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RESUMO

DISSERTACAO DE MESTRADO EM BIOLOGIA COMPUTACIONAL E SISTEMAS

Aline Beatriz Mello Rodrigues
A leishmaniose é um problema de saude publica em diversas partes do mundo,

devido a sua ampla distribuicdo e alta prevaléncia. Os principais fatores de risco
resultantes de processos sociais, econdmicos e ambientais facilitam a transmisséo e
dificultam seu controle. A infeccdo causada por parasitas do género Leishmania
pode causar no ser humano um conjunto de sintomas. O tratamento atualmente
empregado € extremamente toxico, pode produzir resisténcia e possui alto custo
para o paciente, o que limita a sua utilizacdo em areas endémicas. Desta forma, é
de grande relevancia a identificacdo de novos alvos terapéuticos com importancia
critica na sobrevivéncia do parasito visando ao desenvolvimento de novos farmacos
mais eficazes e menos agressivos para 0s seres humanos. Neste contexto, a
enzima fumarato hidratase (FH) surge como um alvo molecular promissor, uma vez
que a FH de L. major e de H. sapiens sdo consideradas analogas funcionais.
Estudos recentes mostram a importancia desta enzima para a viabilidade dos
parasitos, o que a torna um alvo potencial para o planejamento de compostos com
acdo leishmanicida. O mecanismo de acdo dessa enzima no parasito € diferente da
atividade no organismo humano e, sua inibicdo prejudicaria 0s processos essenciais
para a sobrevivéncia do parasito. A comparacéo entre as sequéncias da fumarato
hidratase de classe | entre algumas espécies do género Leishmania apontou que 0s
residuos do sitio catalitico permanecem totalmente conservados, 0 que sugere a
possivel inibicAo da enzima para varias espécies desse género. A andlise da
estrutura da enzima do parasita e do hospedeiro mostrou diferencas nos residuos
cataliticos envolvidos na reacdo, reforcando a ideia de uma possivel inibicao

especifica.
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ABSTRACT

MASTER DISSERTATION IN COMPUTATIONAL AND SYSTEMS BIOLOGY

Aline Beatriz Mello Rodrigues

Leishmaniasis is a public health problem worldwide due to its broad distribution and
high prevalence. The main risk factors resulting from social, economic and
environmental processes facilitate transmission and hinder their control. Infection
caused by parasites of the genus Leishmania can trigger in humans a set of
symptoms. The treatment currently employed is extremely toxic, can produce
resistance and has a high cost to the patient, which limits its use in endemic areas. In
this way, the identification of new therapeutic targets with critical importance in the
survival of the parasite is aimed at the development of new drugs, more effective and
less aggressive for humans. In this context, the enzyme fumarate hydratase (FH)
appears as a promising molecular target, since FH of L. major and H. sapiens are
considered functional analogues. Recent studies show the importance of this enzyme
for the viability of the parasites, turning it a potential target for the planning of
compounds with leishmanicidal action. The mechanism of action of this enzyme in
the parasite is different from the activity in the human organism, and its inhibition
would impair the essential processes for the survival of the parasite. The comparison
between the class | fumarate hydratase sequences among some species of the
genus Leishmania indicated that the residues of the catalytic site remain conserved,
suggesting the possible inhibition of the enzyme for several species of this genus.
The analysis of the enzyme structure of the parasite and the host showed differences
in the catalytic residues involved in the reaction, reinforcing the idea of a possible
specific inhibition.
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1 INTRODUCAO

1.1 O género Leishmania

O género Leishmania compreende protozoarios que apresentam, entre suas
espécies, duas formas evolutivas principais: a forma amastigota e a forma
promastigota. A forma amastigota (do latim “a”, sem/ausente e do grego “mastyx”,
chicote/flagelo) é a forma intracelular e ndo movel presente no hospedeiro
vertebrado, e se divide por fissdo binaria longitudinal. Esta forma possui
caracteristica morfolégica arredondada e encontra-se principalmente nas células do
sistema fagocitico mononuclear (SFM) dos hospedeiros vertebrados. Ja a forma
promastigota (do latim “pro”, a frente de/antes de e do grego “mastyx’,

chicote/flagelo) possui a forma do corpo fusiforme com “um flagelo anterior’. E
extracelular, mével, cresce e se divide por fissdo binéria longitudinal e encontra-se
no tubo digestorio dos hospedeiros invertebrados (1). O género Leishmania,

segundo proposta de Levine et al. (1980), ocupa a seguinte posicao sistematica (2):

Reino Protista (Haeckel, 1866)

Sub-Reino Protozoa (Goldfuss, 1817)

Filo Sarcomastigophora (Honigberg & Balamuth, 1963)
Sub-Filo Mastigophora (Deising, 1866)

Classe Zoomastigophorea (Calkins, 1909)

Ordem Kinetoplastida (Honigberg, 1963)

Sub-ordem Trypanosomatina (Kent, 1880)

Familia Trypanosomatidae (Doflein, 1901)

Género Leishmania (Ross, 1903)

O género Leishmania comecou a ser descrito no inicio de 1900 quando
Leishman (1901) identificou, em esfregacos de baco de um paciente indiano morto
de "febre dum-dum” (sintoma clinico de kala-azar), organismos que ele relatou como
"tripanossomos" por referenciar as formas arredondadas das espécies do género
Trypanosoma. No mesmo ano, Charles Donovan (1901) confirmou a presenca do
mesmo tipo de protozodérios nos esfregacos de pacientes indianos e estes foram
denominados popularmente como “corpos de Leishman-Donovan”. Em 1903,

17



Alphonse Laveran e Félix Mesnil admitiram que estes corpos seriam parasitas néo
classificados como tripanossomos nem hemoparasitas, levantando a hipotese de
que esses organismos pertenceriam a ordem Piroplasmida (Wenyon, 1926), pois 0s
corpos estéo frequentemente contidos em eritrocitos e as vezes sao piriformes. No
mesmo ano, o medico britanico Ronald Ross propds um novo género com 0 home
de Leishmania, pois foi observado que as amostras analisadas anteriormente
por Laveran e Mesnil ndo se tratavam de um Piroplasmata. Ross denominou
também a espécie como Leishmania donovani para os corpos de Leishman-

Donovan, homenageando Leishman e Donovan (3).

‘I HOPE that the interest which must always attach to the discovery
of new parasites of man will suffice to excuse me for adding yet
another paper on this subject to those already contributed by
Leishman, Donovan, Laveran and myself.”

Ross (1903)*

Dados pré-histéricos de espécies semelhantes as espécies do género
Leishmania estdo documentadas em dois fésseis, sendo o primeiro exemplar
encontrado na proboscide e trato digestivo da fémea do flebotomineo extinto
Palaeomyia burmitis (Cretaceo, 100 milhdes de anos) (4) (Figura 1). O segundo
féssil (20 a 30 milhdes de anos), descrito como Paleoleishmania neotropicum, foi
encontrado incrustrado em ambar dominicano (5). Este registro fossil também
fornece evidéncias de que os flebotomineos neotropicais eram vetores de parasitas
semelhantes as Leishmania spp. do meio do Oligoceno (periodo compreendido
aproximadamente entre 35 milhdes e 23 milhdes de anos atras) ao inicio do Mioceno

(periodo compreendido aproximadamente entre 23 e 5,3 milhdes de anos atras) (6).

! “Espero que o interesse que sempre deve ser ligado & descoberta de novos parasitas do

homem seja suficiente para me desculpar por acrescentar mais um artigo sobre esse assunto aqueles
que ja contribuiram com Leishman, Donovan, Laveran e eu”.
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Figura 1: Palaeomyia burmitis em ambar birmanés. (A) A area escura no intestino
(seta) mostra uma refeicdo de sangue. Escala = 0.148 mm (B) Detalhe do segmento
tarsico terminal, mostrando secrecfes nas pontas de algumas das mesmas cerdas
(pontas de setas). Escala = 52 um (C) Tergitos abdominais terminais que mostram
uma cerda Unica declinada e cavidades alongadas (setas). Escala = 52 um.
Adaptado de Poinar (2004) (4).

