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RESUMO

Diferentemente dos demais eucariotos, os tripanossomatideos possuem algumas
caracteristicas moleculares unicas, como reagdes de trans-splicing e poliadenilagéo.
Conferindo desta forma um direcionamento de regulacdo da expressdo génica de
forma pos-transcricional. O inicio da traducdo desses protozoarios é caracterizado
principalmente por diversos homadlogos de fatores de iniciagdo eucaridticos (elFs) e
da proteina de ligagdo a cauda poli-A (PABP). Em Leishmania, estudos com
espectrometria de massas observaram que a proteina PABP1 se associa de forma
especifica com o complexo EIF4E4 e EIF4G3 e essa interacdo parece depender de
uma proteina de ligacdo a RNA (RBP) especifica chamada RBP23. Esse mesmo
experimento foi realizado com outra RBP, chamada DRBD2, onde também foi
verificada a sua interacdo com a PABP2 e PABP3. Além disso, ambos 0s ensaios de
espectrometria revelaram abundante co-precipitacdo de proteinas hipotéticas. O
objetivo deste estudo foi caracterizar in silico alguns polipeptideos hipotéticos que
obtiveram interacdo com as RBPs (RBP23 e DRBD2). Foram selecionados um total
de seis proteinas que possuiam significativa afinidade com as RBPs em dados
anteriores, sendo trés associadas a RBP23 e trés a DRBD2. As sequéncias das
proteinas foram obtidas do TritrypDB e em seguida empregadas nos preditores
estruturais Phyre2, CI-TASSER e AlphaFold2, respectivamente. Em seguida os
modelos foram refinados e validados para selecionar as melhores caracterizagoes
entre os trés preditores acima, assim como foram analisadas as caracteristicas
funcionais dos moldes usados pelo Phyre2 e CI-TASSER. As melhores
caracterizacdes foram submetidas ao docking molecular no ClusPro, com suas
respectivas RBPs, e a andlise no PDBSum, dos residuos que interagiam entre si,
assim como foi construida a arvore filogenética das seis proteinas. Na analise dos
moldes, das trés associadas a RBP23, duas obtiveram interessantes achados
funcionais, assim como uma das associada a DRBD2, reforcando dessa forma
dados de estudos anteriores a respeito das mesmas. Da formacéo tridimensional
das proteinas, os modelos do AlphaFold2, obtiveram as melhores pontuagfes nas
validacdes e por isso foram selecionados para o docking molecular. Além disso, as
andlises de interagbes de residuos, identificaram consideravel quantidade de
aminoacidos de duas proteinas interagindo com a RBP23 por interacdes ligadas e
nao ligadas. A filogenia apresentou proteinas ortdlogas a L. infantum com
caracteristicas semelhantes aos moldes da predicdo estrutural. Por fim, os
resultados da andlise in silico desse estudo, reforcaram caracteristicas putativas de
algumas proteinas hipotéticas e disponibilizou novas informacdes sobre as demais
proteinas alvo, como também integrou importante base de consulta sobre as
interacdes desses polipeptideos com suas respectivas RBPs. Auxiliando dessa
forma, futuros estudos a respeito das RBPs e seu papel na iniciacdo da traducéo.

Palavras-chave: Tripanossomatideos. Predigdo estrutural. Docking molecular.
RBP23. DRBD2.
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ABSTRACT

Unlike other eukaryotes, trypanosomatids have some unique molecular
characteristics, such as trans-splicing and polyadenylation reactions. Thus, providing
a direction of regulation of gene expression in a post-transcriptional way. The
initiation of translation of these protozoa is mainly characterized by several homologs
of eukaryotic initiation factors (elFs) and the poly(A)- binding protein (PABP). In
Leishmania, mass spectrometry studies observed that the PABP1 protein specifically
associates with the EIF4E4 and EIF4G3 complex and this interaction seems to
depend on a specific RNA-binding protein (RBP) called RBP23. This same
experiment was carried out with another RBP, called DRBD2, where its interaction
with PABP2 and PABP3 was also verified. Furthermore, both spectrometry assays
revealed abundant co-precipitation of hypothetical proteins. The aim of this study was
to characterize in silico some hypothetical polypeptides that interacted with RBPs
(RBP23 and DRBD?2). A total of six proteins that had significant affinity with RBPs in
previous data were selected, three associated with RBP23 and three with DRBD2.
Protein sequences were obtained from TritrypDB and then used in the structural
predictors Phyre2, CI-TASSER and AlphaFold2, respectively. Then the models were
refined and validated to select the best characterizations among the three predictors
above, as well as the functional characteristics of the templates used by Phyre2 and
CI-TASSER were analyzed. The best characterizations were submitted to molecular
docking in ClusPro, with their respective RBPs, and to the analysis in PDBSum, of
the residues that interacted with each other, as well as the phylogenetic tree of the
six proteins was constructed. In the analysis of the templates, of the three associated
with RBP23, two obtained interesting functional findings, as well as one associated
with DRBD2, thus reinforcing data from previous studies about them. From the three-
dimensional formation of proteins, the AlphaFold2 models obtained the best scores in
the validations and therefore were selected for molecular docking. Furthermore,
analysis of residue interactions identified considerable amounts of amino acids from
two proteins interacting with RBP23 by bound and unbound interactions. The
phylogeny showed orthologous proteins to L. infantum with characteristics similar to
the structural prediction templates. Finally, the results of the in silico analysis of this
study reinforced putative characteristics of some hypothetical proteins and provided
new information about the other target proteins, as well as an important consultation
base on the interactions of these polypeptides with their respective RBPs. Helping in
this way, future studies about RBPs and their role in the initiation of translation.

Key words: Trypanosomatids. Structural prediction. Molecular docking. RBP23.
DRBD2
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1 INTRODUCAO

As doencas tropicais negligenciadas - NTDs (do inglés, neglected tropical
diseases) sdo enfermidades que atingem principalmente as populagées mais pobres
(GRIFFERTY et al., 2021). Novas epidemias relacionadas a esse grupo continuam
surgindo no mundo, uma vez que areas de migracao, urbanizacdo, desmatamento e
principalmente pobreza e mudancas climéticas continuam em ascensado no planeta
(GRIFFERTY et al., 2021; OKWOR; UZONNA, 2016). Dentre as doencas que fazem
parte das NTDs, estdo as que possuem como agente etiolégico parasitas da familia
trypanosomatidae como a Leishmania spp. responsavel pela Leishmaniose,
Trypanosoma cruzi pela doenca de Chagas e Trypanosoma brucei pela
Tripanossomiase humana africana (LEITE et al., 2013; WHO, 2015). Dentre essas
doencgas, as leishmanioses poden cursar entre trés principais formas clinicas:
cutanea, mucocutanea e visceral ou calazar (MCGWIRE; SATOSKAR, 2013).

Em relacdo a biologia molecular, os tripanossomatideos possuem algumas
caracteristicas particulares em relacdo aos demais eucariotos, 0s seus genes sao
transcritos como RNAs policistrénicos longos, através da RNA polimerase |l
(COUTINHO-ABREU et al., 2020). Os mRNAs maduros surgem através de uma
reacao de trans-splicing, na qual se adiciona na extremidade 5 uma sequéncia lider
de 39 nucleotideos no mRNA, em seguida ocorre a clivagem e a reacdo de
poliadenilacdo (KRAMER; CARRINGTON, 2011). Véarios experimentos evidenciam
que o trans-splicing e a poliadenilacdo sdo mecanisticamente acoplados (LOPEZ-
ESTRANO; TSCHUDI; ULLU, 1998; MICHAELI, 2011). Tais reagdes, juntas,
auxiliam na maturacdo do mRNA e controle da expressdo génica, assim como 0s
mecanismos de acgdo pos-transcricionais (CLAYTON, 2002; CLAYTON; SHAPIRA,
2007).

Na iniciagdo da tradugcdo em eucariotos, se destaca os fatores de iniciagao
eucarioticos (elFs), formando um complexo heterotrimérico chamado elF4F, formado
pelos fatores elF4E, que se liga diretamente ao cap, a RNA helicase elF4A e o
elF4G, responsavel por conectar o fator elF4AE com o fator elF4A e também por
servir de ponte para a jungdo do mRNA com a subunidade ribossomal 40S, isto,
mediante sua interagcdo com o complexo elF3 (GOODFELLOW; ROBERTS, 2008).
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Em tripanossomatideos, h& diversos homologos das subunidades do
complexo elF4F, dentre eles se encontram seis homélogos do elF4E (EIF4ELl até
EIF4E6) e cinco homologos do elF4G (EIF4G1 até EIF4G5), no qual os fatores
elF4G3 e elF4G4 interagem com os fatores elF4E4 e elF4E3, de modo respectivo,
formando dois complexos do tipo elF4F distintos (MOURA et al. 2015). Tais
complexos sdo de consideravel importancia para o protozoario, pois a deplecao de
suas subunidades pode desencadear crescimento anormal, morfologia alterada e
morte celular (ROSS-KASCHITZA; ALTMANN, 2020).

Outro fator que possui homoélogos € o elF4A, neste, sdo dois homologos
(elF4A1 e elF4Alll), membros da familia DEAD-box de RNA helicases (DHALIA et
al., 2006). Em eucariotos o complexo elF4F atua junto com a PABP (proteina de
ligacdo a cauda poli-A) para promover o controle da traducdo e estabilidade do
mMRNA (DA COSTA LIMA et al., 2010). H& trés homodlogos da PABP em
tripanossomatideos, sendo eles PABP1, PABP2 e PABP3, entretanto, apenas o0s
dois primeiros sdo encontrados em todas as espécies, pois a PABP3 é exclusiva de
Leishmania (DA COSTA LIMA et al., 2010). Acredita-se que a associacado de
diferentes complexos do tipo elF4F e de moléculas de PABP ao mRNA € que define
o destino deste e quando seré traduzido (FREIRE et al., 2017).

Em um estudo sobre a PABP, o grupo de pesquisa de Biologia Molecular de
Tripanossomatideos do Laboratério de Microbiologia do Aggeu Magalhdes - PE
identificou duas proteinas hipotéticas de L. infantum, codificadas pelo gene
LINF_170011800 (proteina de ligacdo a RNA - RBP23) e LINF_350027200 (proteina
de ligacdo a RNA - DRBD2), associadas respectivamente a PABP1 e PABP2, que
apos estudos foi verificada na proteina estruturada a presenca de dominios de
ligacdo a RNA do tipo RRM (Motivo de reconhecimento do RNA) em ambas as
proteinas (ASSIS et al.,, 2021). Uma primeira associacdo especifica foi observada
em Leishmania entre o complexo EIF4E4/EIF4G3 com a PABP1 e a RBP23 (DE
MELO NETO et al., 2018). Essa associacdo tem como hipdtese a interagcao
especifica entre mRNAs codificantes de proteinas ribossomais (RP-mRNAS) e a
RBP23, que por sua vez reconhece a PABP1l e direciona os RP-mRNAs para
traducao no complexo EIF4E4/EIFAG3 (DE MELO NETO et al., 2018; ASSIS et al.,
2021). Em dados de espectrometria de massas de (ASSIS et al., 2021), foi
confirmada precipitacdo da RBP23 com o complexo EIF4AE4/EIFAG3 e PABP1, mas

também a co-precipitacdo de diversas proteinas hipotéticas junto com a RBP23. Em
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relacdo a DRBD2 foi constatada a sua interacdo com a PABP2/PABP3, além de
interagir com um perfil diverso de proteinas hipotéticas e de ligacdo ao RNA (ASSIS
et al., 2021).

