolute deviation from mean of omega torsion

Figura 13. Desvio absoluto médio

de angulos 6mega dos residuos de aminoacidos dos modelos

gerados de Sir2rp1 de L. major (a), L. mexicana (b) e L. braziliensis (c).

Aqueles que aparecem em vermelho apresentaram um desvio maior que 2 desvios padrao do ideal para aquele

tipo de aminoacido.

Analise e imagens obtidas através da ferramenta PROCHECK do servidor SAVES.
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Figura 14. Modelos gerados de Sir2rp1 de L. major em laranja (a), L. mexicana em amarelo (b) e L.
braziliensis em lilas (c), com os residuos que apresentaram grande desvio de torsdo de angulos
omega demarcados pela ferramenta PROCHECK (Figura 13a-c) em vermelho.

Imagens geradas pelo programa PyMol.

4.4.4 Analise de qualidade local dos residuos de aminoacidos
Utilizou-se o QMEAN para avaliar os residuos dos modelos gerados e

classifica-los de acordo com sua pontuacao de qualidade local.

a b c
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Figura 15. Sequéncias dos modelos de Sir2rp1 de L. major (a), L. mexicana (b) e L. braziliensis (c)
gerados com os residuos de aminoacidos demarcados de acordo com sua pontuag¢dao de qualidade
local.

O gradiente de coloragao varia de ruim (laranja) a bom (azul).

Seus valores de pontuagéo global (QMEAN4 Value) foram de: -6.69, -10.93 e -7.37, respectivamente.

Analise e imagens obtidas através da ferramenta QMEAN.
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Figura 16. Modelos gerados de Sir2rp1 de L. major em laranja (a), L. mexicana em amarelo (b) e L.

braziliensis em lilas (c), com os residuos que apresentaram baixa pontuacdo de qualidade local

demarcados pela ferramenta QMEAN (Figura 15a-c) em vermelho e, aqueles que apresentaram pontuagao

intermediaria, em salmao.

Imagens geradas pelo programa PyMol.

4.4.5 Predicao de regioes estruturais de desordem a partir das sequéncias

A predicdo dos

residuos com alta propensdo de formar regides

desordenadas nos modelos construidos foi feita pela ferramenta DisEMBL.

a

Disordered by Remark-465 definition

b

Disordered by Remark-465 definition

Cc

Disordered by Remark-465 definition

desordem demarcados em verde.

Figura 17. Sequéncias dos modelos gerados de Sir2rp1 de L. major (a), L. mexicana (b) e L. braziliensis

(c), com os residuos de aminoacidos de regides que foram preditas como possiveis regides de

Andlise e imagens obtidas através da ferramenta Remark465 do servidor DisEMBL.
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Figura 18. Modelos gerados de Sir2rp1 de L. major em laranja (a), L. mexicana em amarelo (b) e L.
braziliensis em lilas (c), com os residuos de regides que foram preditas como possiveis regidoes de
desordem pela ferramenta Remark465 do servidor DisEMBL (Figura 17a-c) demarcados em vermelho.

Imagens geradas pelo programa PyMol.

5. DISCUSSAO

5.1 Escolha das sequéncias

A primeira etapa para a realizagao do trabalho de modelagem comparativa
de proteinas € a escolha da sequéncia de aminoacidos a ser modelada e do
molde mais adequado para a mesma. Tendo em vista que o servidor /-Tasser
realiza predicdo do enovelamento com base em um molde (Template Based),
deve-se empregar idealmente para tal finalidade uma sequéncia que apresente
grau de identidade de sua estrutura primaria com as sequéncias a serem
modeladas de no minimo 40%, porem estruturas com até 20% de identidade
também podem ser empregadas, especialmente no caso do emprego de multiplos
moldes para diferentes regides das estruturas modeladas (VERLI, 2014;
FERREIRA, 2018).