Encontram-se na literatura e em pecas arqueoldgicas relatos sobre os sinais
clinicos observados por Leishman, Donovan e Ross (7). As primeiras descri¢cdes
datam de 2.000 a.C. e sdo descritas lesfes tipicas semelhantes as lesdes atuais da
leishmaniose cutanea. Existem também relatos incluindo mumias egipcias e cristas
da Nubia (2.000 a.C.), evidéncias de DNA de Leishmania sp. no norte do Sudéo
(1.500 a.C.), infeccdo por Leishmania sp. em uma mumia de 6 anos no Peru (800
a.C.) e notificacdo de doencas conhecidas como "doenca do vale", "doenca andina"
ou "lepra branca", que provavelmente seriam doencas do tipo sulamericano que

ocorreram no periodo Inca nos séculos XV e XVI (7). Os relatos e as representacoes
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antropomorficas em ceramica encontrados no passado indicam caracteristicas de
lesbes mucosas semelhantes aos sinais clinicos (Figura 2) e lesfGes atuais da

leishmaniose cutanea, retratando a agressividade desta enfermidade (8).

Figura 2: Pecas e ilustracdes antigas com aspectos desfigurantes no qual séo
observados possiveis sinais clinicos da enfermidade causada por Leishmania
spp. As caracteristicas abordadas nas expressdes artisticas (desenhos e pecas de
ceramica) de povos antigos que ocupavam O continente americano ja
impressionavam  0s  artistas da época  (9). Disponivel em: <
http://mwww.dbbm.fiocruz.br/tropical/leishman/leishext/htmli/hist_rico.htm>; Acesso em:
09/11/2018.

O género Leishmania provavelmente evoluiu na era Mesozoéica (periodo que
compreende aproximadamente 250 a 65 milh6es de anos atras) antes do
rompimento do supercontinente Pangeia. No entanto, a origem geogréfica especifica
das diferentes espécies de Leishmania € uma questdo de debate permanente dentro
do universo cientifico (6).

O ciclo de vida das Leishmania spp. (Figura 3), se da com a picada do vetor
invertebrado em um hospedeiro vertebrado infectado. Os macréfagos do
hopspedeiro vertebrado que estdo infectados pela forma intracelular obrigatéria do
parasito (forma amastigota) sédo transferidos ao vetor durante o repasto sanguineo.
No intestino do vetor (flebotomineos), essas formas se diferenciam em
promastigotas prociclicas que irdo se multiplicar e passaréo por diversas fases de
desenvolvimento, se tornando promastigotas metacilicas. As formas promastigotas
migram para o aparelho bucal do vetor e, sdo assim, passadas para um hospedeiro
vertebrado no momento da picada (10). No hospedeiro vertebrado (incluindo o ser
humano), as formas promastigotas séo fagocitadas pelos macrofagos que se
fundem com o lisossoma formando o fagolisossoma, onde sofrem alteragoes
bioquimicas e metabdlicas significativas, que resultam na forma amastigota (11). O
aumento do numero de patdégenos intracelulares causa a ruptura das células
fagociticas do sistema imune inato (como macrofago, célula dendritica e neutrofilo)

infectadas, levando a disseminagcdo do microrganismo para outras células
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fagociticas, que podem ser posteriormente ingeridas por outro vetor, e assim

completar o seu ciclo (11).

As formas promastigotas se
multiplicam e se transformam
em promastigotas metaciclicas

As formas amastigotas se
diferenciam em promastigotas
prociclicas

p - - M

As células parasitadas ingeridas Promastigotas metaciclicas
liberam as ?ormas ¢ ] \ migram para valvula
faringea do vetor

amastigotas
, A’ \ ' 4
Formas transmitidas . Formas transmitidas
durante o repasto Mosquito durante o repasto
sanguineo palha l sanguineo
do vetor do vetor
a
As formas amastigotas Promastigotas
infectam novos metaciclicas
macréfagos 1
Mamiferos
. O . Promastigotas metaciclicas
& ( @ penetram no macréfago e
As formas amastigotas s@o liberadas outras celulas do sistema
para o meio extracelular devido ao reticuloendotelial
rompimento do macréfago ® O

Promastigotas se transformam em
amastigotas dentro de macréfagos

Figura 3: Representacdo do ciclo de vida dos parasitas pertencentes ao género
Leishmania.

Mais de um século apés as descricbes de Ross, muitos relatos clinicos
permaneceram 0S mesmos. As espécies do género Leishmania estabelecem
doencas do sistema fagocitico mononuclear causando um complexo de

manifestagdes clinicas denominado de leishmaniose.

1.2 Leishmaniose

7

A leishmaniose é uma doenca infecciosa e negligenciada, causada por
diferentes espécies de protozoarios parasitos flagelados pertencentes ao género
Leishmania. Os flebotomineos sdo os Unicos insetos hematofagos capazes de
transmitir a leishmaniose (12), durante o repasto sanguineo da fémea infectada que
previamente se alimentou do sangue do hospedeiro vertebrado infectado (13). A
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epidemiologia é extremamente ampla, sendo 20 espécies do género Leishmania
patogénicas para os seres humanos e 30 espécies de flebotomineos sédo vetores
comprovados (14).

As diferentes espécies do género Leishmania produzem grande variedade de
manifestacbes clinicas que dependem da interacdo entre a resposta imune do
hospedeiro vertebrado e do poder invasivo, tropismo e patogenicidade deste
parasito (15). Existem trés formas principais da doenca: (i) leishmaniose visceral
(LV); (ii) leishmaniose cutanea (LC); e (iii) leishmaniose mucocutanea (LMC) (Tabela
1) (16).

Tabela 1. Agentes etiol6gicos associados as formas da leishmaniose

Formas da leishmaniose Agentes etioldgicos
L. infantum, L. tropica, L. major, L.
cutanea aethiopica, L. amazonensis, L. mexicana
e L. donovani
muco-cutanea L. braziliensis e L. panamensis
visceral L. donovani e L. infantum

A LV, também conhecida como kala-azar ou calazar, € causada por algumas
espécies de Leishmania que invadem células do figado, bagco, medula Gssea e pele.
Esta forma de leishmaniose afeta populacfes locais em areas remotas da india,
Nepal, Bangladesh, Suddo, Sudao do Sul, Etiépia e alguns paises das Américas do
Sul e Central. Os sinais e sintomas da LV aparecem semanas ou meses apés a
infeccdo e incluem febre irregular e prolongada, hepatoesplenomegalia (aumento do
baco) e anemia, e sua intensidade reflete uma importante multiplicacdo do parasito
em determinados 6rgdos hematopoiéticos (17).

Assim como as outras formas da doenca, a LC possui diversas
manifestacdes, que vao desde pequenos nédulos cutadneos até a destruicdo bruta do
tecido mucoso. Os sintomas iniciais incluem lesdes na pele, que se desenvolvem
apos varias semanas ou meses apos a infeccéo, e glandulas inchadas. As lesdes -
feridas fechadas ou abertas - podem mudar ao longo do tempo em tamanho e
aparéncia. Estes ferimentos geralmente sdo indolores, mas podem se tornar
dolorosos se infectadas por bactérias. As Ulceras podem levar muito tempo para
cicatrizar e geralmente deixam cicatrizes. Infec¢gées com algumas cepas que causam
LC do Novo Mundo podem evoluir para leishmaniose mucocutanea anos apos as
lesGes cutaneas iniciais parecerem ter cicatrizado completamente. A infeccdo pode
se espalhar para o nariz, para a boca e para a garganta, causando feridas e
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sangramento. Esta complicacdo pode ocorrer quando a infeccdo inicial por
leishmaniose cutanea néao for tratada (18).

A LMC é a forma clinica mais rara e, geralmente, surge apés uma lesao
cutanea tipica levando a destruicdo parcial ou total das membranas mucosas com
producado de lesbes, transformando a fisionomia do paciente (19). Mais de 90% dos
casos de leishmaniose mucocutanea ocorrem na Bolivia, no Brasil, na Etiopia e no
Peru (20)

Embora a leishmaniose cutanea seja a forma mais comum da doenca, a

leishmaniose visceral € a mais grave, podendo ser fatal se nao for tratada.