Com os dados apresentados, podemos incluir ferramentas de bioinformatica
para auxiliar na investigacdo dessas proteinas com auséncia de caracterizagbes
anteriores. A pesquisa in silico através da utilizacado de programas como de predicéo
estrutural, de fato € conhecida por prover informacdes relevantes sobre estruturas
biolégicas como as das proteinas (FANG; SHANG; XU, 2018; WHELAN; LIO;
GOLDMAN, 2001). A partir da utilizacao de preditores estruturais para desvendar a
forma tridimensional da proteina, é possivel encontrar suposta fungcdo molecular
para a mesma (GINALSKI; RYCHLEWSKI, 2003), assim como a filogenia pode
auxiliar encontrando ortélogos que possam vir a ter uma funcdo semelhante a
proteina de estudo (SWINGLEY; BLANKENSHIP; RAYMOND, 2008). Além disso, o
uso da bioinformatica, também pode auxiliar na pesquisa de interacBes proteina-
proteina através do docking molecular (NGOUNOU WETIE et al., 2013). Como dito
anteriormente, as proteinas hipotéticas interagem com as RBPs, contudo ndo se
sabe estruturalmente como ocorrem essas interacdes e nem sobre a fisico-quimica
dessas ligacBes, dessa forma o estudo da interac&o proteina-proteina in silico pode
auxiliar fortemente no entendimento desses complexos. A partir disso, com o
propésito de contribuir no entendimento dos mecanismos de regulacdo da expressao
génica em Leishmania infantum, como o reconhecimento dos RP-mRNAs pela
RBP23 e PABP1 e o impacto da interagdo da DRBD2 com a PABP2/PABP3 e
MRNAs na traducdo, é necessaria uma melhor compreensdo sobre a funcédo das
proteinas parceiras hipotéticas que interagem com ambas RBPs. Com isso, seis (6)
proteinas hipotéticas associadas significativamente as RBPs (trés ligadas a RBP23 e
trés ligadas a DRBD2), foram submetidas in silico a predi¢do estrutural, analise de
interacdo proteina-proteina e a filogenia molecular com o intuito desenvolver uma

melhor definicdo de suas possiveis fungdes.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 FAMILIA TRYPANOSOMATIDAE

A familia Trypanosomatidae € composta por protozoarios flagelados da classe
Kinetoplastida (SINGH, 2006). Nessa classe se destacam duas principais ordens, a
Bodonida (engloba organismos de vida livre como Bodo saltans) e a
Trypanosomatida, onde se encontra a familia Trypanosomatidae formada por
géneros como Leptomonas, Phytomonas, Sergeia, Paratrypanosoma, Blastocrithidia,
Wallaceina, Crithidia, Trypanosoma e Leishmania (CAVALIER-SMITH, 2016). Os
géneros Trypanosoma spp. e Leishmania spp. apresentam elevada relevancia
meédica, por possuir algumas espécies consideradas agentes etiolégicos de doencas
tropicais negligenciadas (CUERVO; DOMONT; DE JESUS, 2010). Entre as
principais doencas humanas provocadas por esses parasitos se encontram a
Tripanossomiase humana africana, também conhecida como doenca do sono,
causada pelo Trypanosoma brucei; Doenca de Chagas, causada pelo Trypanosoma
cruzi e as Leishmanioses decorrentes de diversas espécies de Leishmania sp.
(MCCALL; MCKERROW, 2014). Se destacando a Doenca de Chagas e as
Leishmanioses por apresentarem elevada morbimortalidade, com aproximadamente
8.000 e 20.000-50.000 mortes por ano, respectivamente (LOPEZ LOPEZ; PEREZ-
ANTON; THOMAS, 2019).

Esses parasitas possuem a capacidade de alternar entre hospedeiros
invertebrados e vertebrados no decorrer de seu ciclo biolégico (KAUFER et al.,
2017). Para que isso ocorra 0s mesmos intercalam entre diferentes formas
evolutivas, apresentando caracteristicas morfoldgicas que variam entre os diferentes
tipos, como: promastigota, amastigota, tripomastigota, epimastigota, coanomastigota
e opistomastigota (Figura 1) (KAUFER et al., 2017). Por exemplo, a Leishmania spp.
pode viver dentro de células de mamiferos no estagio celular amastigota, na corrente
sanguinea como promastigotas metaciclicos ou no intestino de insetos como
promastigotas prociclicas (RODRIGUES; GODINHO; DE SOUZA, 2014). Além disso,
a biologia celular desses organismos € marcada por algumas particularidades, como

a mitocondria, que nesses protozoarios é Unica, ramificada e com a presenca de
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uma regido particular proxima ao corpo basal e bolsa flagelar, regido conhecida
como cinetoplasto, responsavel por armazenar o DNA mitocondrial (RODRIGUES;
GODINHO; DE SOUZA, 2014).

Figura 1: Representagdo esquematica das principais formas morfolégicas presentes nos
tripanossomatideos

Epimastigota
O
Tripomastigota
Promastigota
Opistomastigota
Opistomorfas

Esferomastigota

V4
" R

Fonte: Adaptado de D’AVILA-LEVY et al. (2015)
Legenda: A. epimastigota. B. tripomastigota. C. promastigota. D. opistomastigota. E. coanomastigota.
F. amastigota. G. esferomastigota. H. opistomorfas

2.1 LEISHMANIA E LEISHMANIOSES

O género leishmania se divide em cinco subgéneros: Leishmania, Viannia,
Sauroleishmania, Paraleishmania e complexo Leishmania enriettii, entretanto, as
espécies de interesse biomédico e patogénicas ao ser humano, se encontram
principalmente nos géneros Leishmania (L. major, L. tropica, L. aethiopica, L.
donovani, L. infantum, L. mexicana, L. amazonensis) e Viannia (L. braziliensis, L.
peruviana, L. panamensis, L.guyanensis) (BATES, 2007; AKHOUNDI et al., 2016).

7

As leishmanioses € o nome da doenca causada por esses parasitas,
disseminados nas areas tropicais e subtropicais de 98 paises nos quatros
continentes: América, Africa, Asia e Europa (STEVERDING, 2017). Esses parasitas

sdo transmitidos a mamiferos através de insetos vetores Flebotomineos fémeas do
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género Phlebotomus (Figura 2) e Lutzomyia que estejam infectados por espécies
patogénicas (STEVERDING, 2017).

As espécies citadas acima de Leishmania s&o transmitidas a humanos e a
outros mamiferos através de insetos vetores Flebotomineos fémeas do género
Phlebotomus (Figura 2) e Lutzomyia que estejam infectados (STEVERDING, 2017).
Esses vetores sdo disseminados nas areas tropicais e subtropicais de 98 paises nos
quatros continentes: América, Africa, Asia e Europa (STEVERDING, 2017). No
momento da inoculacéo pela picada do inseto, a infec¢cdo pode cursar com diversas
formas clinicas como: a leishmaniose visceral (LV), leishmaniose cutanea (LC) e
leishmaniose mucocutanea (LCM) (MCGWIRE; SATOSKAR, 2013). A LC é a forma
branda, causada por espécies como L. amazonensis, L. major e L. mexicana,
enquanto que a LCM tem como agente etiolégico a L.braziliensis (MCGWIRE;
SATOSKAR, 2013). A LV ou também chamada de calazar é a forma mais grave da
doenca, comumente é causada pelas espécies L. donovani do Velho Mundo
(Paquistdo, Africa, China e regides da india) e L. infantum (Mediterraneo)
(MCGWIRE; SATOSKAR, 2013). No novo mundo, principalmente no Brasil a LV é
causada por L. infantum ou L. infantum chagasi, decorrente da proliferacdo dos
parasitas em fagocitos do sistema reticuloendotelial, causando consequentemente a
lise da célula hospedeira, liberando os parasitas na corrente sanguinea, com
possibilidade de infectar a medula 6ssea, bago e figado, e também originar
hepatoesplenomegalia e/ou supressao da medula 6ssea nos pacientes (MCGWIRE;
SATOSKAR, 2013).

Figura 2: Flebotomineo fémea do género Phlebotomus sp.

Fonte: CLEMENTI et al. (2011)
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2.2.1 Ciclo Biolégico

O ciclo biolégico dos protozoarios de Leishmania pode ser dividido em duas
etapas: etapa dos promastigotas moveis extracelulares que habitam o interior do
vetor flebotomineo (Figura 3A) e a etapa dos amastigotas imodveis intracelulares que
se localizam dentro de fagolisossomos de macrogafos de mamiferos (Figura 3B)
(SARWAR et al., 2018; BORGHI et al., 2016; KAMMONA; TSANAKTSIDOU, 2021).
Na Figura 4, o ciclo se inicia através do repasto sanguineo ou picada de
flebotomineos fémeas infectados, injetando com sua saliva 0s protozoarios de
Leishmania spp. na forma evolutiva promastigota metaciclica em hospedeiros
vertebrados (PALMA et al., 2018). Em seguida, os promastigotas sao fagocitados
por macrofagos, se transformando em amastigotas replicantes (PALMA et al., 2018).
Esses macréfagos parasitados por amastigotas podem ser ingeridos pelo
flebotomineo em outro repasto sanguineo, se dirigindo ao intestino médio desses
insetos, se diferenciando em promastigotas prociclicas, que ap0s ciclos de diviséo

binaria se diferenciam na forma infectante, reiniciando o ciclo (KAYE; SCOTT, 2011).

Figura 3: Fases evolutivas da Leishmania donovani.

A B

Fonte: MCGWIRE; SATOSKAR (2013)
Legenda: promastigotas de L. donovani ( A ), presenca de parasitas intracelulares dentro de

\

macrofagos (B)



Figura 4: Ciclo biolégico do parasita causador das leishmanioses.
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Fonte: Adaptado de MCGWIRE; SATOSKAR (2013)

Legenda: O flebotomineo injeta as formas promastigotas através da pele do individuo (1). Ocorre o

recrutamento de neutréfilos para o local da inoculacéo para fagocitar os parasitas (2). Os neutréfilos

liberam os promastigotas que séo fagocitados por macréfagos (3). Em macréfagos os promastigotas

se transformam em amastigotas (4). Os amastigotas se multiplicam em macréfagos rompendo a

célula e sendo liberado para corrente sanguinea e para outros tecidos (5). O flebotomineo pica o

individuo infectado (6). Ingestéo de células parasitadas por amastigotas pelo inseto (7). Os

amastigotas se transformam em promastigotas no intestino médio do vetor (8). Promastigotas se

dividem e migram para o intestino médio e anterior do inseto até realizar um novo repasto sanguineo

reiniciando o ciclo (9).
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2.2.2 Manifestagfes Clinicas e Tratamento

As formas clinicas da Leishmaniose ocorrem a depender da espécie
parasitaria e da resposta imunologica do hospedeiro, havendo a possibilidade de se
apresentar como leishmaniose cutanea, difusa, disseminada, mucocutadnea e
visceral (ANDRADE NETO et al.,, 2018). A Leishmaniose cutanea ou também
chamada de leishmaniose tegumentar (Figura 5A e B), é caracterizada inicialmente
por papulas isoladas e bem circunscritas no local da inoculacdo do parasita,
havendo a possibilidade de formar nédulos, placas e ulceras (KEVRIC; CAPPEL;
KEELING, 2015). A cutanea difusa ou também chamada anérgica, é caracterizada
por lesBes nao ulcerativas, abundantes amastigotas em macréfagos e teste cutaneo
negativo (Figura 5C), enquanto que a cutanea disseminada se apresenta com
grande numero de lesdes acneiformes, papulares e ulceradas no corpo, com
possibilidade de acometer a mucosa, além de desenvolver propensao a cronicidade
e recidivas (HASHIGUCHI et al., 2016; MACHADO et al., 2015). A mucocutanea,
geralmente pode se apresentar ap0s anos da cicatrizacdo das lesdes cutaneas
(AMATO et al., 2007). A regiao nasal e da boca sdao as mais afetadas, causando
congestdo nasal, erosdes e destruicdo da mucosa (Figura 5D), além disso, essas
lesbes ulcerativas podem comprometer a orofaringe e traqueia, levando a um
possivel problema respiratorio no individuo (HANDLER et al.,, 2015; ANDRADE
NETO et al., 2018). A visceral costuma se desenvolver anos apGs a primeira
infeccdo em macrofagos do sistema reticuloendotelial, essa forma da doenca causa
alguns sintomas como fraqueza, febre, tosse, perda de peso, anorexia,
esplenomegalia (Figura 5E), hepatoesplenomegalia e linfadenopatia (KEVRIC;
CAPPEL; KEELING, 2015).
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Figura 5: Manifestacgdes clinicas da leishmaniose.

Fonte: Adaptado de MAGILL et al. (2011) e VAN GRIENSVEN; DIRO (2012)

Legenda: Leishmaniose mucocutanea (A); leishmaniose cutanea difusa (B); leishmaniose cutanea (C)
e (D)

Os tratamentos comumente utilizados atualmente para a Leishmaniose incluem
a quimioterapia com antimoniais para as formas clinica cutanea e mucocutanea e
uso da anfotericina B para a forma visceral (TASLIMI; ZAHEDIFARD; RAFATI,
2016). Entretanto, o uso desses medicamentos tem como principal empecilho a
problemética do desenvolvimento de resisténcia e o0 grau de toxicidade
(MOHAPATRA, 2014). Entre os medicamentos antimoniais mais utilizados, estédo o
estibogluconato de sddio, antimoniato de meglumina e pentamidina, esses trés sao
usados como primeira linha para leishmaniose humana ha mais de 70 anos em
varios paises, contudo, sdo drogas com efeitos adversos severos, com possibilidade
de causar pancreatite aguda, arritmias e em alguns casos ser fatal (AMEEN, 2007,
COLLIN et al., 2004). Outras drogas como a anfotericina B lipossomal, miltefosina e

paromomicina, sdo usadas em combinacédo ou isoladas (ORYAN; AKBARI, 2016).
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2.3 BIOLOGIA MOLECULAR DOS TRIPANOSSOMATIDEOS

Os tripanossomatideos possuem caracteristicas particulares em relacéo a sua
biologia molecular, se destacando os processos de edicdo de RNA e a presenca de
uma estrutura exclusiva de DNA mitocondrial (cinetoplasto) (WENG et al., 2008).
Além disso, esses parasitas possuem uma organizacdo gendmica de longas
unidades de transcricdo policistronicas (PREUSSER; JAE; BINDEREIF, 2012). O
controle transcricional € marcado pela auséncia de promotores classicos para a RNA
Polimerase 1l, ocorrendo dessa forma uma complexa regulacdo génica
(DAMASCENO et al., 2021; CLAYTON, 2016).