Neste caso, considerando que até entdo apenas uma enzima da familia das
Sirtuinas 2 do género Leishmania fora cristalizada e teve a sua estrutura terciaria

elucidada por meio da técnica de cristalografia por difracdo de raios X (codigo
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PDB 50L0), o presente trabalho empregou esta como molde, na construgdo de
modelos de Sirtuinas 2 related protein 1 (Sir2rp1) homdlogas de outras espécies
do mesmo género (L. major, L. mexicana e L. braziliensis), devido a sua
proximidade filogenética e identidade entre suas estruturas primarias. Foram entéao
levantadas todas as sequéncias primarias de enzimas da familia das Sirtuinas 2
do género Leishmania que foram depositadas na plataforma NCBI, para posterior
andlise e selegcao daquelas a serem modeladas (LIMA, 2016; RONIN, 2018;
FERREIRA, 2018).
5.1.2 Predicao de localizacao intracelular e presenc¢a de peptideo sinal

As sequéncias foram analisadas pela ferramenta Phobius, a fim de predizer
sua localizagao intracelular e presenca de peptideo sinal. Desta maneira, foi
possivel distinguir as enzimas homologas do molde escolhido, LiSir2rp1, daquelas
pertencentes a familia das Sirtuinas 2, porém mais distantes, como aquelas dos
grupos Sir2rp2 e Sir2rp3, devido as notaveis diferengas estruturais e de
localizagédo intracelular preditas pela ferramenta. Observa-se que o perfil de
localizac&o intracelular predito pela ferramenta segue um padrao semelhante para
todas as Sir2rp1 (Figura 3), e a auséncia de sequéncia sinalizadora nestas
enzimas. Este resultado é condizente com a localizagdo citoplasmatica das
mesmas e também reflete a semelhanca entre as suas estruturas primarias (KALL,
2004; RONIN, 2018).
5.1.3 Alinhamento das sequéncias

Dentre as sequéncias de Sir2rp1 de L. major, L. mexicana e L. braziliensis
escolhidas, respectivamente sp|Q25337.2, CBZ27844.1 e CBZ14728.1, realizou-
se um alinhamento com a sequéncia do molde de L. infantum, por meio da
ferramenta T-Coffee. Observa-se na figura 4 o grau de identidade de 99% entre a
sequéncia molde e as sequéncias de L. major e L. mexicana e de 90% para a
sequéncia de L. braziliensis. Nota-se também que a sequéncia de Sir2rp1 de L.
braziliensis € mais curta do que as demais (aproximadamente 100 residuos de
aminoacidos a menos), e apresenta a por¢ao correspondente a regido N terminal
e ao co-factor-binding loop (Figura 5b) ausentes de sua estrutura. Tal discrepancia

se deve, provavelmente, a um erro na interpretagao dos segmentos do gene que
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correspondem a introns e éxons, no trabalho de sequénciamento genético do qual
essa sequéncia de aminoacidos provém. (NOTREDAME, 2000; ROGERS, 2011;
TOMMASO, 2011; LIMA, 2016).
5.2 Modelagem

A construcao dos modelos tridimensionais foi realizada no servidor /-Tasser,
a partir das sequéncias previamente selecionadas. Nao foi indicado qual molde
deveria ser utilizado, e dessa forma a plataforma realizou um processo preliminar
automatizado de alinhamento e busca por candidatos a molde, resultando na
escolha da Sirtuin 2 related protein 1 de L. infantum como molde (Figura 5), o
mesmo que havia sido eleito como o mais adequado no inicio deste trabalho. O
grupo responsavel pelo desenvolvimento desta ferramenta optou por esta
abordagem tendo em vista que nem sempre a sequéncia proveniente de uma
espécie de maior proximidade filogenética a aquela que esta sendo estudada ¢ a
mais adequada para ser empregue como molde. Muitas vezes, existe uma
sequéncia de alguma espécie mais distante que apresenta um alinhamento mais
favoravel com a sequéncia a ser modelada. Além disso, este servidor tem a
capacidade de empregar multiplos moldes, identificando o mais adequado para
cada regido individual da sequéncia a ser modelada. Desta maneira, esta
metodologia visa aprimorar a qualidade dos modelos gerados, evitando enviesar a
modelagem pela escolha de um molde que em uma primeira analise aparenta ser
0 mais adequado, devido a proximidade filogenética entre as espécies das quais
as sequéncias provém, mas que na pratica apresenta um alinhamento menos
favoravel do que outra sequéncia que nao fora considerada pelo usuario da
ferramenta (ZHANG, 2008; ROY, 2010; VERLI, 2014; YANG, 2015).
5.3 Verificagao de Estereoquimica dos Modelos