1.3 Distribuic&o e diagnéstico da leishmaniose

A leishmaniose € uma doenca com distribuicdo mundial (Figura 4) e, dos 200
paises e territorios que reportam a Organizacdo Mundial de Saude (OMS), 97 paises
e territorios sdo endémicos para leishmaniose. Isso inclui 65 paises que séo
endémicos tanto para LV quanto para LC, 10 paises que sao endémicos apenas
para LV e 22 paises que sdo endémicos apenas para LC (21). Em 2012, ja havia
sido reportado por Alvar et al. que havia 98 paises com casos de transmissdo de
leishmaniose (22). Hoje ha pacientes afetados em partes da Asia, na Africa, nas
Américas e sul da Europa, pois de acordo com a OMS, cerca de 900.000 a 1,3
milhdes de novos casos e 20.000 a 30.000 mortes ocorrem anualmente (23). No
Brasil, os casos registrados se concentram grande parte nas regides Norte e
Nordeste do pais. Entretanto, outras localidades do territério nacional tém
apresentado um aumento nos casos de leishmaniose devido as estratégias de
controle ndo serem de facil aplicabilidade. O numero de casos tende a aumentar

cada vez mais, mostrando que todo o pais corre risco de epidemia (24).
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Numero de novos casos de
reportados, 2015

>1.000
500 - 999
100 - 499
<100
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Nenhum caso natural da regido relatado
Sem dados
Né&o aplicavel

oom ooenmn

Figura 4. Panorama de areas endémicas da leishmaniose em todo o mundo
apresentando novos casos reportados em 2015. (A) Paises que relataram casos
diagnosticados de LC no ano de 2015. (B) Paises que relataram casos
diagnosticados de LV no ano de 2015. Adaptado de WHO (2017) (25, 26).

No ciclo de vida das espécies de Leishmania spp., o flebotomineo
pertencente ao género Phlebotomus (no Velho Mundo) e Lutzomyia no (Novo
Mundo)?, é o Unico vetor responsavel pela transmissdo da Leishmania spp. e é
popularmente conhecido como mosquito palha. O flebotomineo hemat6fago é um
artropode pequeno, de cor amarelada e a maioria das espécies de fleb6tomos se
alimenta no periodo noturno, embora existam algumas espécies que possuem
habitos alimentares diurnos (27). Esses insetos tém demonstrado uma grande
capacidade de se adaptar a varios ambientes, aumentando muito a densidade
destes insetos dentro e ao redor de moradias, facilitando a transmissdo da doenca
(28). A leishmaniose é transmitida ao ser humano somente pelo mosquito-palha e

tem como hospedeiros vertebrados cées, roedores e 0 ser humano.

% Os termos Velho Mundo e Novo Mundo sdo conceitos aplicados para divisdo do mundo no
ponto de vista histérico. A compreensédo do Velho Mundo é marcada por volta do século XV, quando
os europeus tinham uma visdo de mundo que somente envolvia a regido da Europa, da Africa (ou
partes dela) e da Asia. J& a definicdo de Novo Mundo, um dos nomes dados ao hemisfério ocidental,
compreende o continente americano.
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Alguns fatores de risco para a disseminacdo da leishmaniose séo claramente
causados pelo ser humano, como migragdo, desmatamento, urbanizacdo ou
mudancas na susceptibilidade do hospedeiro humano a infeccdo, como
imunossupressao e desnutricdo (29). No entanto, existem outros fatores que sao
causados por mudancas ambientais naturais. A infeccdo humana por parasitos de
Leishmania spp. depende da relacdo ecologica entre a atividade humana e os
sistemas de reservatorios. Qualquer mudanca nos fatores ambientais € susceptivel a
uma mudanca na distribuicdo do parasito (30).

A maioria das infeccbes por LV €& diagnosticada clinicamente com a
observacdo de sintomas como febre irregular, anemia, leucopenia e
hepatoesplenomegalia (28). Métodos de diagnostico laboratorial incluem a deteccgéo
de parasitas por exame microscopico, cultura e analise sucessiva de isoenzimas
para identificacdo ou ensaios baseados em biologia molecular para a deteccdo do
DNA do parasita, como por exemplo o PCR (Reacédo em cadeia da polimerase, do
inglés Polymerase Chain Reaction) (31).

O diagndstico sorolégico para LC e LMC, mesmo se raramente usado, € a
técnica mais normalmente usada para LV (31). Na Tabela 1 sdo demostradas varias
técnicas soroldgicas e busca de antigeno para a deteccdo de Leishmania spp.
Niveis elevados de anticorpos séricos estdo presentes em LV assintomaticos e
ativos e permanecem presentes por varios anos. No entanto, a especificidade
desses testes em areas endémicas de LV é variavel e, nas coinfec¢cdes por
Leishmania/HIV, a abordagem sorolégica para o diagndstico é dificil devido a acdo
imunossupressora do virus. De fato, nestes casos, podem ser necessérios testes
parasitologicos ou moleculares adicionais se os resultados dos testes sorolégicos

forem negativos (32).
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Tabela 2: Técnicas soroldgicas e de deteccdo de antigenos comumente utilizadas no diagndéstico da leishmaniose. Adaptado de

Elmahallawy et al. (2014) (31).

Sensibilidade

Especificidade

Ensaio ou método (%) (%) Vantagens Desvantagens
N Positivo nos estagios iniciais da infeccao e Requer laboratério sofisticado. Nenhuma
IFA 87-100 77-100 ] i ) i o
indetectavel seis a nove meses apos a cura aplicagdo no campo.
n A sensibilidade e a especificidade séo
N Pode ser usado para andlises em grande . ) i
ELISA - - grandemente influenciadas pelo antigeno
escala -
utilizado
CSA como antigeno * 80-100 84-95 - -
Ligante fucose-manose * 95-100 95 - -
Antigeno rk39* 75-98 79-89 - -
1 Fornece respostas detalhadas de anticorpos _
Western Blot 90-98 98-100 . i ) ) Demorado, tecnicamente e caro.
para varios antigenos de Leishmania
Limitado para uso em regifes de
1 . o endemicidade. Tempo de incubagéo longo €
DAT 85-100 91-100 Teste rapido, aplicavel no campo . . o
necessario. Indisponibilidade de fonte
comercial do antigeno positivo e fragilidade.
N Fornece respostas detalhadas de anticorpos .
Western Blot 90-98 98-100 . . ) ) Demorado, tecnicamente e caro.
para varios antigenos de Leishmania
N Barato, rapido, simples e pode ser realizado
IC com rK39 90-100 93-100 ) -
por pessoa nao treinada.
. . . Simples, facil desempenho. Util no Dificil distinguir resultados fracos positivos de
Teste de aglutinagdo em latex na . o ) . ) . ]
79-100 60-100 diagndstico de pacientes negativos e a urina deve ser fervida para evitar

urina (KAtex) 2

imunocomprometidos.

reacdes falso-positivas.

(1) Testes soroldgicos; (2) Teste para deteccdo de antigeno
IFA = Ensaio de imunofluorescéncia (do inglés, Immunofluorescence Assay); CSA = Antigeno sollvel bruto da forma promastigotas (do inglés, Crude Soluble Antigen); DAT = Teste
de aglutinacéo direta (do inglés, Direct Agglutination Test); IC = Imunocromatografia (do inglés, Immunochromatographic)
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1.4 Tratamento daleishmaniose

Mesmo com o indice elevado de casos de leishmaniose, a variedade de
farmacos disponiveis no mercado é limitada, apresentando maleficios significativos.
Muitos medicamentos tém seus proprios beneficios e limitagdes. O tratamento atual
utilizado em leishmaniose inclui 0 uso de antimoniais pentavalentes, anfotericina B,
paromomicina, miltefosina, pentamidina e sitamaquina (33). Todos esses compostos
possuem origens quimicas diversas e atuam através de diferentes modos de agéo
(Figura 5). Outros medicamentos disponiveis ho mercado como a pentamidina, o
cetoconazol, o nitroimidazol (34) e o nelfenavir (35), tém sido explorados no

reaproveitamento de farmacos, em busca de uma atividade leishmanicida.