2.3.1 Transcricao Policistronica e Regulacdo Pés-Transcricional

A maioria dos eucariotos realizam a transcricdo génica através de unidades
monocistronicas, ou seja, ocorrendo uma regulacdo exclusiva em cada gene
(BLUMENTHAL, 2004). Esse processo de transcricdo é caracterizado inicialmente
pela adicdo de uma estrutura cap (7-metil guanosina) na extremidade 5 do mRNA,
em seguida ocorre a maturacao atraves do cis-splicing, processo pelo qual consiste
na retirada dos introns e unido dos éxons do mMRNA maduro (SNUSTAD; SIMMONS,
2013). Logo apos ocorre a adicdo de uma sequéncia de adeninas na extremidade 3’
e a poliadenilacdo (SNUSTAD; SIMMONS, 2013). A classe Kinetoplastida, da qual
fazem parte os tripanosomatideos, sao constituidos de longas matrizes, transcritas
em precursores de RNA policistronicos (MARTINEZ-CALVILLO et al., 2003). Nesses
parasitas, para individualizar as transcricdes policistronicas em mMRNAs sao
necessarias duas reacdes de processamento, o0 trans-splicing e a poliadenilacédo
(FERNANDEZ-MOYA; ESTEVEZ, 2010). Ambas as reacdes apresentam sequéncias
ricas em polipirimidinas nas regides intergénicas (CLAYTON; SHAPIRA, 2007;
LIANG et al., 2003). O trans-splicing, por exemplo, é responsavel por anexar uma
sequéncia lider (SL) de 39 nucleotideos na extremidade 5 de aproximadamente
quase todos os mRNAs, enquanto que na extremidade 3’ ocorre a poliadenilagdo
com a adicdo das adeninas (CLAYTON; SHAPIRA, 2007). A sequéncia lider
anexada pela reacdo possui a estrutura do cap modificada para cap4, devido a

metilacdo dos primeiros quatro nucleotideos (DE GAUDENZI et al., 2011). Apos a
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transcricdo policistrénica, os tripanossomatideos necessitam de mecanismos pos
transcricionais para direcionar o mRNA (PREUSSER; JAE; BINDEREIF, 2012).
Esses mecanismos se fazem presentes com o0 objetivo de atuar na estabilidade,
processamento, transporte e traducdo das mRNAs (CLAYTON; SHAPIRA, 2007).
Apos o processamento do mMRNA maduro, o mesmo é exportado do ndcleo da célula
para o citoplasma, esse processo ocorre através de um complexo ribonucleoproteico
(RNP) (MULLER-MCNICOLL; NEUGEBAUER, 2013). Para formacdo desse
complexo, 0 mRNA precisa se associar a algumas proteinas especificas com o
objetivo de direcionar o seu destino final, seja para a degradacdo, armazenamento
ou traducdo (GLISOVIC et al., 2008). As proteinas que se ligam ao mRNA maduro
sdo chamadas de proteinas de ligacdo a RNA (RBP - RNA-binding proteins), e séo
responsaveis por acompanhar os processos de controle da expressdo génica
(MULLER-MCNICOLL; NEUGEBAUER, 2013; D’AGOSTINO et al., 2019).

2.3.2 Traducgdo em Eucariotos

A traducdo em eucariotos inicia classicamente com a formacdo do complexo
de pré-iniciagdo 43S, também chamado de PIC (do inglés, pre-initiation complex) o
qual é formado pela subunidade ribossomal 40S, fatores de iniciacdo eucariéticos -
elFs (do inglés, eukaryotic Initiation Factor) elF1, elF1A, elF3 e elF5 e também um
complexo ternario que é constituido pelo elF2, uma molécula de GTP e um metionil-
tRNA iniciador (elF2-GTP-Met-tRNAI) (HINNEBUSCH, 2017). Com a formacédo do
PIC 43S, ocorre o recrutamento do elF4B e o complexo elF4F através do cap
presente na extremidade 5’ do mRNA (JACKSON; HELLEN; PESTOVA, 2010). Esse
complexo é de suma importancia para a ligacdo do mRNA ao ribossomo, sendo
formado por trés subunidades: elF4E responsavel por reconhecer a estrutura 5- cap
do mRNA; elF4A, uma RNA helicase/ATPase que se junta ao elF4B e desfaz
estruturas proteicas na regidgo UTR 5 do mRNA, com o objetivo de facilitar a
interacdo do complexo com o ribossomo e o elF4G conhecido por possuir sitios de
ligacdo para os elFs como elF3 e elF4E, este ultimo por meio de sua interagdo com
elF4G e a proteina de ligagdo a cauda poli-A - PABP (do inglés, Poly(a)- Binding
Protein), pode permitir a unido das extremidades 5 e 3’ do mRNA, resultando na

circularizagdo do mesmo e propiciando a reciclagem com outras rodadas de
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iniciacdo utilizando o mesmo mMRNA (AITKEN; LORSCH, 2012). A jun¢édo do PIC
43S com o complexo elF4F e elF4B forma o PIC 48S, responsavel por varrer da
regidao 5 até 3’ do mRNA até que seja encontrado o cdédon de iniciagcdo AUG,
resultando, posteriormente, no desmonte dos elF’s da subunidade 40S, restando o
complexo de iniciagdo 48S que entdo se une a subunidade ribossomal maior 60S
para formar o ribossomo 80S e dar inicio ao alongamento da cadeia proteica
(BOCHLER et al., 2020).

Figura 6: Representacao da iniciacdo da tradugcdo em eucariotos

Complexo de pre-@ elF2

iniciagao 43S P805\

Complexo de pré-
iniciagcao 48S

Fonte: Adaptado de YANGUEZ; NIETO, 2011

2.3.3 Homodlogos dos Fatores de Iniciacdo Eucariéticos (elFs) em

Tripanossomatideos

A etapa da traducdo em tripanossomatideos é marcada pela abundancia de
fatores de iniciagdo eucaridticos (FREIRE et al., 2017). Em Leishmania e
Trypanosoma foram identificados diversas homologias nos fatores que compdem o
elF4F, dentre os quais se destacam cinco homoélogos do fator elF4G (EIF4G1 a 5),
dois homologos do elF4A (EIF4Al e EIF4AIIl) e seis do fator elF4E (EIF4EL1l ao 6)
(FREIRE et al., 2014; DHALIA et al., 2005; DHALIA et al., 2006; FREIRE et al.,
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2017). Atualmente alguns complexos do tipo elF4F de T. brucei estdo descritos na
literatura, porém ainda com pouco conhecimento a respeito, entre eles estdo as
associacOes entre EIF4E6/EIFAGS5, EIF4ES/EIFAG2 e EIF4ES/EIFAGL (FREIRE et
al., 2014). Entretanto, por experimentos de interacdo proteina-proteina, outros dois
complexos foram descobertos e mais bem caracterizados, o EIF4E4/EIF4G3 e
EIF4E3/EIFAG4, ambos apresentando fungdes essenciais para a traducao (FREIRE
et al., 2017). Esse complexo EIF4AE4/EIF4AG3 é recrutado pela PABP1 (homdlogo da
PABP) que por sua vez interage com a RBP23 e direciona de forma seletiva os
MRNAs para a traducdo (ASSIS et al., 2021; DE MELO NETO et al., 2016; DE
MELO NETO et al., 2018).

2.3.4 Proteinas de Ligacdo ao RNA (RBPs)

As RBPs sdo importantissimas na expressao génica, pois estdo envolvidas
em processos de diferenciacdo celular e resposta celular a mudancas ambientais
(ALVES, 2016). Isso leva a crer que as RBPs de tripanossomatideos possuem
funcdes regulatérias diferentes dos demais eucariotos, visto que esses parasitas
sofrem diversos estresses fisiologicos, seja por temperatura ou nutricional, que
consequentemente estimulam a diferenciacdo de um estagio evolutivo a outro
(ALVES, 2016). Além disso, em tripanossomatideos, o papel crucial dessas
proteinas é observado na modulacdo da abundancia de mRNA, ocorrendo a partir
da ligacdo das mesmas com motivos estruturais em regides 3’ nao traduzidas do
MRNA, interacdo que ocorre através de dominios funcionais como os Dedos de
Zinco (em inglés, Zinc Finger), Pumilio, ALBA e Motivo de reconhecimento do RNA
(RRM do inglés, RNA-Recognition Motif) (ROMANIUK, 2016; KOLEV; ULLU;
TSCHUDI, 2014). A partir do tipo da RBP que se associa com o transcrito, podem
ser recrutados diferentes proteinas (fatores de iniciagdo eucaridticos) para o
complexo RNP (CLAYTON, 2016; ROMANIUK, 2016). Com a finalizagdo do
complexo, o0 mRNA tera o seu destino dentro da célula, entretanto, os dados sobre

esses complexos de RNP ainda séo limitados nesses parasitas (CLAYTON, 2016).
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2341 PABP1

Entre as principais proteinas de ligagcdo ao RNA, esta a proteina de ligacdo a
cauda poli-A - PABP, devido a sua participacdo em diversos eventos que dependem
do mRNA (KAHVEJIAN, 2005). Além de possuir alta afinidade por sequéncias ricas
em adenosinas na por¢gdo 3° do mRNA, a PABP se associa também a outras
proteinas, gerando um complexo responsavel pela exportacdo do mRNA como
também da iniciacdo da traducédo (ELISEEVA; LYABIN; OVCHINNIKOV, 2013). Em
tripanossomatideos foram identificados trés homologos dessa proteina, a PABP1,
PABP2 e PABP3 (DA COSTA LIMA et al., 2010). No estudo com esses protozoarios
foi visto que a PABP1 é citoplasmatica, enquanto que a PABP2 e PABP3 tém a
possibilidade de migrar para o nucleo da célula apds a interrupcado da transcricao
(DA COSTA LIMA et al.,, 2010). Além disso, apenas as PABP1 e PABP2 sao
encontradas em todas as espécies de tripanossomatideos, enquanto que a PABP3 é
exclusiva de Leishmania (DA COSTA LIMA et al., 2010; KRAMER et al., 2013).

2.3.4.2 RBP23e DRBD2

Em T. brucei, a RBP23 e DRBD2 sédo proteinas de ligacdo a RNA de baixo
peso molecular, caracterizadas por possuir dominios funcionais RRM C-terminal (DE
GAUDENZI; FRASCH; CLAYTON, 2005). Ambas possuem localizacao
citoplasmatica, com a RBP23 apresentando distribuicdo reticulada e a DRBD2 se
concentrando na regido perinuclear (DEAN; SUNTER; WHEELER, 2017). Dados de
DE MELO NETO et al, (2018), evidenciam que a RBP23 se associa de forma
especifica com a PABP1 de Leishmania, com o intuito de recrutar o complexo de
fatores de iniciacdo (EIF4AE4/EIFAG3) e direcionar o mRNAs codificantes de
proteinas ribossomais (RP-mRNASs) para a traducdo. Os experimentos de ASSIS et
al., (2021) reforcam através da imunoprecipitacdo a interacdo entre a RBP23 e
PABP1 ao complexo citado acima, assim como a co-precipitacdo da PABP2 e
PABP3 com a DRBD2. Nesse mesmo estudo as associacbes citadas acima
acompanharam um perfil diverso de proteinas hipotéticas que co-precipitaram. Visto
isso, descobrir o papel dessas proteinas hipotéticas é de suma importancia para a

compreensao da interacéo entre as RBPs e os complexos. Para isso, a utilizagédo de
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ferramentas de bioinformética se torna indispensavel para direcionar de forma

eficiente e otimizada os futuros estudos a respeito das RBPs e iniciagédo da traducao.

2.4 PREDICAO ESTRUTURAL DAS PROTEINAS

A predicdo estrutural, modelagem molecular ou modelagem proteica €
caracterizada como um metodo de bioinformatica de sumo valor, responséavel por
propiciar a investigacdo, interpretacdo e descobrimento de novos fendmenos
(NADENDLA, 2004). Entretanto, apesar da disponibilidade de diversas ferramentas
para predi¢cdo de estrutura proteica, ha o desafio de obter bons modelos e realizar a
interpretacdo correta dos mesmos (NADENDLA, 2004). O ato de prever uma
estrutura proteica, através de ferramentas de predicdo estrutural se refere ao
trabalho de gerar modelos tridimensionais a partir do alinhamento de uma ou mais
sequéncias primarias de aminoacidos contra proteinas de estruturas conhecidas,
utilizando algoritmos computacionais (MARTI-RENOM et al., 2000). Com a
determinacao dessa estrutura terciaria é possivel fornecer informacdes cruciais para
compreender a funcdo da mesma, todavia esse processo € beneficiado pela
intervencdo humana, pois o conhecimento prévio sobre a proteina pode auxiliar na
escolha do melhor modelo (GINALSKI; RYCHLEWSKI, 2003; MARTI-RENOM et al.,
2000; MURZIN; BATEMAN, 2001).