Os modelos de Sir2rp1 gerados (Figura 6) tiveram a sua estereoquimica
avaliada através de graficos de Ramachandran (Figuras 9 e 10), distorcédo de
grupos planares (Figuras 11 e 12), desvio de angulos émega (Figuras 13 e 14) e
analise de qualidade local dos residuos de aminoacidos dos mesmos (Figuras 15
e 16), além de obtencédo de seu RMSD com relagdo ao molde empregado através

de alinhamento tridimensional entre as suas estruturas (Figura 7). Estes
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resultados também foram correlacionados com a &analise de suas estruturas
primarias pela ferramenta preditora de regides de desordem, Remark465 (Figuras
17 e 18) (LASKOWSKI, 1993; HOOFT, 1996; LASKOWSKI, 1996; LINDING, 2003;
BENKERT, 2011).

Constatou-se que diversos residuos de aminoacidos dos modelos gerados
apresentam anomalias estruturais (Figuras de 9 a 16), sendo estas: angulos phi e
psi incompativeis com as estruturas secundarias das quais fazem parte, grupos
planares das cadeias laterais que apresentaram sua geometria distorcida de um
unico plano e adngulos 6mega com desvio maior que 2 desvios padrédo da média
para o tipo de aminoacido em questdo, além da pontuacdo de qualidade local
baixa para alguns residuos. Tais anomalias podem ser atribuidas a alguns fatores,
tais como: a estrutura do molde ter sido elucidada por cristalografia de raios X, a
partir de um cristal da enzima, que dificilmente apresentaria uma estrutura idéntica
aquela que assume em condi¢des fisioldgicas, considerando o quéo distintas
estas sdo daquelas empregadas na cristalizacdo de proteinas. A modelagem
comparativa ter sido realizada em um meio virtual, sem a presenga de moléculas
de solvente e outros solutos. O fato de que a maior parte destes residuos de
aminoacidos que apresentaram anomalias estruturais encontram-se nas regides N
e C terminais e em uma regiao especifica que aparece no meio da sequéncia das
enzimas (Figura 8). Pois, nao so estas trés regides sao preditas pela ferramenta
Remark465 como sendo provaveis regides de desordem (Figuras 17 e 18), mas
também porque estas estdo ausentes no molde empregado, devido ao tratamento
proteolitico breve que foi necessario para a obtencédo do cristal, justamente por
conta da impossibilidade de cristalizar a enzima integra. A auséncia destas regides
no molde prejudica a capacidade preditiva do algoritimo modelador (VERLI, 2014;
MONIOT, 2013; FERREIRA, 2018; RONIN, 2018).

Além do mais, as constatagbes de que: estas regides (Figura 8) sdo muito
mais suscetiveis a hidrolise por proteases do que outras presentes na enzima, os
dois segmentos resultantes da protedlise permanecem unidos apds sua clivagem,
a estrutura resultante desta hidrolise apresenta atividade catalitica inalterada, e a

inabilidade de se obter um cristal quando da presenca destas regides, todas
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corroboram o conceito de que estas sdo, de fato, regides de baixa rigidez
estrutural, além de ndo comporem os dominios funcionais da enzima (RONIN,
2018).