BN A= s NH;

NH NH

CH,

HC N

Figura 5: Compostos utilizados no tratamento da leishmaniose. (A) anfotericina
B, (B) paromomicina, (C) pentamidina, (D) sitamaquina, (E) miltefosina.

Os antimoniais pentavalentes (Sb°") sdo, h4 muito tempo, a base da
guimioterapia antileishmania. O antiménio é administrado aos pacientes em sua
forma intravenosa ou intramuscular e é reduzido na exposicdo aos tidis no
lisossoma, causando inibicdo de um dos trés possiveis alvos: (i) tripanotiona (fator
de viruléncia do parasita); (ii) tripanotiona redutase (enzima que converte a
tripanotiona em sua forma reduzida); ou (iii) nucleosideo topoisomerase. No entanto,
0 aumento da resisténcia ao farmaco restringiu seus beneficios (36).

A anfotericina B tem atualmente a sua formulagcdo por via intravenosa para
tratar a leishmaniose visceral. Embora o farmaco seja conhecido por apresentar alta
taxa de cura, casos de nefrotoxicidade e hematotoxicidade séo reportados (37). O
mecanismo de acdo se da quando o farmaco se liga ao ergosterol da membrana
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plasmatica, levando a formacdo de poros, causando a morte do parasita. Além
disso, acredita-se que a anfotericina B cause auto-oxidagdo e, portanto, libere
espécies Reativas de Oxigénio (ROS). Ademais, a anfotericina B possui outra
desvantagem que é ser altamente custosa (38).

A miltefosina é um medicamento originalmente desenvolvido para tratamento
de metastases cutaneas em carcinomas mamarios (37) e posteriormente descobriu-
se, em estudos realizados na India, a eficacia terapéutica no tratamento das
leishmanioses, sendo entdo, registrada para o tratamento de LV e LC (37). A
eficacia via administracédo oral e o curto periodo de tratamento foram as principais
vantagens desse farmaco. A miltefosina atua afetando o metabolismo fosfolipidico
da membrana plasmética do parasita, prejudicando o potencial da membrana
mitocondrial e com isso, levando a apoptose. No entanto, a utilizacdo desse
medicamento apresenta limitagcdes no tratamento da leishmaniose devido aos seus
efeitos teratogénicos e ao aparecimento de resisténcia ao medicamento devido a
exposicao por um longo tempo de utilizagéo (39).

A paromomicina € um antibiético aminoglicosideo isolado de Streptomyces
krestomuceticus empregado no tratamento de infeccdes intestinais. Seu potencial
leishmanicida foi identificado na década de 1960 e o mecanismo de acao se da pela
ligacdo a subunidade 30S do ribossomo, levando a inibicdo da sintese proteica.
Acredita-se também que a paromomicina causa a ruptura do potencial de membrana
mitocondrial levando a apoptose. Este medicamento s6 pode ser administrado por
via parenteral ou local, pois apresenta dificuldade na absorcao oral (33).

Outras duas opc¢Bes preenchem a lista de tratamentos disponiveis para a
leishmaniose (40): (i) a pentamidina, que vem sendo usada para tratamento de LV,
LC e LCM, e induz a inibicdo da biossintese de poliamina e uma diminuicdo do
potencial de membrana interna mitocondrial, e (ii) sitamaquina, uma 8-
aminoquinolina, que se intercala dentro das membranas biolégicas para se acumular
nos compartimentos citosolicos do parasita.

O desenvolvimento dos mecanismos de resisténcia emergentes nos principais
alvos dos medicamentos utilizados afeta o uso das opc¢des atuais de tratamento.
Associado a isso, outras caracteristicas desfavoraveis da quimioterapia, incluindo a
toxicidade, a via de administracdo, o alto custo e um tratamento a longo prazo,
levam a necessidade do desenvolvimento de novos compostos leishmanicidas com

mecanismos de acao alternativos e eficientes para erradicar esta doenca. Sendo

28



assim, novas formas terapéuticas devem ser planejadas para reduzir esses
problemas e promover a sua utilizacdo em areas endémicas (32).

A estratégia de vacinagdo ainda continua sendo o método mais econémico
para a prevencdo de doencas infecciosas. Existem diferentes tipos de vacinas
(inativada, atenuada, recombinante, subunidade, VLP [Virus Like Particles]) que
induzindo respostas imunes podem produzir linfcitos de meméria em direcdo a via
de imunidade para o controle de infec¢des. Além disso, estas vacinas estimulam a
imunidade humoral e celular, especialmente uma resposta Thl forte e também
células de citotoxicidade, para eliminar infeccfes. No entanto, vacinas eficazes para

a prevencao da leishmaniose ainda néo estéo disponiveis para o ser humano (37).

1.5 Alvos moleculares na leishmaniose para desenvolvimento de farmacos

em leishmaniose

A identificacdo e validacdo de um alvo molecular para o desenvolvimento de
farmacos para diversas enfermidades sdo fundamentais por uma série de razdes
que envolvem desde o estabelecimento de sua relevancia no processo
fisiopatolégico em estudo até a caracterizacdo do impacto de sua modulagcéo
seletiva no tratamento, na cura de doencas ou disfuncées em humanos.

Tratando-se de leishmanioses, dados na literatura demonstraram que a
inibicdo da quinase dependente de ciclina (CDK; do inglés, Cyclin-dependent
kinase), uma proteina de extrema importancia na regulacdo do ciclo celular de
mamiferos e leveduras, influenciou diretamente na atividade proliferativa destas
células, interferindo nas fases G1/S e G2/M das mesmas (41). Este estudo é
altamente relevante para a compreenséo do proprio ciclo celular dos protozoarios,
uma vez gque estes apresentam proteinas regulatérias homoélogas a CDK1, a CRKS,
sendo descritas 11 tipos de CDK em L. major e T. brucei, e 10 tipos em T. cruzi.
Além do mais, 10 ciclinas putativas foram identificadas nos 3 parasitas citados,
sendo as Leishmania spp. detentoras de uma ciclina adicional, a CYCA, nao
encontrada em T. cruzi e T. brucei (42). Estes dados apontam que a CRK3 poderia
ser um alvo terapéutico promissor no impedimento proliferativo do parasita (43).

Outra familia de proteinas de extrema relevancia para a proliferacdo e
diferenciacdo celular de eucariotos € a proteina quinase ativada por mitégeno
(MAPK; do inglés, Mitogen-activated protein kinase). Varios estudos tém identificado

a presenca de MAPK, bem como de seus ativadores (MAPKKSs), em Leishmania
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mexicana e também em T. brucei (44, 45). Em L. mexicana, MAPK 10 (LmxMPK —
LmxMPK9) e MAPKK 1 (LmxMKK) foram identificadas, mas ndo completamente
caracterizadas. Tanto LmxMKK, quanto LmxMPK9 sdo expressas exclusivamente
em promastigotas e estdo envolvidas na manutencdo do comprimento do flagelo
(46). Ao passo de que o mutante nulo de LmxMPK9 apresenta desenvolvimento de
flagelos alongados, o mutante nulo de LmxMKK apresenta desenvolvimento de um
flagelo sem motilidade e muito curto, levando a crer que LmxMKK esta
possivelmente envolvida no transporte anterégrado® (para a ponta flagelar) (46, 47).
Como os mutantes nulos de LmxMKK e LmxMPK9 sao viaveis por todo o ciclo de
vida do parasita, nenhum deles poderia ser classificado como um potencial alvo
terapéutico. Entretanto, LmxMPK apresenta potencial como um alvo para a terapia
(45), visto que mutantes nulos podem infectar macréfagos peritoneais e se
diferenciar em amastigotas, mas sao incapazes de proliferar no interior de vacuolos

parasitoforos.