Atualmente a principais plataformas de dados de proteinas, sdo o Protein
Date Bank (PDB) e The universal protein knowledgebase (UniProt), armazenando
mais de 170.000 estruturas resolvidas de proteinas e 190 milhdes de sequéncias
proteicas, respectivamente (ROSE et al., 2020; BATEMAN et al., 2020). A partir
disso podemos observar a discrepante lacuna que existe entre a quantidade de
sequéncias proteicas identificadas contra a quantidade de estruturas resolvidas.
Essa diferenga tem aumentado, pois, aléem do barateamento das novas técnicas de
sequenciamento (permitindo sequenciar cada vez mais proteinas), grande parte das
estruturas biomoleculares ainda sdo descritas por metodologias experimentais, como
ressonancia magnética nuclear (RMN), cristalografia de raios X e microscopia
eletrénica 3D (VAN DIJK et al., 2018; BAKER, 2001; RANGWALA; KARYPIS, 2011;
SILVA; BASTOS; SANTOS, 2021). Tais metodologias sao laboriosas, de custo
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elevado e principalmente com baixa capacidade de aplicagdo em larga escala
(HARRINGTON; JENSEN; BORK, 2008).

Atualmente a predicdo estrutural pode ser realizada por métodos mais
sofisticados e recentes como por machine learning, caracteristico do programa
AlphaFold2, como também por métodos tradicionais (Figura 7). métodos
independentes de estruturas molde (incluem predi¢ao ab initio e predicdo de novo) e
métodos baseados em estruturas molde (incluem threading e modelagem
comparativa) (CRAMER, 2021; VERLI, 2014). Enquanto que na modelagem de novo
é utilizado fragmentos estruturais do PDB, sem identidade com a sequéncia alvo, a
ab initio é inteiramente baseada em leis da fisica para determinar a estrutura da
proteina (SILVA; BASTOS; SANTOS, 2021). No threading a proteina alvo é
fragmentada, com o intuito de tentar encontrar homélogos estruturais através de
diversos alinhamentos dos fragmentos com estruturas do PDB (SILVA; BASTOS;
SANTOS, 2021). Para a modelagem comparativa é necesséria uma proteina molde
com identidade e similaridade entre 25% a 30% com a sequéncia que se deseja
modelar, para que dessa forma seja possivel propor o modelo (SILVA; BASTOS;
SANTOS, 2021). Apesar dessas divisOes, na maioria dos programas de predicao
estrutural, o que vai ditar a selecdo do método serd a disponibilidade ou ndo de
estruturas resolvidas experimentalmente no PDB, para que dessa forma possam ser
utilizadas como moldes (VERLI, 2014).

Figura 7: Relacdo entre métodos de modelagem estrutural de proteinas.
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2.4.1.1 Phyre2

O programa de predicdo de estruturas Protein Homology/analogy Recognition
Engine (Phyre) versdo 2.0 € responséavel por construir modelos tridimensionais de
proteinas e analisar a estrutura, funcéo e possiveis mutacdes das mesmas (KELLEY
et al., 2015). Para isso, utiliza o alinhamento multiplo da sequéncia alvo contra
algumas estruturas proteicas ja conhecidas em banco de dados PDB (Protein Date
Bank) e a partir disso, prever as estruturas secundarias da sequéncia de interesse,
gerando um modelo Markov (Hidden Markov Model - HMM), esse modelo é utilizado
para comparar com 0s bancos de dados que possuam estruturas conhecidas
(SODING, 2004; KELLEY et al., 2015).

Em seguida os modelos sdo selecionados por heuristicas para maximizar a
confianga e cobertura da sequéncia alvo e as regides que ndo sdo cobertas por
moldes, sdo tratadas pelo método ab initio (método de modelagem ndo dependente
de molde) (KELLEY et al., 2015; ESWAR, 2003; KELLEY; STERNBERG, 2009).
Apods isso o modelo é sintetizado a partir de um ribossomo virtual para finalizar a

construcdo da proteina através da adicdo da cadeia lateral (KELLEY et al., 2015).

2412 CI-TASSER

CI-TASSER (do inglés, Contact-guided Iterative Threading ASSEmbly
Refinement) € um método de predicdo estrutural, derivado do I-TASSER, este
conhecido por sua excelente classificacdo na predicdo estrutural nos diversos
eventos de Avaliacdo Critica de Técnicas para Predicao de Estrutura de Proteinas —
CASPs, como também ja foi um dos mais bem classificados para previsdo de funcao
(BATTEY et al.,, 2007; KRYSHTAFOVYCH et al., 2017; ZHENG et al., 2021). A
CASP é uma organizacgao responsavel por realizar experimentos bienais, duplo-cego
e in silico, visando a modelagem estrutural de proteinas a partir de sequéncias de
aminoacidos (KRYSHTAFOVYCH et al., 2019; MOULT et al., 2013).

Testes em grande escala evidenciaram que o CI-TASSER é capaz de gerar
modelos mais precisos que o I-TASSER, principalmente para sequéncias que nao

possuem homélogos no PDB, ou seja, sequéncias carentes de moldes similares a
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mesma (ZHENG et al., 2021). O servidor é capaz de gerar mapas de contato entre
os residuos, utilizando diversos preditores, como 0 ResPRE, ResTriplet, TripletRes e
NeBcon por meio de redes neurais profundas (ZHENG et al., 2021). Apoés isso,
identifica os possiveis modelos estruturais do PDB através de multiplos threads
LOMETS (servidor local de meta-threading para predicdo de estrutura de proteinas)
(ZHENG et al., 2019). Em seguida, finaliza a constru¢cdo dos modelos através de
simulacdes iterativas de montagem de fragmentos em REMC (replica-exchange
Monte Carlo) sob a orientacdo de mapas de contato de aprendizagem profunda e
restricobes baseadas em modelo (ZHENG et al., 2021). Ao final, o programa

disponibiliza os cinco melhores modelos construidos.

2.4.1.3 AlphaFold2

O AlphaFold2 é um programa de predicao estrutural de proteina, produzido
por uma companhia da Google, chamada “DeepMind”. O programa utiliza métodos
sofisticados como inteligéncia artificial (IA), redes neurais e alinhamento mdultiplo de
sequéncias para desvendar a estrutura funcional de uma proteina (JUMPER et al.,
2021). Na CASP14, o programa apresentou o método de predicdo estrutural com
maior classificacdo dentre os concorrentes, capaz de prever estruturas com precisao
guase experimental na maioria dos casos, tais resultados indicaram que o
AlphaFold2 tem potencial imediato para auxiliar a entender a estrutura das proteinas

e avancar na pesquisa biolégica. (JUMPER et al., 2021).

2.4.2 Docking Molecular

Na area da modelagem computacional, o docking molecular ou atracamento
molecular é responsavel por facilitar a previsdo da orientacdo preferencial de uma
molécula em relacdo a outra quando juntas formam um complexo estavel (VERLI,
2014). O conhecimento sobre a orientagédo preferencial de ambas, pode ser usado
para prever a forca de interacdo ou afinidade entre as mesmas, utilizando por
exemplo, pontuagcbes (MUKESH; RAKESH, 2011). O docking molecular pode ser
visto como um modelo de problema chave-fechadura, esse modelo foi proposto por
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Emil Fischer em 1894, onde o interesse esta em descobrir a orientagdo correta da
chave para que possa abrir a fechadura (FISCHER, 1894). A chave € considerada
como ligante (proteina ou peptideo) e a fechadura como o receptor (proteina)
(JORGENSEN, 1991). Entretanto, a palavra fechadura induz a ideia de algo rigido
para a proteina, contudo, atualmente, sabe-se que a mesma pode adotar diversas
conformacdes devido a sua flexibilidade (VERLI, 2014). Uma forma mais coerente de
denominar o processo seria “encaixe induzido”, no qual o ligante e a proteina se
adaptam entre si para que ocorra o reconhecimento molecular (JORGENSEN, 1991,
VERLI, 2014).

Os complexos macromoleculares envolvem diversos componentes proteicos,
compreender quais proteinas interagem entre si e 0 modo com o qual isso ocorre, é
de extrema relevancia para a compreensdo dos processos biolégicos associados a
transcricdo, ciclos metabdlicos e replicagdo do DNA, servindo inclusive como base
para o planejamento racional de farmacos (ZAHIRI; BOZORGMEHR; MASOUDI-
NEJAD, 2013). A metodologia do docking tem como alvo o reconhecimento
molecular proteina-proteina ou receptor-ligante, e a interacdo dessas duas
moléculas sera decorrente de suas caracteristicas estruturais e fisico-quimicas, bem
como das interagcdes intermoleculares do complexo formado, como: efeito
hidrofébico, interacdes eletrostéaticas, for¢as de van der Waals, ligacdes covalentes e
de hidrogénio (VERLI, 2014).

2.4.3 Filogenia Molecular

A filogenética € uma area da biologia que tem como alvo identificar e
compreender as relacdes evolutivas entre organismos ou demais entidades
biolégicas como genes e proteinas (VERLI, 2014). Para isso, sdo utilizadas
ferramentas filogenéticas que podem transitar auxiliando diversas areas de estudo,
como: parasitologia, microbiologia, epidemiologia, zoologia e genética (VERLI,
2014). De fato, para construir uma arvore filogenética € necesséario conhecimento
sobre a composicao das sequéncias, seja de aminoacidos ou acidos nucléicos, estas
devem estar alinhadas entre si para que a construgcdo da arvore seja correta
(FERNANDES-MATIOLI, 2001). Ademais, as sequéncias a serem avaliadas
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precisam apresentar ancestralidade em comum, ou seja, precisam ser homologas
(FERNANDES-MATIOLI, 2001). Atualmente, h4 trés formas de homologia: a
ortologia, quando a sequéncia tem apenas um ancestral comum; a xenologia, que
se origina por uma incursao horizontal e a paralogia, quando surge de duplicacéo
génica. Dentre essas trés, as sequéncias ortdlogas sdo responsaveis por fornecer os
dados filogenéticos dos organismos (FERNANDES-MATIOLI, 2001).
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3 OBJETIVOS

3.2 OBJETIVO GERAL

Realizar a caracterizacdo de polipeptideos hipotéticos associados as
proteinas RBP23 e DRBD2 que participam do processo de iniciacdo da tradugcdo em

Leishmania infantum.

3.3 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Modelagem in silico de seis proteinas hipotéticas associadas
significativamente as RBPs do estudo, trés ligadas a RBP23 e trés a DRBD?2;

e Nova modelagem das proteinas selecionadas utilizando outros preditores
estruturais;

e Andlise das interacbes entre residuos de aminoacidos provenientes do
docking molecular;

e Pesquisa de ortélogos e construcdo de arvores filogenéticas das proteinas

alvo
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4 METODOLOGIA

4.1 SELECAO DAS PROTEINAS ALVO

Foram selecionadas seis proteinas hipotéticas associadas significativamente
as RBPs (RBP23 e DRBD2), sendo trés ligadas a RBP23 (LINF_180008000,
LINF_080013100 e LINF_050009500) e trés a DRBD2 (LINF_210009700,
LINF_220008000 e LINF_340007000), todas de L. infantum. Os cddigos de acesso
das proteinas foram disponibilizados em planilha Excel, proveniente de dados de
espectrometria de massas (previamente obtido pelo grupo de pesquisa do
Laboratério de Microbiologia da Fiocruz/IAM-PE) das RBPs citadas acima com as

proteinas hipotéticas.

4.2 CARACTERIZAGAO IN SILICO DAS PROTEINAS ALVO (PHYREZ2, CI-TASSER, ALPHAFOLD2)

4.2.1 Submisséo das Sequéncias de Aminoacidos ao Servidor Phyre2

Todas as sequéncias de aminoacidos das proteinas selecionadas foram
retiradas do TriTrypDB (www.tritrypdb.org) e entdo submetidas em formato fasta a
uma primeira modelagem no dia 02 de abril de 2022 utilizando o servidor do
programa Phyre2 (http://www.sbg.bio.ic.ac.uk/phyre2) no modo “intensivo’,
responsavel por modelar a proteina pelo método ab initio quando ndo ha moldes
disponiveis. Ao final da predicdo, foram analisados os parametros de confianca e
cobertura das sequéncias, assim como o0s moldes utilizados para formacédo do

modelo, analisando supostas caracteristicas funcionais.

4.2.2 Submissao das Sequéncias de Aminoacidos ao Servidor CI-TASSER

Apos os resultados da modelagem no Phyre2, as proteinas foram submetidas
no dia 10 de abril de 2022 a outra modelagem no servidor do CI-TASSER
(https://zhanggroup.org/C-I-TASSERY/) utilizando a configuracdo padrédo do servidor.
Com a finalizacdo da predicao, foram analisados as pontuagdes dos parametros “C-
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score” e “TM-Score”, assim como os 10 (dez) mais bem ranqueados moldes que o
programa disponibiliza, com o intuito de verificar as caracteristicas funcionais dos

mesmaos.