Estas anomalias nas cadeias dos residuos de aminoacidos dos modelos,
principalmente desvios de Ramachandran e de angulos 6mega, também tendem a
ocorrer em regides de alinhamento com motivos estruturais bastante conservados
filogeneticamente e de grande importadncia para o desempenho das fungdes
enzimaticas, no molde. Pois, os algoritmos modeladores apresentam neste caso
um viés no posicionamento dos residuos destas regides, visando manter as suas
estruturas secundarias e terciaria dentro do esperado para aquele dominio que
compdem, como é o caso do Dedo de Zinco e da Dobra de Rossmann (Figura 5b),
ambos dominios funcionais essenciais para a atividade enzimatica das sirtuinas e,
também, bastante conservados ao longo de todos os clados filogenéticos que as
expressam (MONIOT, 2013; VERLI, 2014; FERREIRA, 2018).

A analise dos valores de RMSD calculados a partir da sobreposi¢ao e
alinhamento tridimensional entre os modelos obtidos e o molde estrutural
empregado (Figura 7) indicam o qudo proximas sdo suas estruturas
espacialmente. Os valores obtidos para os modelos de Sir2rp1 de L. major e L.
mexicana, respectivamente 0,428 e 0,228 Angstroms, refletem sua proximidade
filogenética e o alto grau de identidade de 99% entre suas estruturas primarias
(Figura 4a-b), e também o alto nivel de conservacdo entre suas estruturas
secundarias e terciarias, o que implica que estas proteinas apresentem atividade
enzimatica similar, como deacetilases de peptideos dependentes de NAD* e Zn**
como cofatores, devido a presenga em comum dos dominios Dedo de Zinco e da
Dobra de Rossmann, ambas estruturas altamente conservadas (Figura 5b). Ja o
valor maior de RMSD calculado para o modelo obtido de Sir2rp1 de L. braziliensis
(1,583 Angstroms) reflete a identidade ligeiramente menor entre sua estrutura
primaria e a do molde, de 90% (Figura 4c), o que se deve tanto a auséncia da
porcao de aproximadamente 100 aminoacidos que abrange a regiao N-terminal e
o co-factor-binding-loop (Figura 5b) de sua sequéncia obtida do NCBI como a sua
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distancia filogenética um pouco maior com relagcdo ao molde (COLE, 2005;
MONIOT, 2013; HAWKINS, 2017; RONIN, 2018).

Desta forma outras técnicas complementares, como a Dindmica Molecular
(DM), se fazem necessarias para refinar o enovelamento dos modelos e a
configuracdo de seus residuos de aminoacidos, visando a obtengdo de modelos
fidedignos que sejam adequados a aplicagdo em futuros estudos de planejamento
de farmaco baseado na estrutura do alvo (SBDD) e de triagem virtual baseada na
estrutura do alvo (SBVS) (VERLI, 2014; FERREIRA, 2018).

6. CONCLUSAO

Diante dos resultados obtidos, o presente trabalho se mostra uma
contribuicdo para o conhecimento estrutural das Sirtuinas 2 related protein 1
(Sir2rp1) de espécies do género Leishmania, possibilitando que futuros estudos
empreguem os modelos construidos para o desenvolvimento de farmacos visando
o tratamento das Leishmanioses, uma doenca negligenciada de alto impacto
socio-econdmico que € a Leishmaniose, causada por estes parasitas.

No mais, as ferramentas empregadas no desenvolvimento deste trabalho,
tanto para a analise e triagem de sequéncias peptidicas, como para a modelagem
de suas estruturas secundarias e terciarias, tanto quanto para a avaliagdo dos
modelos gerados, contribui para o conhecimento de modelagem virtual,
necessario no desenvolvimento de modelos de outros alvos terapéuticos em
potencial.

A qualidade dos resultados obtidos neste trabalho, também, nos da
indicagdes que temos modelos de Sir2rp1 adequados a aplicacédo em estudos de
planejamento de farmaco baseado na estrutura do alvo (SBDD) e de triagem
virtual baseada na estrutura do alvo (SBVS), visando a obtencdo de novos
candidatos a farmacos com maior seletividade, eficacia e seguranca frente aos

parasitas do género Leishmania.
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