1.6 Buscade anélogos funcionais

A homologia é o nivel mais basal das relacdes evolutivas e esta relacionada a
uma ancestralidade comum. Genes homologos sdo dois ou mais genes que
descendem de uma sequéncia de DNA ancestral. A homologia entre genes é
normalmente inferida pela similaridade entre suas sequéncias, onde uma
semelhanca significativa pode ser evidéncia de que estas sequéncias estdo
relacionadas a uma sequéncia ancestral comum. Genes homélogos podem ser
classificados como (48):

I. Genes Ortdlogos: genes que divergiram apds eventos de especiacado e
cada gene descendente possui uma copia génica da molécula, mas com a tendéncia
a conservar a funcao do gene ancestral;

il. Genes Parélogos: genes que divergiram por eventos de duplicacdo
génica e estao presentes em mais de uma cépia em um mesmo organismo. Apos a
divergéncia a funcdo tende a mudar, embora esta esteja frequentemente relacionada
ao papel do gene ancestral,

ii. Genes Xenodlogos: genes que divergiram por transferéncia horizontal e

podem estar relacionados a aquisicdo de novas funcoes.

® Refere-se ao movimento do centro da célula para a periferia. Um exemplo é o transporte
gue ocorre quando as proteinas solGveis saem do Reticulo Endoplasmatico.
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Em oposicdo a homologia, a analogia se refere a uma mesma funcao
proveniente de origem evolutiva independente, ou seja, 0s genes descendem por
convergéncia evolutiva a partir de genes ancestrais distintos (49). Na maioria das
vezes, proteinas homologas possuem estrutura tridimensional semelhante, enquanto
gue as analogas normalmente ndo possuem similaridade estrutural.

Estudos envolvendo enzimas anélogas podem revelar novos mecanismos
cataliticos, adicionar informacdo sobre a origem e evolu¢do de vias bioquimicas e
também identificar potenciais alvos moleculares para o desenvolvimento de novos
farmacos contra diversas doencas (50).

Otto et al. (2008) desenvolveram uma ferramenta denominada AnENPI
(Analogous Enzyme Pipeline) capaz de identificar e anotar enzimas analogas,
homologas e especificas entre dois organismos (51). O algoritmo utilizado pela
ferramenta realiza a comparacéao entre as sequéncias de aminoacidos das proteinas
de todos os organismos presentes no banco de dados Kyoto Encyclopedia of Genes
and Genomes (KEGG) (52). As comparacgfes entre as sequéncias de proteinas sao
realizadas utilizando um algoritmo de busca por similaridade, o Blast (53) para
proteinas anotadas com a mesma funcédo enzimatica (assinaladas com o mesmo EC
number?) (54). Os resultados das comparacdes de sequéncias que obtiverem uma
pontuacao (score) acima de 120 (e-value <0,001) sédo reunidos em um Unico grupo
(cluster). As enzimas analogas séo identificadas como sendo enzimas com a mesma
atividade enzimatica, mas sem similaridade de sequéncia detectavel entre si
(alocadas em grupos diferentes).

Sendo assim, a ferramenta AnEnPi foi utilizada para realizar busca e
identificagdo in silico de analogos funcionais entre Leishmania major e Homo
sapiens que poderiam ser potenciais alvos moleculares para o desenvolvimento de
farmacos contra a leishmaniose (45). Nesta versdo do banco de dados utilizada
existia somente L. major como representante do género Leishmania. Uma das
enzimas identificada com possibilidade de analogia entre L. major e H. sapiens foi a
fumarato hidratase (FH) (EC 4.2.1.2) (Figura 6). As sequéncias proteicas de FH do
parasita e do hospedeiro foram alocadas em clusters distintos, sendo consideradas

como possiveis casos de analogia intergendmica. A auséncia de similaridade entre

* Classificacdo hierarquica feita pela IUBMB (International Union of Biochemistry and

Molecular Biology) <http://www.chem.gmul.ac.uk/iubmb/enzyme/> com base na reacdo catalisada
pela enzima, onde cada enzima recebe um numero de 4 digitos: o primeiro digito descreve a reacéo
guimica geral catalisada pela enzima (a classe da enzima); os dois nimeros subsequentes tém
diferentes significados dependendo da classe da enzima; o quarto digito descreve a especificidade da
reacao, definindo o substrato especifico/produto ou cofatores utilizados.
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as sequéncias pode refletir em diferencas importantes em seus padrbes de

enovelamento proteico que podem ser exploradas para o planejamento de farmacos.
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Figura 6: Matriz de similaridade da fumarato hidratase (EC 4.2.1.2). Cada ponto da matriz 508 x 508 representa a pontuacdo de
similaridade entre duas enzimas. Pontuacdes de similaridade mais altas produzem pontos mais escuros, (branco representa uma
pontuacdo abaixo de 120). As trés setas no lado direito indicam as posi¢cdes das enzimas de L. major (setas vermelhas) e H. sapiens
(seta azul). Histogramas a esquerda mostram a distribuicdo dos organismos representados em cada cluster, para os trés reinos:
archaebacteria (A), bactérias (B) e eucariotos (E). Em cada um dos dois principais clusters (anélogos), sub-clusters podem ser
observados. O grafico no topo da matriz exibe o reino do organismo para cada enzima na matriz. Adaptado de Otto et al. (2008) (51).
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No genoma da espécie Leishmania major foram identificados dois genes
(LmjF24.0320 e LmjF29.1960) codificadores da fumarato hidratase (FH), cada um
codificando uma enzima importante nos processos metabdlicos dos organismos,

isoforma mitocondrial e citosdlica, respectivamente (55).

1.7 Fumarato hidratase

A FH (EC 4.2.1.2), também conhecida como fumarase, pertence a familia das
liases, realiza o papel de catalisar a converséo reversivel da molécula de fumarato
em S-malato em um processo de hidratacdo. Baseado em estudos da cinética da
atuacdo da FH (56, 57), o mecanismo de reacdo (Figura 7) ocorre quando dois
grupos &cido-base catalisam a transferéncia de protons e o estado de ionizagcédo
destes grupos é em parte definido por duas formas da enzima E; e E,. Em E1, 0S
grupos encontram-se em um estado neutralizado internamente (A-H/B:), enquanto
em E,, eles ocorrem em um estado zwitteriénico (A/BH"). E; se liga ao fumarato e
facilita a transformacédo desse substrato em malato, e E; liga-se ao malato e auxilia a
sua transformagao em fumarato. As duas formas devem sofrer isomerizagdo com

cada renovacao catalitica.
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Figura 7: Mecanismos de acdo da fumarato hidratase. Mecanismo proposto para
as reacdes de desidratacdo de malato a fumarato e hidratacdo de fumarato a
malato. Adaptado de Frey e Hegeman (2007) (58).
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A FH pode ser classificada em duas classes, dependendo da sua estabilidade
térmica, disposicdo das subunidades relativas e da necessidade de metal. FHs de
Classe | sé@o sensiveis ao oxigénio, termolabeis, homodiméricas e possuem um
complexo [4Fe-4S], podendo ser observadas em tripanossomatideos (59), alguns
eucariotos unicelulares (60) e em bactérias (61). As FH de Classe Il sao
termoestaveis, insensiveis ao oxigénio e homotetraméricas, independentes de ferro,
sendo encontradas em bactérias (61) e eucariotos superiores, como 0s mamiferos
(62). A porcentagem de identidade entre as sequéncias das FHs das diferentes
classes € cerca de 20%, mesmo exercendo funcdes relacionadas. Entretanto, em
2007, foi descrito na literatura um grupo para as FHs que possui duas subunidades
com identidade sequencial semelhante das FHs de classe | (63). Porém, esse novo
grupo apresenta caracteristicas das FHs de classe I, mas com a particularidade de
ter suas subunidades diferentes (a e B). Como as FHs de humanos e do parasita
apresentam caracteristicas distintas, uma vez que pertencem as classes diferentes,
a escolha da FH do parasita parece ser um alvo promissor para o desenvolvimento
de farmacos.