O C-score ou pontuacao C é o parametro mais importante disponibilizado pelo
CI-TASSER, e é calculado com base na relevancia dos alinhamentos do modelo e
0s parametros de convergéncia da estrutura nas simulagbes de montagem,
caracterizando um sinbnimo de qualidade do modelo (ZHENG et al., 2021). Essa
pontuacédo esta normalmente na faixa de [-5,2], no qual um valor mais alto significa
um modelo de alta confianca (ZHENG et al., 2021). Ja& o TM-score é uma escala
recentemente proposta para medir a semelhancga estrutural entre duas estruturas
(ZHENG et al., 2021). Um TM-score acima de 0,5 indica que a estrutura predita é
similar ao molde usado enquanto que o TM-score abaixo de 0,17 significa uma
similaridade aleatéria entre a estrutura predita e molde utilizado (ZHENG et al.,
2021).

4.2.3 Submisséo das Sequéncias de Aminoacidos ao Servidor do AlphaFold2

Apds a modelagem das proteinas no CI-TASSER para analise da sua
possivel conformacéo estrutural, as mesmas foram submetidas no dia 17 de abril de
2022 ao servidor de predicdo estrutural AlphaFold2, assim como as proteinas
RBP23 (LINF_170011800) e DRBD2 (LINF_350027200) de L. infantum associadas a
essas hipotéticas. A submissdo ocorreu através de plataforma online no Google
colabs(https://colab.research.google.com/github/sokrypton/ColabFold/blob/main/Alph
aFold2.ipynb).

Com a finalizacdo da predicao, foram analisadas as pontuagdes fornecidas
através do LDDT (do inglés, Local Distance Difference Test) e graficos explorando a
cobertura e qualidade das sequéncias submetidas. O LDDT € uma pontuacéo livre
que avalia a qualidade do modelo, através das diferencas de distancia entre os
atomos da proteina (MARIANI et al., 2013).

4.3 REFINAMENTO E VALIDACAO DOS MODELOS

Essa € a etapa caracterizada por verificar os possiveis erros causados pela

modelagem estrutural. Os modelos das proteinas alvo originados dos trés preditores
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acima: Phyre2 (modo intensivo), CI-TASSER e AlphaFold2 foram submetidos a uma
andlise de qualidade através de parametros estereoquimicos e de energia livre. Para
isso, foi utilizado o programa Procheck (https://saves.mbi.ucla.edu/), que tem como
um dos objetivos avaliar os angulos de tor¢cdes phi e psi, 0os quais sao
imprescindiveis para a variagdo da estrutura da cadeia principal e formacéo da folha
B e a-hélice da proteina (LASKOWSKI et al.,1993; MORRIS et al., 1992). Com essa
analise o Procheck produziu o grafico de Ramachandran no qual é possivel
averiguar os residuos de aminoacidos que estdo em regifes favoraveis e nao

favoraveis, estereoquimicamente (LASKOWSKI et al., 1996).

Foi visto que os modelos ndo apresentaram bons resultados, com presenca
de consideravel quantidade de residuos em regifes ndo permitidas (ndo favoraveis).
Frente a essa situacdo, os modelos de predicdo estrutural foram refinados no
servidor GalaxyWeb (https://galaxy.seoklab.org/), utilizando a ferramenta refine (KO
et al.,, 2012). Com o objetivo de deixar esses modelos o mais proximo possivel da
forma nativa, para que estejam preparados para o docking molecular. Logo apds

foram novamente submetidos a avaliagéo estereoquimica no Procheck.

4.4 DOCKING MOLECULAR DOS MODELOS E ANALISE DAS INTERACOES ENTRE 0S RESIDUOS DE

AMINOACIDOS

A ferramenta utilizada para o docking ndo dirigido ou cego foi o servidor de
acoplamento de proteinas automatizado - ClusPro 2.0
(https://cluspro.bu.edu/publications.php). Apds o refinamento das estruturas e
avaliacdo da qualidade dos modelos, os modelos provenientes da modelagem do
AlphaFold2 com suas respectivas RBPs foram selecionados para a submissdo no
dia 21 de maio de 2022 no servidor ClusPro 2.0, visto que apresentavam valores de
qgualidade compativeis com os critérios adotados pelas ferramentas. Para isso foi
utilizado as configuracdes padrdo do servidor, com as hipotéticas como ligantes e a
RBP23 e DRBD2 como receptores.

Ao final do docking sédo disponibilizadas quatro opcbes de resultado de
encaixe, o “balanceado”, “eletrostaticamente favoravel”, “interagdes hidrofébicas” e
“forcas de van der Waals”. Segundo as instru¢gdes do servidor, caso nao se tenha

conhecimento das forcas que atuam no complexo, € indicado usar a opc¢ao
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"balanceada", responséavel por equilibrar as for¢cas. Foi usada esta Ultima opc¢ao
citada e selecionado o modelo de cluster “0” considerado o melhor, levando em
consideracdo a amostragem, ou seja, a quantidade de membros do cluster, assim
como a energia central do cluster e do complexo de menor energia (lowest energy)
no cluster (KOZAKOV et al., 2017).

Apoés a selecdo dos melhores modelos do docking, foram visualizados no
programa PyMOL (DELANO; BROMBERG, 2004), em seguida submetidos a uma
analise através do programa web PDBSum (http://www.ebi.ac.uk/thornton-
srv/databases/pdbsum/Generate.html), responsavel por fornecer informacdes
estruturais sobre proteinas do PDB (LASKOWSKI et al., 2017). A submissdo nesse
programa verificou quais residuos estavam interagindo entre si (ligante-receptor) e
forneceu informacfes adicionais sobre o tipo de interagcdo e em quais residuos
estavam havendo o contato entre receptor (RBP23 e DRBD2) e ligante (proteinas

hipotéticas).

4.5 CONSTRUCAO DA ARVORE FILOGENETICA

Dados de ortélogos das proteinas alvo foram coletados do BLASTp (Basic
Local Alignment Search Tool protein-protein) no dia 02 de maio de 2022. E a partir
disso, foi construido um arquivo em formato fasta para cada proteina hipotética, com
seus respectivos ortélogos de relevancia para esse estudo, quando presentes.
Espécies proximas a L .infantum, como L. major, L. mexicana, L. braziliensis, L.
donovani e tripanossomas foram mantidos, assim como demais géneros da ordem

Trypanosomatida e protozoarios mais distantes como Bodo saltans.

Com o arquivo pronto, o mesmo foi submetido ao alinhamento no servidor
MAFFT versdo 7 (https://mafft.cbrc.jp/alignment/server/) (KATOH, 2002; KATOH;
ROZEWICKI; YAMADA, 2017). Em seguida os alinhamentos foram submetidos a
construcdo da arvore filogenética através do metodo de maxima verossimilhanga no
servidor PhyML 3.0 (http://www.atgc-montpellier.fr/phyml/) da  Montpellier
Bioinformatics Platform (GUINDON et al., 2010). Além disso na construcéo da arvore

foi utilizado como grau de confiabilidade o uso do bootstrap para 1000 replicatas.
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5 RESULTADOS

5.1 ANALISE DOS DADOS OBTIDOS NA MODELAGEM NO PHYREZ2 E CI-TASSER

A seguir nas Tabelas 1 e 2, encontra-se a modelagem estrutural das
proteinas alvos. Na Tabela 1, a proteina LINF_180008000, LINF_080013100 e
LINF_050009500 obtiveram excelente grau de cobertura no que diz respeito aos
residuos que foram modelados com confianca acima de 90% no Phyre2, assim
como se apresentaram com “C-score” dentro dos valores de referéncia
estabelecidos pelo CI-TASSER, se destacando a proteina LINF_050009500 por
apresentar o C-score de 0,15, maior que os demais e TM-score de 0,73. Enquanto
que as demais proteinas apresentaram TM-score abaixo do valor de referéncia de

0,5, nao caracterizando um modelo similar ao molde utilizado.

Tabela 1: Apresentacao dos dados obtidos com as proteinas associadas a RBP23 nos preditores
estruturais Phyre2 e CI-TASSER.

Proteinas Phyre2 (intensivo) CI-TASSER
LINF_180008000 Modelﬂ?rt]laqo"/gf?aonzgeiiggtoa/: com Obteve Scczfgrg égfg 1e0um TM-
e vt ol ety
LINF_00009500 3,05 com ma confianca > S0% - Score 0731041

Fonte: o autor

Na Tabela 2, se apresentam os dados referentes as proteinas associadas a
DRBD2. Todas obtiveram bons resultados na avaliacdo de pontuacdo do Phyre2,
com excecdo da LINF_340007000, que curiosamente obteve a melhor pontuacéo no
preditor CI-TASSER, entre as trés avaliadas, com excelente C-score e TM-score.
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Contudo as demais proteinas também obtiveram resultados satisfatérios no Cl-

TASSER, se enquadrando nos padrdes de boa pontuacao do programa.

Tabela 2: Apresentacdo dos dados obtidos com as proteinas associadas a DRBD2 nos preditores
estruturais Phyre2 e CI-TASSER.

Proteinas Phyre2 (intensivo) CI-TASSER

LINF_210009700 Modelou 70% dos residuos com Obteve C-score -0.29 e um TM-

uma confianca > 90% Score 0.68+0.12
Modelou 77% dos residuos Obteve C-score -1.04 e um TM-

LINF_220008000 com uma confianca > 90% Score 0.58+0.14
Modelou 23% dos Obteve C-score -0.09 e um TM-

HINE SO0 residuos com uma confianga > 90% Score 0.70£0.12

Fonte: o autor

5.2 ANALISE DOS MOLDES UTILIZADOS NA PREDICAO ESTRUTURAL NO PROGRAMA PHYRE2 E
CI-TASSER

Com a formacdo dos modelos tridimensionais, o CI-TASSER e o Phyre2
realizam o ranqueamento e disponibilizacdo dos 10 mais bem ranqueados moldes
utilizados na modelagem, levando em consideracdo a qualidade e quantidade de
residuos alinhados contra a proteina alvo. Tais moldes sdo oriundos do PDB e
majoritariamente ja sdo funcionalmente caracterizados. Com isso, foi realizada uma
andlise desses moldes utilizados pelos preditores acima, identificando suas

respectivas funcdes e dominios.

5.2.1 Moldes das Proteinas Associadas a RBP23
5.21.1 Anélise no CI-TASSER

A modelagem estrutural das proteinas ligadas a RBP (Tabela 3), como a
LINF_180008000, identificou que 60% dos melhores moldes utilizados na predi¢ao
estrutural possuiam a funcdo de transporte nuclear ou de dominio NTF2 (fator de
transporte nuclear 2), entre esses moldes estdo proteinas com ID no PDB: 1QMA,
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1702, 10F5 e 1JB4. Enquanto que no LINF_050009500 se destacaram seis moldes:
7PMK, 30GL, 6W66, 6GYP, 3L20 e 7PMK apresentando funcdes relacionadas a
ciclo celular, ligacédo proteica, replicacdo e sinalizacdo. Quanto a LINF_080013100,
esta apresentou um perfil funcional diverso em relacdo aos moldes utilizados, se
destacando no ranqueamento moldes com dominios BAR (Bin-Anfifisina-Rvs), como
0 4AVM e 4AVM com fungBes estruturais e de ligacdo a proteina.

Tabela 3: Caracteristicas funcionais dos moldes usados no CI-TASSER para as proteinas ligadas a
RBP23

CI-TASSER

Quantidade de

Proteinas moldes (%) Perfil funcional dos moldes
fungéo de transporte nuclear ou de
0
LINF_180008000 60% dominio NTF2 (fator de transporte nuclear 2)
LINF_050009500 60% ciclo celular, Ilgagao.prOtNelca, replicacao
e sinalizacéo
Perfil funcional de moldes diverso,
LINF_080013100 20% destaque para gomlnlos BAR (Bln—Anf|f|§|na—
Rvs) com fungdes estruturais e de ligacdo a
proteina
Fonte: o autor
5.2.1.2 Andlise no Phyre2

Em relacdo a andlise no Phyre2 (Tabela 4), no LINF_180008000 foi
encontrado um perfil similar ao preditor anterior, apresentando 90% dos melhores
moldes com o mesmo dominio NTF2 e funcdo de transporte nuclear. Além de
curiosamente apresentar outros moldes com funcéo de ligacdo a RNA, como a 3NVO0
e 2M2B cobrindo residuos 1 a 125 e 253 a 386 da sequéncia alvo (386 residuos),
ambas com alta confianca de 100% e 98,1%, respectivamente. O LINF_050009500
se apresentou de forma similar ao CI-TASSER, com 90% dos achados de moldes
com as mesmas caracteristicas funcionais, como sinalizacdo proteica e
transcrigao/ciclo celular, entre tais o: 20VQ e 2P1N, com dominios SKP1 (Proteina
associada a quinase da fase S1) a uma cobertura maior de 80% da sequéncia alvo e
com confianga de 100% para ambas. O LINF_080013100 obteve 80% dos moldes

com o mesmo dominio BAR (Bin-Anfifisina-Rvs), como a 1ZWW e 1X04 cobrindo
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cerca de 60% da sequéncia alvo a uma confianca acima de 90%, se destacando em

transferases, proteinas de ligacédo e proteinas de ligacao a lipideos.