A FH de L. major, assim como eucariotos em geral, possui duas isoformas
descritas. A FH mitocondrial (LmFH-1) € bem conhecida por sua participagdo no
ciclo do acido tricarboxilico (TCA) e pode também participar da via de fermentacéao
succinica. Acredita-se que a FH citosolica (LmFH-2) produz o substrato fumarato,
gue serd utilizado pelas dihidro-orotato desidrogenase, uma enzima envolvida na via
de biossintese de novo das pirimidinas (55). No organismo humano, fatores como a
deficiéncia na expressao (64) e mutacdes génicas (65) da fumarato hidratase podem
ocasionar problemas como cancer renal e severa encefalopatia. Dados disponiveis
para a familia Trypanosomatidae mostram que a atividade da fumarato hidratase é
essencial para a viabilidade da forma prociclica do ciclo de vida do parasita (59),
tornando-a um alvo promissor para o desenvolvimento de farmacos.

A estrutura quaternaria da fumarato hidratase de Leishmania major (LmjFH-2)
foi resolvida experimentalmente por cristalografia e difracdo de raio-X, e € uma
estrutura que lembra a forma de um coracgéo. E composta por dois monémeros que
sao constituidos por dois dominios estruturais (Figura 8), descritos como N-terminal
(Asp-28 a Pro-375) e C-terminal (Thr-385 a Ala-568), dispostos em torno do sitio
catalitico. A porcdo N-terminal é dividida em dois subdominios: (i) subdominio-1,
compreendendo o0s residuos Asp-28 a Lys-213 e Asp-349 a Pro-375; e (i)

subdominio-2, agrupando os residuos Gly-214 a Ala-348. Esses monémeros séo
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estabilizados por 42 ligacdes hidrogénio entre os dominios N-terminais das cadeias
A e B (66).

Jl Subdominio 1
[l subdominio 2
C-terminal

N-terminal

Figura 8: Estrutura tridimensional da fumarato hidratase separada por seus
dominios. O dominio C-terminal esta evidenciado em laranja e o dominio N-terminal
é dividido em duas porc¢des: (i) Subdominio-1 indicado pelas cores ciano e azul
escuro e, (ii) Subdominio 2 destacado em roxo. PDBid: 5L2R (66). Imagem criada
com ChimeraX.

Ambas as cadeias, A e B, possuem um cluster de ferro-enxofre [4Fe-4S]
coordenado por trés residuos de cisteinas (Cys-133, Cys-252 e Cys-346)
pertencentes ao dominio N-terminal. A interacdo do quarto &tomo de Ferro deste
cluster com outro residuo da proteina é inexistente. O sitio ativo (Figura 9) encontra-
se em um espaco formado entre os dominios N e C terminais, sendo formado por 12
residuos da cadeia A (Cys-133, GIn-134, Asp-135, Arg-173, Gly-216, Cys-252, Cys-
346, Arg-421, Thr-467, Thr-468, Arg-471, Lys-491), um residuo da cadeia B (His-
334), uma molécula de agua e o cluster [4Fe-4S]. Tal caracteristica aparenta ser um
indicio que o processo de dimerizacdo pode ser um ponto relevante para a atividade

enzimatica (66).
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Figura 9: Sitio ativo da LmjFH-2 classe |I. Em destague, encontra-se a regido dos
13 residuos de aminoacidos, do cluster de ferro-enxofre e uma molécula de agua
(W1) que formam o sitio catélico da FH de L. major. Imagem criada com PyMol.

As enzimas LmFH-1 (LmjF24.0320) e LmFH-2 (LmjF29.1960) possuem 59%
de identidade e 98% de cobertura entre as sequéncias de aminoacidos e séo
membros da classe | das fumarato hidratases. Ja foi apresentado que o gene que
codifica a FH encontrado no genoma humano pode derivar de um ancestral
diferente; sendo assim, considerado analogo (51). No contexto do planejamento de
farmacos auxiliado por computador (CADD; do inglés, Computar Aided Drug
Design), a existéncia de funcdes enzimaticas compartilhadas entre o parasita e o
hospedeiro vertebrado, mas com origem evolutiva distinta, abre a possibilidade de
inativacdo de uma enzima do parasito com uma probabilidade menor de interacéo
com a enzima do hospedeiro. Apesar de realizar a mesma funcédo enzimatica em
ambos 0s organismos, variagcbes no dominio enzimatico sdo comuns e podem
resultar em uma enzima humana menos propensa a inativacdo pelo mesmo
composto que inativaria a enzima do parasita, devido a uma menor

complementaridade estrutural/fisico-quimica entre sitio ativo e inibidor.

1.8 Planejamento de farmacos auxiliado por computador

Atualmente, a utilizacdo da modelagem molecular nas etapas de
Planejamento de Farmacos Auxiliado por Computador (CADD, do inglés Computer-
Aided Drug Design) tem sido um dos mais importantes avancos na area de

planejamento de farmacos; embora também seja referido como Desenho Molecular
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Assistido por Computador (CAMD; do inglés, Computer-Assisted Molecular Design).
Com isso, torna-se possivel a elaboracdo de modelos quimicos e/ou biolégicos,
através de ferramentas especificas, capazes de auxiliar no entendimento das
interacOes e caracteristicas estruturais e dinamicas das moléculas (67).

E importante ressaltar que o uso da modelagem molecular ndo permite
alcancar o modelo de uma molécula bioativa, mas, pode sim, chegar a um nivel
proximo ao evento que é observado na natureza. Entretanto, o emprego desses
métodos, quando comparados aos ensaios in vivo, possui varias caracteristicas
vantajosas, como por exemplo, a diminuicdo de custos, uma vez que se consume
menos tempo e sdo permitidas otimizacdes frequentes dos modelos gerados. As
predicbes realizadas in silico ndo substiiuem e nem inabiltam os testes
experimentais, e devem ser confrontados com resultados alcancados
experimentalmente, quando possivel (68).

Ter o conhecimento acerca de complexos do tipo ligante-receptor ou de
estrutura de alvos moleculares auxilia na estratégia de planejamento de farmaco
baseado na estrutura do receptor (SBDD, do inglés, Structure-Based Drug Design).
Por outro lado, quando o receptor ndo possui estrutura tridimensional determinada
ou resolvida sao utilizadas metodologias de planejamento de farmaco baseado no
ligante (LBDD, do inglés, Ligand-Based Drug Design). E possivel fazer o uso
conjunto das duas estratégias, SBDD e LBDD, para que se possa gerar novas

entidades quimicas com capacidade de desenvolvimento clinico (69).

1.8.1 LBDD

O desenho de farmacos baseado em ligantes baseia-se no conhecimento
prévio de descritores moleculares de outras moléculas ativas conhecidas com o
potencial de oposi¢do a alvos bioldgicos de interesse. InformacgBes obtidas de um
conjunto de ligantes ativos contra um alvo relevante podem ser usadas para
identificar propriedades estruturais e fisico-quimicas significativas responsaveis pela
atividade biolégica estudada. Uma vez que os compostos lideres® sdo identificados a
partir de experimentos, os métodos de LBDD podem ser utilizados para iniciar 0s
estudos da relacdo estrutura-atividade ou encontrar mais compostos (67). As

técnicas de LBDD mais utilizadas para os estudos de CADD sédo as relagdes

° Composto quimico que tem atividade farmacologica ou bioloégica, mas com estrutura sub-
otima que requer modificacdo para se adequar melhor ao alvo. Sua estrutura quimica serve como
ponto de partida para modificacdes quimicas, a fim de melhorar a poténcia, seletividade ou
parametros farmacocinéticos.
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quantitativas estrutura-atividade independente de receptor (QSAR, do inglés
Quantitative Structure-Activity Relationship), a busca por similaridade molecular e a
modelagem de farmaco6foro baseada em ligante (70).

Os estudos do QSAR baseiam-se na premissa de que as mudancas na
atividade biologica experimentalmente determinada estdo associadas a variacdes
estruturais e moleculares em um conjunto de compostos. Com esta correlagdo é
gerado um modelo estatistico que serd utilizado para prever a atividade de novos
compostos analogos (71).