Tabela 4: Caracteristicas funcionais dos moldes usados no Phyre2 para as proteinas ligadas a

RBP23

Phyre2

Quantidade de

Proteinas moldes (%) Perfil funcional dos moldes
dominio NTF2 e funcao de transporte
0

LINF_180008000 90% nuclear; funcbes RBPs

ciclo celular, replicagéo e sinalizagéo;
LINF_050009500 90% proteina de ligacdo a RNA e dominios SKP1

(Proteina associada a quinase da fase S1)

LINF_080013100 80% dominios BAR

Fonte: o autor

5.2.2 Moldes das Proteinas Associadas a DRBD2

5221 Anélise no CI-TASSER

A predicdo estrutural do LINF_210009700 revelou moldes com 40% de

proteinas pertencentes aos dominios NTF2 (Tabela 5) e com fun¢éo de transporte,
se destacando os IDs: 1Z02 e 1JB2. A constru¢do da LINF_220008000, obteve

cerca de 70% das estruturas provenientes de moldes com a funcéo de inibidor de

apoptose, se destacando as proteinas 3V6A e 6YT5 e em especial a 3UOR, o qual

foi utilizada mais de uma vez para a criacdo do modelo em questdo. Quanto a

LINF_340007000 foi observado 40% dos moldes pertencentes a L. major,

apresentando funcdo de membrana e transporte como o 2FEO, enquanto que o

1R75 tinha funcéo desconhecida.
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Tabela 5: Caracteristicas funcionais dos moldes usados no CI-TASSER para as proteinas ligadas a
DRBD2

CI-TASSER
Quantidade de

Proteinas Perfil funcional dos moldes
moldes (%)
LINF_210009700 40% funcao de trangp'orte nuclear ou de
dominio NTF2
LINF_220008000 70% inibidor de apoptose
fungéo de membrana e
LINF_340007000 40% transporte, majoritariamente pertencentes
a L. major
Fonte: o autor
5.2.2.2 Andlise no Phyre2

No Phyre 2, o LINF_210009700, obteve 70% dos melhores moldes com
funcdo de transporte, proteina de ligacdo a RNA e transporte nuclear envolvidos na
exportacdo nuclear de mRNA, como o 1JKG e 1JN5, ambos com confianga >90%
(Tabela 6). Quanto a proteina LINF_220008000, foi observado um perfil semelhante
ao CI-TASSER, com os dois mais bem ranqueados moldes (BUOR e 3V6A)
apresentando como func¢dao inibidor de apoptose, com um grau de cobertura de 68%
e confianca >90% contra a proteina alvo. O LINF_340007000 seguiu 0 mesmo
caminho, com semelhancas nos moldes em relacdo ao CI-TASSER, entretanto

apenas 20% moldes (2FEO e 1R75) apresentavam confianca >90%.

Tabela 6: Caracteristicas funcionais dos moldes usados no Phyre2 para as proteinas ligadas a
DRBD2

Phyre2
Quantidade de

Proteinas moldes (%) Perfil funcional dos moldes
funcéo de transporte, proteina de ligacéo
0,
LINF_210009700 70% a RNA e exportagdo nuclear de mRNA
LINE_220008000 30% inibidor de apoptoss,Nﬂotema de ligacéo a
LINF_340007000 20% funcdo de membrana e transporte

Fonte: o autor
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5.3 DADOS DA PREDICAO ESTRUTURAL PELO PROGRAMA ALPHAFOLD2

Entre os destagues das proteinas associadas a RBP23 (Tabela 7), se
encontra a LINF_050009500, seguida da LINF_080013100, apresentando
significativas caracterizacdes nos graficos da Figura 8. No gréfico de cobertura de
sequéncia (sequence coverage) da Figura 8A (LINF_050009500), é evidenciado
cerca de 60 a 80 sequéncias encontradas em bancos de dados que possuem
identidade em torno de 15% a 20% em relacdo a proteina alvo, iniciando o pico na
posicdo 25-30 e se mantendo com oscilacdes até aproximadamente a posi¢ao 180.
Quanto ao grafico de confianga “LDDT” dessa proteina, verifica-se que a qualidade
se eleva e se mantém acima de 80% em quase todos os residuos da proteina. A
LINF_080013100, representada na Figura 8B, observa-se que no gréafico de
cobertura obteve de 70 a 80 sequéncias apresentando grau de identidade em torno
de 80% nas posi¢oes iniciais e 100% em torno das posi¢coes 150-260 dessa
proteina, entretanto, a quantidade de sequéncias encontradas diminui drasticamente
em direcdo a regido C-terminal. Além disso, o grafico de confianca LDDT, se
comportou de forma semelhante ao de cobertura, evidenciando que as posicoes
iniciais onde ha maior quantidade de sequéncias encontradas e a posicao
intermediaria obtiveram maiores valores de confianca, se aproximando a 100%. A
proteina LINF_180008000 representada pela figura 8C obteve um indice de
gualidade menor em relacdo as demais, no grafico de cobertura € evidenciado que
apesar do encontro de maior nimero de sequéncias relativas a proteina, entre 50 a
100, com pico de 250 sequéncias na regidao 270 a 310, sdo caracterizadas com
identidade abaixo de 10%. Quanto ao grafico de qualidade é observado 80-100% do
LDDT proximo a regidao N-terminal como também em torno de 80% préximo ao C-

terminal.

Tabela 7: Apresentacao dos dados obtidos com as proteinas associadas a RBP23 no preditor
estrutural AlphaFold2.

Proteinas Pontuacéo (LDDT) no AlphaFold2
LINF_050009500 87,1
LINF_080013100 69,4
LINF_180008000 63,1

Fonte: o autor



Figura 8: Graficos do AlphaFold2 resultantes da modelagem das proteinas ligadas a RBP23
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identidade de sequéncia em torno de: 0-30%, 40-50%, 60-70% e 80-100% respectivamente. Rank=

classificagdo dos cinco modelos disponibilizados pelo AlphaFold2. LDDT= Teste de Diferenga de

Distancia Local.
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Na Tabela 8, se apresentam as proteinas associadas a DRBD2, com
destaque para a LINF_340007000 e LINF_220008000, com pontuacfes acima de
80% do LDDT. Na Figura 9A, representado pela LINF_340007000 o gréfico de
cobertura apresenta cerca de mais de 250 sequéncias cobrindo a regiao inicial da
proteina com identidade majoritaria em torno de 10% e os demais com 40%. Quanto
ao grafico de qualidade LDDT, apresenta variacbes no decorrer da estrutura,
entretanto com aproximadamente 80% de confianca. Na figura 9B o
LINF_220008000 encontra-se com pico de sequéncias em torno da regido 100
dessa proteina, com grau de identidade variando de 15 a 80%. Além disso,
apresenta grafico de confiangca em maioria se concentrando em qualidade acima de
80%. A terceira proteina, a LINF_210009700 (Figura 9C), o grafico apresenta
variacdes na quantidade de sequéncias encontradas, com grau de identidade abaixo
de 10%, entretanto o grafico de qualidade se encontra com confianca elevada para

grande parte das regides da proteina.

Tabela 8: Apresentacao dos dados obtidos com as proteinas associadas a DRBD2 no preditor
estrutural AlphaFold2.

Proteinas Pontuacé&o (LDDT) no AlphaFold2
LINF_340007000 86,7
LINF_220008000 80,6
LINF_210009700 69,9

Fonte: o autor



Figura 9: Graficos do AlphaFold2 resultantes da modelagem das proteinas ligadas a DRBD2.
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identidade de sequéncia em torno de: 0-30%, 40-50%, 60-70% e 80-100% respectivamente. Rank=

classificac@o dos cinco modelos disponibilizados pelo AlphaFold2. LDDT= Teste de Diferenca de

Distancia Local.
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5.4 VALIDACAO ESTEREOQUIMICA DOS MODELOS DO PHYRE2, CI-TASSER E ALPHAFOLD2

Nos quadros 1 e 2, estdo os resultados da validacdo pés refinamento dos
modelos associados a RBP23 e DRBD2 respectivamente, na andlise observa-se que
os modelos gerados pelo Phyre2 e CI-TASSER obtiveram estruturas validas no
grafico de Ramachandran, pois a soma das regides permitidas se encontra acima de
90% (EMSLEY et al., 2010). Entretanto, para modelos de boa qualidade é esperado
em torno de 90% de aminoacidos em regides mais favorecidas (LASKOWSKI et
al.,1993). Caracterizando dessa forma os modelos do AlphaFold2 como os melhores
dos avaliados, visto que apresentaram mais de 90% de residuos em regides mais
favorecidas, como também o somatorio das regides permitidas foi igual ou acima de
99%, além de apresentar valores decimais entre 0,0 a 0,9 em regibes nao
permitidas.

A partir desses dados, foram selecionados os modelos provenientes da
modelagem no AlphaFold2, para os passos seguintes de docking molecular. Na
Figura 10 se encontram os gréficos de Ramachandran provenientes da validacdo

estereoquimica dos modelos refinados do AlphaFold2.



Tabela 9: Dados em porcentagem da validacdo estereoquimica apds refinamento das proteinas associadas a RBP23.

Dados estatisticos do grafico de Ramachandran

Residuos em Residuos em
_ Residuos nas _ ) Residuos em Soma das
Preditores ) » _ regioes regioes " . »
) Proteinas regidoes mais - _ regides nao regioes
estruturais _ adicionais generosamente . .
favorecidas (%) o o permitidas (%) permitidas (%)

permitidas (%) permitidas (%)
LINF_180008000 74,7 17,7 2,0 55 94,4
Phyre2 LINF_080013100 82,7 12,6 1,3 3,4 96,6
LINF_050009500 83,7 14,0 0,0 2,3 97,7
LINF_180008000 66,3 22,7 4,4 6,7 93,4
CI-TASSER LINF_080013100 88,2 8,1 1,3 2,4 97,6
LINF_050009500 79,7 14,5 3,5 2,3 97,7
LINF_180008000 94,8 4,4 0,0 0,9 99,2
AlphaFold2 LINF_080013100 96,1 3,1 0,5 0,3 SR, T
LINF_050009500 95,9 4,1 0,0 0,0 100

Fonte: o autor



Tabela 10: Dados em porcentagem da validagao estereoquimica apés refinamento das proteinas associadas a DRBD2.

Dados estatisticos do grafico de Ramachandran

. Residuos em Residuos em .
_ Residuos nas - - Residuos em Soma das
Preditores ) » _ regioes regides . . -
) Proteinas regidoes mais o regides nao regioes
estruturais _ adicionais generosamente . .
favorecidas (%) . . permitidas (%) permitidas (%)
permitidas (%) permitidas (%)

LINF_210009700 75,3 18,4 2,2 4,1 95,9
Phyre2 LINF_220008000 85,0 11,8 0,6 2,6 97,4
LINF_340007000 70,7 22,8 3,8 2,8 97,3
LINF_210009700 81,6 10,4 2,2 5,8 94,2
CI-TASSER LINF_220008000 79,1 15,6 1,8 3,5 96,5
LINF_340007000 71,6 22,8 2,1 3,5 96,5
LINF_210009700 95,6 3,8 0,0 0,5 99,4
AlphaFold2 LINF_220008000 95,3 3,9 0,2 0,6 99,4
LINF_340007000 93,2 5,6 0,2 0,9 99

Fonte: o autor
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Figura 10: Diagrama de Ramachandran.
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indicam os residuos nessas regifes. LINF_180008000 (A), LINF_050009500 (B) e LINF_080013100 (C) LINF_210009700 (D), LINF_220008000 (E) e
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5.5 MODELOS SELECIONADOS PARA O DOCKING MOLECULAR

Apés o refinamento das estruturas e validacdo estereoquimica, os modelos
selecionados foram os provenientes da predicao estrutural do AlphaFold2, visto a

pontuacao da validacao estereoquimica maior que dos demais preditores.

Figura 11: Modelos selecionados da predicdo estrutural associados a RBP23.

Fonte: o autor. Legenda: modelos selecionados da predicdo estrutural associados a RBP23. Regies
em azul escuro indicam alta confianca >90%, azul claro 80%, verde 70%, amarelo 80% e vermelho <
50%. LINF_180008000 (A), LINF_050009500 (B) e LINF_080013100 (C)

Figura 12: Modelos selecionados da predic&o estrutural associados a DRBD?2.

Fonte: o autor. Legenda: modelos selecionados da predicdo estrutural associados a DRBD2. Regides
em azul escuro indicam alta confianca >90%, azul claro 80%, verde 70%, amarelo 80% e vermelho <
50%. Legenda: LINF_210009700 (A), LINF_220008000 (B) e LINF_340007000 (C)



55

5.6 DOCKING MOLECULAR ENTRE OS MODELOS SELECIONADOS E AS RBPs

5.6.1 Docagem Molecular entre as Proteinas Alvo e a RBP23

Na Tabela 11 encontram-se os parametros das trés proteinas complexadas
com a RBP23. Dando énfase ao complexo LINF_050009500/RBP23, por obter
pontuagao significativamente maior em relagdo a quantidade de membros,
correspondendo a 63, seguido dos demais com 38 e 21. Pois, apesar de possuir
uma Menor Energia (do inglés, “Lowest Energy” — LE), em membros ha uma maior
amostragem, ou seja, maior quantidade de estruturas individuais no cluster, se
tornando um dado importante na interagcdo proteica. Enquanto que a
LINF_080013100/RBP23, apesar da modelagem estrutural ndo ser como esperada,

apresentou relevante pontuacéo energética LE com a RBP23.

Tabela 11: Pardmetros dos complexos formados pelas proteinas alvo e a RBP23.

Complexos Membros Energia Pontuacéo
Central -995.9
LINF 180008000/RBP23 21 Menor energia -1109.7
Central -832,2
LINF_050009500/RBP23 63 Menor energia -998.1
Central -1033.1
LINF_080013100/RBP23 38 Menor energia -1144.9

Fonte: o autor



Figura 13: Representacgdo da interagdo proteina-proteina realizada pelo ClusPro.

Fonte: o autor. Legenda: RBP23 (receptor) na cor azul e a proteina ligante na cor roxa. Legenda:
LINF_050009500 (A); LINF 180008000 (B) e LINF_080013100 (C)

56
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5.6.2 Docagem Molecular entre as Proteinas Alvo e a DRBD2

Na Tabela 12 encontram-se os parametros das trés proteinas complexadas
com a DRBD2. Dando énfase ao complexo LINF_220008000/DRBD?2, visto que
obteve uma amostragem significativamente maior, caracterizada pela quantidade de

membros correspondendo a 37, seguido dos demais com 33 e 27.

Tabela 12: Parametros dos complexos formados pelas proteinas alvo e a DRBD2.

Complexos Membros Energia Pontuacéo
Central -1085.6
LINF_210009700/DRBD2 33 Menor energia -1129.3
Central -1020.0
LINF_220008000/DRBD2 37 Menor energia -1020.0
Central -657.5
LINF_340007000/DRBD2 27 Menor energia -897.6

Fonte: o autor
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Figura 14: Representacgdo da interagdo proteina-proteina realizada pelo ClusPro.

Fonte: o autor. Legenda: DRBD2 (receptor) na cor verde e a proteina ligante na cor roxa. Legenda:
proteina LINF_220008000 (A); LINF_210009700 (B) e LINF_340007000 (C).
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5.7 ANALISE DAS INTERACOES ENTRE 0S RESIDUOS DO DOCKING MOLECULAR

Com o intuito de identificar quais aminoacidos estéo interagindo e qual o tipo
de interacdo, foi utilizado o servidor PDBSum (LASKOWSKI et al., 2018),
responsavel por analisar estruturas proteicas, assim como de complexos gerados
em docking. Na figura 15, estdo presentes as ilustragcdes dos potenciais tipos de
ligacdo entre os complexos LINF_050009500/RBP23 (A), LINF 180008000/RBP23
(B), LINF_080013100/RBP23 (C) e na Figura 16, o0s complexos
LINF_210009700/DRBD2 (A), LINF_220008000/DRBD2 (B),
LINF_340007000/DRBD2 (C). Em ambas as figuras, a cadeia B € o receptor,
engquanto que a cadeia A € o ligante. Os circulos das figuras sdo caracterizados
pelas seguintes cores: ligacdo em vermelho (ponte salina), ligagdo em azul (pontes
de hidrogénio) e interacdo em laranja (intera¢cdes nao ligadas). Ainda nessas figuras,
os residuos de aminoacidos sao coloridos de acordo com suas respectivas
caracteristicas fisico-quimicas, em azul (carga positiva), vermelho (carga negativa),
laranja (prolina ou glicina), verde (neutro) e cinza (alifatico), roxo (aromaético),

amarelo (cisteina).

Nos circulos da figura 15A, B e C, as proteinas LINF_050009500, LINF
180008000 e LINF_080013100 obtiveram 31, 50 e 2 residuos, interagindo com 27,
44 e 2 residuos da RBP23, respectivamente. No complexo LINF_050009500/RBP23
(Figura 15A), foi obtido 26 pontes de hidrogénio, 3 pontes salina e 198 interacdes
nao ligadas, enquanto que no complexo LINF 180008000/RBP23 (Figura 15B)
apresentou 29 pontes de hidrogénio, 8 pontes de salina e 308 interacdes né&o
ligadas, este ultimo caracterizando o complexo com maior quantidade de interacdes.
A LINF_080013100/RBP23 (Figura 15C) nao apresentou interacdes significativas,
com apenas dois residuos interagindo por ponte salina com a RBP23.

Na Figura 16, onde ha os associados a DRBD2, foi verificado intera¢des do
tipo ponte salina. O complexo LINF_210009700/DRBD2, LINF_220008000/DRBD2 e
LINF_340007000/DRBD2, apresentaram 11, 8 e 11 intera¢cfes entre 0os aminoacidos
do ligante com do respectivo receptor.
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Figura 15: Caracterizacao da interface de interacdo entre a RBP23 e seus polipeptideos.
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Fonte: o autor. Legenda: Nos circulos da figura a RBP23 (receptor) esta representada na cor
vermelha (chain B) e as proteinas LINF_050009500 (A); LINF 180008000 (B) e LINF_080013100 (C)
representadas na cor lilds (chain A). Ainda nos circulos, € exibido a quantidade de residuos que
interagem entre si, receptor-ligante, caracterizados por cores, ligacdo em vermelho (ponte salina),
ligacdo em azul (pontes de hidrogénio) e interac@o em laranja (interac6es néo ligadas). Abaixo dos
circulos é exibido também por cores o tipo de interagdo entre os aminoacidos: azul (carga positiva),
vermelho (carga negativa), laranja (prolina ou glicina), verde (neutro) e cinza (alifatico), roxo

(aromatico) e amarelo (cisteina).
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Figura 16: Caracterizacdo da interface de interacdo entre a DRBD2 e seus polipeptideos.
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Fonte: o autor. Legenda: Nos circulos, a DRBD2 (receptor) esta representada na cor vermelha (chain
B) e as proteinas LINF_210009700 (A); LINF_220008000 (B) e LINF_340007000 (C) representadas
na cor lilds (chain A). Ainda nos circulos, é exibido a quantidade de residuos que interagem entre si,
receptor-ligante, caracterizados por cores, ligacdo em vermelho (ponte salina), ligagdo em azul
(pontes de hidrogénio) e interacdo em laranja (interagdes nao ligadas). Abaixo dos circulos € exibido
também por cores o tipo de interacao entre os aminoacidos: azul (carga positiva), vermelho (carga
negativa), laranja (prolina ou glicina), verde (neutro) e cinza (alifatico), roxo (aromatico) e amarelo

(cisteina).

5.8 CONSTRUCAO DAS ARVORES FILOGENETICAS

Os resultados das arvores filogenéticas a seguir apresentam as relacdes
evolutivas das sequéncias ortdlogas das proteinas alvo encontradas pelo BLASTp.
Com isso foi verificada a localizacdo, a distancia e o perfil dos ortélogos

encontrados, quando possivel.
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5.8.1 Arvores Filogenéticas Provenientes das Proteinas Possivelmente Associadas
a RBP23

A construcdo da filogenia molecular das trés proteinas hipotéticas,
disponibilizou os seguintes resultados na Figura 17, 18 e 19. A arvore da Figura 17
evidencia que a proteina LINF_180008000 pertence a um clado que tem como
ancestral comum a proteina hipotética de numeracdo XP 001682436.1 de
Leishmania major. Nesse clado, também estdo duas proteinas com dominio NTF2,
da espécie Leishmania donovani, o que pode indicar possivel mutagdo a partir do
ancestral comum. Além disso, nessa mesma arvore é possivel identificar um clado
basal mais distante da proteina alvo, formado por tripanossomatideos com dominios
NTF2 e dominios MASP (proteina de superficie associada a mucina). Enquanto que
a LINF_050009500 e LINF_080013100 representadas na Figura 18 e 19,
respectivamente, se encontram proximas de proteinas hipotéticas das espécies mais
préoximas de Leishmania infantum, como L. major, L. mexicana e L. braziliensis. Além
disso, na arvore do LINF_080013100 foi possivel encontrar semelhancas de
sequéncia com Angomonas deanei e Strigomonas culicis, enquanto que nha
LINF_050009500 se encontram de maneira mais distante o Trypanosoma brucei, T.

cruzi e Bodo saltans.
Figura 17: Arvore filogenética de possiveis ortdlogos da proteina LINF_180008000

TPP55312.1 nuclear transport factor 2 (NTF2) domain family protein Leishmania donovani
CAC5429244 1 putative nuclear transport factor 2 (NTF2) domain containing protein Leishmania donovani
LINF_180008000 hypothetical protein Leishmania infantum

XP_001682436.1 hypothetical protein Leishmania major

XP_003874044.1 hypothetical protein Leishmania mexicana

KAG5507565.1 hypothetical protein JKF63 06514 Porcisia hertigi

XP_001563956.1 hypothetical protein Leishmania braziliensis
KP184722.1 hypothetical protein ABL78_6215 Leptomonas seymouri

EPY16552.1 mucin-associated surface protein (MASP) Strigomonas culicis

KAHB8611618.1 nuclear transport factor 2 (NTF2) domain Trypanosoma vivax
XP_028886684.1 mucin-associated surface protein (MASP) Trypanosoma theileri

KAHY9589215 1 nuclear transport factor 2 Trypanosoma melophagium

XP_029225974.1 mucin-associated surface protein (MASP) Trypanosoma conorhini

XP_029241220.1 mucin-associated surface protein (MASP) Trypanosoma rangeli

Fonte: o autor
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Figura 18: Arvore filogenética de possiveis ortélogos da proteina LINF_050009500

XP_001687522.1 hypothetical protein Leishmania major

LINF_050009500 hypothetical protein Leishmania infantum

XP_003871935.1 hypothetical protein L eishmania mexicana
XP_001561860.1 hypothetical protein Leishmania braziliensis

KAG5511408.1 hypothetical protein JKF63_07371 Porcisia hertigi
XP_015659249.1 hypothetical protein ABB37_04246 Leptomonas pyrrhocoris
KPI183086.1 hypothetical protein ABL78_7886 [eptomonas seymouri
XP_808296.1 hypothetical protein Trypanosoma cruzi

XP_846366.1 hypothetical protein Trypanosoma brucei

CUG94269. 1 putative hypothetical protein Bodo saltans

CCW61349.1 unnamed protein product Phytomonas sp.
EPY28247 .1 hypothetical protein AGDE_ 10477 Angomonas deanei
EPY30728.1 hypothetical protein STCU_03922 Strigomonas culicis
Fonte: o autor

Figura 19: Arvore filogenética de possiveis ortélogos da proteina LINF_080013100

LINF_080013100 hypothetical protein Leishmania infantum

XP_001681116.1 hypothetical protein LMJF_08_0870 Leishmania major
XP_003872642.1 hypothetical protein Leishmania mexicana

KAGS5510817.1 hypothetical protein JKF63_07889 Porcisia hertigi
XP_001562916.1 hypothetical protein Leishmania braziliensis

ACS87814 1 hypothetical protein Crithidia sp. ATCC 30255

XP_ 015653124 .1 hypothetical protein ABB37_09011 Leptomonas pyrrhocoris
EPY29377 1 hypothetical protein AGDE_09986 Angomonas deaner
EPY24152 1 hypothetical protein STCU_07318 Strigomonas culicis

Fonte: o autor
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5.8.2 Arvores Filogenéticas Provenientes das Proteinas Possivelmente Associadas
a DRBD2

Nas figuras 20, 21 e 22, se observam os resultados filogenéticos das
proteinas vinculadas a DRBD2. Na arvore da figura 20, é possivel verificar que a
proteina ndo caracterizada da espécie Bodo saltans, é o ancestral comum de dois
grandes clados, o formado pela proteina alvo LINF_220008000 de Leishmania
infantum, com presenca das espécies mais proximas de L. infantum, além de
Porcisia, Leptomonas e Phytomonas, e o clado basal, formado por espécies de
tripanossomas. Quanto as arvores na figura 21 e 22, é verificada a presenca das
espécies de Leishmania mais proximas as proteinas alvo, como também a presenca
da ordem Bodonida na Figura 22. Na arvore da LINF_340007000 (Figura 21) em
clados basais € observado um perfil de proteinas do tipo calpainas fazem parte da
familia cisteina-peptidases, pertencente a géneros de Trypanosoma, Leishmania e

Strigomonas.