Ja o0 método de busca por similaridade é a abordagem mais direta e rapida e
€ possivel a busca por compostos que sejam quimicamente ou fisicamente similares
ao composto base. Uma das ferramentas de busca mais populares é a busca por
fingerprints onde se descrevem 0s compostos quimicos em um formato linear,
geralmente uma cadeia de bits, e a partir dai séo feitas comparacdes de compostos
computacionalmente eficientes (70).

Um farmacoéforo € o conjunto de caracteristicas que inclui aspectos fisico-
guimicos que sdo necessarios para garantir as interagdes com uma estrutura alvo
especifica. Na abordagem baseada em ligantes, este método pode ser usado
sobrepondo um conjunto de moléculas ativas e extraindo as caracteristicas quimicas

essenciais comuns necessarias para sua atividade bioldgica (72).

1.8.2 SBDD

Os métodos de SBDD sdo um componente proeminente da quimica medicinal
moderna. Estes se referem a utilizagcdo de dados estruturais do alvo obtidos de
maneira experimental ou tedrica. O objetivo é encontrar ligantes com atributos
energeéticos e estereoquimicos especificos para alcancar alta afinidade de ligagéo ao
receptor. A disponibilidade de estruturas tridimensionais permite uma inspecao
cuidadosa da topologia do local de ligacdo e das propriedades eletrostaticas e de
interacOes de repulsao-dispersao (73).

Devido a ampla gama de aplicacbes na andlise de eventos de
reconhecimento molecular (como por exemplo, interagcbes moleculares e alteracdes
conformacionais induzidas), dentre as estratégias de SBDD mais comumente
empregadas estdo: dindmica molecular (MD, do inglés Molecular Dynamics),
ancoragem molecular (ou docking molecular), triagem virtual (VS, do inglés Virtual

Screening) e a modelagem de farmacéforo baseada em estrutura (73).
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A MD é uma metodologia computacional que visa o estudo da evolucdo de
um sistema molecular ao longo do tempo, de acordo com as leis da mecanica
classica, a fim de calcular propriedades estruturais e termodindmicas deste sistema.
Durante uma simulacdo de MD sédo geradas as trajetorias deste sistema molecular
pela resolucdo concomitante das equacdes de movimento de Newton para todos 0s
atomos do sistema. E considerada uma abordagem custosa uma vez que explorar
todos os movimentos na dinamica molecular para o estudo de fenbmenos que
ocorrem em grandes escalas de tempo € algo irrealizavel (74).

O docking molecular € um dos métodos mais frequentemente utilizados no
SBDD e é possivel prever, com um grau substancial de precisdo, a geometria de
complexos receptor-ligante a partir da estrutura do receptor livre (ou em complexo
com outra molécula) e a posterior obtencdo de uma estimativa da afinidade de
ligacdo entre o receptor e o ligante. Os métodos de docking molecular compreendem
desafios tedrico-computacionais que se dividem em duas classes de métodos
distintos: receptor-ligante e receptor-proteina. Metodologias de docking receptor-
ligante sdo amplamente utilizadas dentro do planejamento de farmacos, tanto para a
descoberta de novas substancias bioativas — através de técnicas conhecidas como
triagem virtual (virtual screening) — quanto para o refinamento e otimizacdo de
compostos bioativos previamente identificados (73).

A triagem virtual € a aplicacdo de métodos in silico para selecionar compostos
promissores a partir de bancos de dados quimicos através do acoplamento virtual
desses compostos em um alvo biologico. Ele pode ser considerado como a
contrapartida computacional de métodos experimentais de avaliacdo bioldgica, como
a triagem de alta vazdo (HTS; do inglés, High Throughput Screening). O VS oferece
uma avaliacdo rapida de enormes bibliotecas e reduz o nimero de compostos que
precisam de testes para identificar os primeiros hits (75).

Como citado anteriormente, um farmacoéforo € uma estrutura molecular que
define as caracteristicas essenciais responsaveis pela atividade bioldégica de um
composto. Sendo assim, a modelagem de farmacéforo baseada em estrutura pode
usar a estrutura tridimensional da molécula alvo complexada, ou nédo, com o seu
ligante para a geracdo de modelos de farmacoforo baseados nas interacdes

intermoleculares observadas (76).
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1.9 Estudos estruturais e dinamicos das proteinas

E necessario lembrar que a funcéo de uma proteina esta intimamente ligada a
sua estrutura tridimensional (77). Entretanto, conhecer as sequéncias de
aminoacidos das proteinas ndo implica no conhecimento de sua estrutura
tridimensional. Por esse motivo, elucidar a estrutura tridimensional das proteinas

pode auxiliar na compreenséo de diversas questdes bioldgicas (78).

1.9.1 Obtencao de estruturas tridimensionais

1.9.1.1 Métodos Experimentais

Existem trés principais métodos experimentais utilizados para a predicdo das
estruturas proteicas: (i) Cristalografia por difracdo de Raios-X; (i) Crio-
eletromicroscopia (Cryo-EM, do inglés Cryo-Electron Microscopy); e (iii)
Espectroscopia por Ressonancia Magnética Nuclear (RMN, do inglés Nuclear
Magnetic Resonance Spectroscopy) (79).

O principio da cristalografia por difracdo de raios-X esta na lei de Bragg, a
qual é utilizada para esclarecer o padrdo de difracdo dos feixes de raios-X
espalhados pelos cristais. lluminado por um feixe de luz de raios-X, o cristal pode
difratar a luz em varios angulos, alguns dos quais tém intensidade mais forte do que
outros. Esse tipo de variacdo de intensidade em diferentes angulos pode ser
registrado como um “padrdo de difragdo”. O padrao de difracdo, normalmente
aparece como uma série de pontos, refletindo o arranjo estrutural dos atomos dentro
do cristal e, portanto, pode ser usado para deduzir a estrutura original do cristal
usando a Lei de Bragg. A qualidade da estrutura depende muito da nitidez dos
pontos de difracdo, que por sua vez é determinada pelo grau de ordem do cristal. A
técnica de cristalografia de raio-X dedica-se ao estudo da estrutura molecular e
cristalina, bem como das relacdes entre essa estrutura e suas propriedades (80).

A ressonancia magnética nuclear para estudo de macromoléculas bioldgicas,
desenvolvida em meados dos anos 80 pelo quimico Kurt Wuthrich, € um fenbmeno
fisico baseado nas propriedades magnéticas dos nudcleos de alguns atomos
permitindo a elucidagéo de estruturas 3D de macromoléculas em solugéo (81). A
determinacdo das estruturas proteicas através da técnica de RMN consiste em

analisar a intensidade dos deslocamentos quimicos dos spins dos &atomos
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de nitrogénio, carbono e hidrogénio dos residuos de aminoacidos de uma proteina
em presenca de um campo magnético (82).

A Cryo-EM emprega a passagem de feixes de elétrons em amostras
congeladas a temperaturas muito baixas para a producéo de imagens das moléculas
a serem estudadas tanto por difracao de raio-X quanto por RMN. A Cryo-EM envolve
claramente o estudo de materiais a baixa temperatura; no entanto, em geral, ndo ha
uma descontinuidade Obvia entre baixar e elevar a temperatura das condicdes
ambientais, porque muitas informacfes ficam disponiveis apdés a aplicacdo de
gradientes de temperatura, independentemente do sinal. Em alguns outros casos,
baixa temperatura significa tornar a imagem obtida do cristal mais clara, reduzindo o
movimento térmico de &tomos e moléculas e, portanto, melhorando a difracdo desse
cristal. Esse tipo de metodologia estd sendo aplicado a sistemas cada vez mais
desafiadores como moléculas cada vez maiores, virus mais complexos e proteinas
de membrana (83).

Assim, a microscopia eletronica e a Cryo-EM podem ser usadas para estudar
objetos relativamente grandes, como organelas celulares ou grandes complexos
macromoleculares, usando o método de reconstrucdo de particulas Unicas. Uma
vantagem do método de reconstrucdo de particulas Unicas, em comparacdo com a
cristalografia de proteinas, é que ndo ha a necessidade da proteina ser cristalizada,
uma vez que a cristalizacdo em muitos casos pode ser dificil e requer muito esforco
(83).