Figura 20: Arvore filogenética de possiveis ortélogos da proteina LINF_220008000

> 8XP_DD3875485_1 hypothetical protein Leishmania mexicana
997T—XP_DD'1 683183.1 hypothetical protein Leishmania major
94I—LINF_22UIJDBDOEI hypothetical protein Leishmania infantum
XP_001564948.1 hypothetical protein Leishmania braziliensis
KAG5504914 1 hypothetical protein JKF63_04360 Porcisia hertigi
KP185729.1 hypothetical protein ABL78_5216 Lepfomonas seymouri
-XP_015664060.1 hypothetical protein ABB37_00025 [ eptomonas pyrrhocoris
CCWB1925.1 unnamed protein product Phytomonas sp. isolate EM1

CCWB66266.1 unnamed protein product Phytomonas sp. isolate Hart1

CUG92942 1 putative hypothetical protein Bodo saltans

KAF8295440.1 hypothetical protein TcYC6_0092440 Trypanosoma cruzi

PWV16543 1 hypothetical protein C3747_22g372 Trypanosoma cruzi
100 ESS64912.1 hypothetical protein TCDM_06825 Trypanosoma cruzi

f EKGO7711.1 hypothetical protein TCSYLVIO_001161 Trypanosoma cruzi

XP_845847 1 hypothetical protein Trypanosoma brucei brucei

XP_011774570.1 hypothetical protein Trypanosoma brucel gambiense

Fonte: o autor
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Figura 21: Arvore filogenética de possiveis ortélogos da proteina LINF_340007000

LINF_340007000 hypothetical protein Leishmania infantum
P_003878604.1 hypothetical protein Leishmania mexicana

P_001686109.1 hypothetical protein Leishmania major

P_001564307.1 hypothetical protein Leishmania braziliensis

KAG5493786.1 hypothetical protein JKF63_01618 Porcisia hertigi

EPY29333.1 hypothetical protein AGDE_10008 Angomonas deanei

EPY29010.1 hypothetical protein STCU_04770 Strigomonas culicis

KAF8276520.1 putative protein of unknown function (DUF1935) Trypanosoma cruzi
P_822514 .1 hypothetical protein Trypanosoma brucei brucei TREU927
KPI187651.1 hypothetical protein ABL78_3249 [ eptomonas seymouri

XP_001563874 .1 putative META domain containing protein Leishmania braziliensis

XP_001563372.1 putative calpain-like cysteine peptidase Leishmania braziliensis

XP_846029.1 putative calpain-like cysteine peptidase Trypanosoma brucei brucei TREU927

EPY31224 1 calpain-like cysteine peptidase Strigomonas culicis

XP_001218923.1 putative calpain-like protein fragment Trypanosoma brucei brucei TREU927

KAF8277185.1 small myristoylated protein 1 Trypanosoma cruzi

Fonte: o autor

Figura 22: Arvore filogenética de possiveis ortlogos da proteina LINF_210009700

XP_001682976.1 hypothetical protein Leishmania major

XP_003875283.1 hypothetical protein Leishmania mexicana
INF_210009700 hypothetical protein Leishmania infantum

G5505682.1 hypothetical protein JKF63_05017 Porcisia hertigi
XP_001564759.1 hypothetical protein Leishmania braziliensis

KP189549.1 hypothetical protein ABL78_1317 Leptomonas seymouri
XP_015656600.1 hypothetical protein ABB37_06334 Leptomonas pyrrhocoris
EPY32813.1 hypothetical protein AGDE_08498 Angomonas deanei
CUGS91683.1 putative hypothetical protein Bodo saltans

CCW63795.1 unnamed protein product Phytomonas sp.

RNC37434.1 hypothetical protein TcCL_NonESM13400 Trypanosoma cruzi
RNC37583.1 hypothetical protein TcCL_NonESM13245 Trypanosama cruzi
KAH9597536.1 Nuclear transport factor 2 Trypanosoma melophagium

KAHB8614513.1 Nuclear transport factor 2 (NTF2) domain Trypanosoma vivax
XP_822478.1 hypothetical protein Trypanosoma brucei brucei TREU927

XP_011777451.1 hypothetical protein Trypanosoma brucei gambiense DAL9T2
Fonte: o autor
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6 DISCUSSAO

O continuo estudo sobre o papel das proteinas de ligacdo a RNA em
tripanossomatideos é fundamental para uma melhor compreensao do controle pos-
transcricional nesses parasitas (NOCUA et al., 2017). As RBPs s&o cruciais em
processos de modulacdo da abundancia de mRNA assim como na inibicdo da
traducdo, participando em processos desde a sintese do mMRNA como na sua proépria
degradacéo (KILCHERT et al., 2020; HASAN et al., 2014). Os estudos de ASSIS et
al., (2021) a respeito das proteinas de ligacdo a RNA (DRBD2 e RBP23) foram
importantes para descobrir um perfil consideravel de proteinas desconhecidas que
interagem com essas RBPs.

O complexo do tipo elF4F, composto pelos fatores EIF4E4, EIF4G3 e as
RBPs (RBP23 e PABP1), ja foram identificados em T. brucei apresentando
caracteristicas ativadoras da traducédo (ERBEN et al., 2014). Esse mesmo complexo
foi identificado em L. infantum, com a RBP23 co-imunoprecipitando com a PABP1,
esta que por sua vez interage com os fatores EIF4E4, EIF4G3 direcionando os
MRNA codificantes de proteinas ribossomais para a traducédo (DE MELO NETO et
al., 2018; ASSIS et al., 2021). Em tripanossomatideos, as RBPs se associam aos
MRNAs através de dominios como “Zinc Finger”’, “Pumilio”, “ALBA” ou “RRM”
(KOLEV; ULLU; TSCHUDI, 2014; CLAYTON, 2013). Quanto a RBP23 e DRBD2 de
T. brucei, em ambas foi verificada a presenca de dominios RRM nas extremidades
de sua estrutura (DE GAUDENZI; FRASCH; CLAYTON, 2005). Os RRMs possuem
aproximadamente 90 aminoacidos com motivos de seis a oito residuos identificados
por RNP-2 e RNP-1 respectivamente (CONTE, 2000). Esses dominios ou motivos
também sdo chamados de RBD (dominio de ligacdo de RNA) sendo considerado o
dominio mais abundante em vertebrados superiores e 0 mais estudado em relacéo a
sua estrutura conformacional como também na sua na bioquimica (VENTER et al.,
2001; MARIS; DOMINGUEZ; ALLAIN, 2005; CLERY; BLATTER; ALLAIN, 2008).
Com isso, a presenca de polipeptideos hipotéticos associados a RBP23 e DRBD2,
levantam hipéteses de possiveis relacdes com o suposto dominio RRM de ambos.

Nesse estudo, os moldes responsaveis por contribuir na modelagem
estrutural de proteinas associadas a RBP23, por exemplo a LINF_180008000,

apresentaram funcgdes de transporte nuclear e dominios NTF2. O motivo ou dominio
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NTF2 é caracteristico de proteinas da familia NTF2-like, o qual em outros
organismos esta associada a fatores de exportagdo de mRNA, como a Mex67 e em
transporte nucleoplasmatico (CUSHMAN et al., 2004; NOCUA et al., 2017;
FRIBOURG et al., 2001). Curiosamente, nesse estudo, este mesmo dominio
também foi encontrado em ortdlogos de Leishmania donovani e tripanossomas da
arvore filogenética da LINF_180008000. Além disso, a identificacdo de moldes com
funcdo de ligacdo a RNA e a consideravel quantidade de residuos interagindo no
docking molecular com a RBP23, reforcam os achados de DE MELO NETO et al.,
(2018) a respeito dessa proteina hipotética, fortalecendo a sugestdo da possivel
funcdo de RBP da LINF_180008000.

A proteina SKP1 é responsavel por acdes cruciais na regulacdo da
transcricdo, transducado de sinal e no ciclo celular de animais e fungos (HONG; KIM,;
SEO, 2012). A proteina LINF_050009500 apresenta estruturalmente caracteristicas
semelhantes a SKP1 (ASSIS et al., 2021). Esse dado corrobora com os achados
dessa proteina neste estudo, pois a mesma apresentou um perfil de moldes com
caracteristicas funcionais de ciclo celular e com a presenca do dominio SKP1.
Indicando que pode ser realmente uma proteina com esses aspectos funcionais em
L. infantum. A ordem Bodonina, é presente na arvore filogenética dessa proteina,
ordem que é composta pelo Bodo saltans, um fagotréfico de vida livre néo
parasitario (JACKSON et al., 2016). Apesar desta arvore apresentar apenas
proteinas hipotéticas a presenca de similaridade de sequéncia com a proteina
hipotética do B. saltans, configura um achado importante, assim como o grau de
interacdes entre aminoacidos do complexo LINF_050009500/RBP23 que se obteve
no docking molecular.

Quanto a filogenia da LINF_080013100, mesmo né&o trazendo informacdes
tdo relevantes quanto as proteinas anteriores e o docking se apresentar com apenas
dois residuos de interacdo com a RBP23 (acido glutamico-arginina) por ponte salina,
a predicdo tridimensional dessa proteina, trouxe caracteristicas estruturais
interessantes, como a presenca de moldes com dominios BAR em alta confianga no
AlphaFold2, representando um achado importante. Pois, esses dominios sé&o
conhecidos por adotar estruturas curvas, responsaveis por deformar membranas por
meio de interacdes eletrostaticas com lipideos (DAUMKE; ROUX; HAUCKE, 2014;
SUETSUGU; KURISU; TAKENAWA, 2014; KITAMATA et al., 2019).


https://www.sciencedirect.com/topics/biochemistry-genetics-and-molecular-biology/phagotroph
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A predicéo estrutural das proteinas associadas a DRBD2 evidenciou também
alguns resultados esperados, entre 0s quais, estd a predicdo da proteina
LINF_210009700 que até entdo, é considerada hipotética com presenca de dominio
NTF2 em plataformas de banco de dados como, por exemplo, o UniProt e
TriTrypDB. Esses dados complementam os achados neste trabalho, visto que essa
mesma proteina foi encontrada apresentando proteinas ortélogas na filogenia
molecular e nos moldes de predi¢édo estrutural com dominios NTF2. Além de funcdes
de RBP, apresentando alta confianca.

A presenca de proteinas ortélogas com caracteristicas putativas de calpainas
nas espécies proximas a L. infantum, como a L. braziliensis, na arvore filogenética
da LINF_340007000, se torna um achado interessante para uma posterior
investigacdo em estudos futuros. Pois as calpainas fazem parte da familia cisteina-
peptidases neutras dependentes de calcio, o qual sdo proteases com diversas
funcdes fisiologicas, principalmente em doengas neurolégicas humanas, envolvidas,
por exemplo, na hiperfosforilacdo da proteina Tau (proteina presente em arranjos
fibrilares) (HIGUCHI; IWATA; SAIDO, 2005; VIDAL, 2010). Nos tripanossomatideos,
foi no género Leishmania que foi identificado ac&o proteolitica das mesmas, o qual
foi denominada caldonopaina, entretanto a sua identidade ainda néo foi confirmada,
apesar de estudos demonstrarem que a atividade dessa enzima facilitaria a invasao
de L. donovani em macr6fagos (BHATTACHARYA; DEY; DATTA, 1993; DEY;
BHATTACHARYA; DATTA, 2006; VIDAL, 2010). A LINF_220008000, apesar de
apresentar uma quantidade menor de moldes que compartilham a mesma funcéo ou
funcdo semelhante, a presenca de um ou dois moldes com funcdes de inibidor de
apoptose e significativa porcentagem de cobertura e confianc¢a, indica um alerta para
se iniciar uma melhor investigacdo dessa proteina também, com o objetivo de

identificar possiveis funcdes anti-apoptoticas da mesma em Leishmania infantum.
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CONCLUSAO

e Foi possivel identificar dominios NTF2 e funcdo de ligacdo a RNA nas
proteinas  LINF_180008000, LINF_050009500 e LINF_210009700,
corroborando com descritos na literatura.

e Para as proteinas LINF_080013100 e LINF_220008000, foi possivel observar,
respectivamente, moldes com dominio BAR e com funcédo de inibidor de
apoptose, ambos apresentando confianca acima de 90% e cobertura em torno
de 60% no Phyre2. Supondo, dessa forma, possivel funcdo semelhante a
esses moldes.

e A filogenia da LINF_340007000 foi verificada a presenca de diversas
proteinas com caracteristicas putativas de calpainas em espécies proximas
de L. infantum. Sugerindo, desse modo, perfil funcional semelhante para com
a proteina alvo.

e Nos dados sobre as interacfes das proteinas alvo para com suas respectivas
RBPs, foi possivel identificar interacdes principalmente no complexo LINF
180008000/RBP23 e LINF_050009500/RBP23, com predominancia de pontes
de hidrogénio e interagdes nao ligadas, integrando dessa forma importante
base de consulta para direcionamento de futuros estudos a respeito do papel
dessas RBPs e seus parceiros na iniciacdo da traducdo em

tripanossomatideos.
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