Entretanto, todas essas técnicas possuem limitacbes como a obtencao de
amostras em quantidade suficiente para os ensaios, tamanho das moléculas e os
cristais obtidos nem sempre tém a qualidade necessaria para o trabalho
experimental. Além disso, em certas classes de proteinas, como por exemplo, as
proteinas de membrana celular, a determinacdo estrutural € um grande desafio.
Essas proteinas raramente cristalizam e dificlmente podem ser tratadas de modo

satisfatorio por RMN, por exemplo (80).

1.9.1.2 Métodos in silico

A obtencdo de estrutura terciaria de uma proteina através de metodologias
experimentais €, ainda hoje, uma tarefa ardua quando olhamos para 0s processos
de larga escala. A obtencdo das sequéncias de aminoacidos de uma proteina

encontra-se em um estado muito mais avancado do que as meétricas para a
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resolucao tridimensional de suas estruturas correspondentes (Figura 10). Tal fato

desacelera os processos de conhecimento de sequéncia-estrutura-funcao.

127.338.788

140.000.000 -
120.000.000 -

100.000.000 -
80.000.000 - ® UniProt/TrEMBL

60.000.000 - “PDB
40.000.000 - 145.892
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0.000.000 —
0
Setembro/2018

Figura 10: Diferenca entre a quantidade de entradas nos bancos de dados
UniprotKB/TrEMBL e PDB. O banco de dados de estrutura tridimensional (PDB)
nao acompanha a taxa de crescimento das bases de dados de sequéncia, como por
exemplo o Uniprot.

A dificuldade em determinar a estrutura 3D das proteinas gerou uma grande
discrepancia entre o volume de dados (sequéncias de residuos de aminoacidos)
gerados pelos Projetos Genoma e o numero de estruturas proteicas conhecidas
atualmente (79). Estes niumeros ndo apenas ilustram claramente a necessidade,
mas também motivam pesquisas adicionais em métodos computacionais de previsédo
de estrutura de proteina. No geral, a predicao in silico da estrutura tridimensional de
uma proteina pode ser feita através de métodos independentes de estruturas molde
(predicdo por ab initio e de novo) e baseados em estruturas molde (threading e

modelagem comparativa):

a) Ab initio

Os métodos ab initio sdo baseados nos principios das leis da termodinamica e
no fato de que a estrutura nativa de uma proteina corresponde ao minimo global de
sua energia livre (77). Métodos ab initio visam prever a conformacao nativa de uma
proteina considerando apenas a sequéncia de aminoacidos. Este método realiza a
predicdo de uma estrutura de proteina sem o uso de modelos estruturais de
proteinas experimentalmente resolvidas. Geralmente, o0 método ab initio se restringe

a proteinas relativamente pequenas (menores que 100 aminoacidos) (79).
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b) Threading

A predicdo do enovelamento de proteinas é um método de predicdo da
estrutura proteica utilizado com intuito de descobrir homologias remotas que nao
podem ser descobertas por alinhamento de sequéncias padrdo. A metodologia
consiste em identificar se o padrdo de enovelamento de uma proteina nova é
semelhante ao de proteinas ja caracterizadas estruturalmente. Se fragmentos da
sequéncia se ajustam bem aos enovelamentos, um alinhamento geralmente pode
ser deduzido, mesmo que ndo haja informacfes suficientes para construir um

modelo completo (79).

c) Modelagem comparativa

Moléculas proteicas que pertencem a uma mesma familia apresentam duas
importantes caracteristicas: alta similaridade entre as sequéncias peptidicas e
conservagao da estrutura tridimensional. Pequenas mudangas na sequéncia, em
geral, resultam em apenas sutis modificacdes na estrutura tridimensional (84). Como
resultado dos processos evolutivos, esta conservacdo nos permite predizer a
estrutura de todos os membros de uma familia, mesmo que haja o conhecimento da
estrutura tridimensional de um Unico membro (84). Isto € um importante fundamento
da modelagem comparativa.

A técnica de modelagem comparativa utiliza como molde para gerar um
modelo tridimensional de uma proteina alvo (cuja estrutura tridimensional nao é
conhecida), a estrutura 3D de uma proteina de referéncia (resolvida
experimentalmente e com coordenadas cartesianas depositadas em banco de dados
de estruturas como o Protein Data Bank - PDB) (85). Estas ultimas sdo conhecidas
como proteinas moldes e sdo, em geral, evolutivamente relacionadas com a proteina
alvo (86). E importante ressaltar que a técnica depende da identidade e cobertura do
alinhamento entre as estruturas primarias da proteina alvo e dos seus moldes.
Quanto maior o valor dessa identidade e cobertura, maior é a acuracia do método

(87). A Figura 11 exemplifica as etapas utilizadas na modelagem comparativa.
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Figura 11: Fluxograma das etapas da modelagem comparativa. Todos 0s
meétodos de modelagem comparativa sdo baseados em quatro etapas: selecao dos
modelos, alinhamento da sequéncia alvo a estrutura molde, constru¢do do modelo e
avaliacdo do mesmo. Essas etapas podem ser iterativas quando o modelo obtido
nao for satisfatdrio nas métricas de avaliagdo. Adaptado de Marti-Renom et al., 2003
(88).

Basicamente, as etapas sao:
a) Busca e identificagcdo dos moldes: nesta primeira etapa do processo, a
sequéncia alvo é utilizada para a identificacdo de estruturas de molde no
PDB, cuja sequéncia tenha similaridade > 40% com a sequéncia da
proteina alvo. Para tal, é feita uma busca por similaridade de sequéncia,
usando programas de alinhamento local entre sequéncias de proteinas,
como o BLAST (Basic Local Alignment Search Tool) (89);
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b) Alinhamento das sequéncias: ap6s a busca do(s) molde(s), sao

realizados alinhamentos globais entre a sequéncia proteica alvo e a(s)
sequéncia(s) da(s) proteina(s) molde(s). O alinhamento global envolve
toda a extensdo das sequéncias que estdo sendo alinhadas e busca
maximizar 0 numero de pareamentos entre residuos idénticos ou
similares. Geralmente, quando a identidade sequencial encontra-se a
partir de 27%-30%, modelos confidveis podem ser construidos (90). O
erro no alinhamento de um residuo causa deslocamento do carbono a e
um unico intervalo de residuo em uma porc¢ao de a-hélice desencadeia a
rotacdo do resto dos residuos nessa estrutura secundaria (91). Obter um
resultado satisfatorio nesta fase € o caminho certo e crucial da
modelagem comparativa. Como exemplo de programas para
alinhamento global e possivel citar o] Clustalw
(https:/lwww.genome.jp/tools-bin/clustalw) (92), 0 MUSCLE
(https:/lwww.ebi.ac.uk/Tools/msa/muscle/) (93), entre outros.

Construcdo do modelo: varios métodos sdo empregados para gerar
modelos 3D da sequéncia alvo com base em seus moldes. Existem
diversas abordagens de construcédo de modelos e os mais utilizados séo
corpos rigidos e restricdes espaciais. Na abordagem por corpos rigidos,
a estrutura da proteina é dividida em regides estruturais conservadas
qgque sdo modeladas como corpos rigidos, enquanto que as regidoes
menos conservadas sdo construidas ao redor deles (86). Essas
caracteristicas sdo adquiridas do alinhamento realizado na etapa
anterior. Este método pode ser utilizado o web server SWISS-MODEL
(https://swissmodel.expasy.org/) (94). Por se basear na compreensao de
que as regides estruturais conservadas (como a-hélices e folhas-f8)
estdo presentes em proteinas homologas, os seguintes pontos sao
levados em consideracao (86, 95): (i) através de predicdo de estruturas
secundarias € viavel definir as regides estruturalmente conservadas; (i)
ponderar a média das posicdoes dos carbonos a dos residuos de
aminoacidos das regifes estruturalmente conservadas nas sequéncias
de referéncia; (iii) estruturas que conectam as regifes conservadas
(denominadas de loops) sdo normalmente chamadas de regides
variaveis; (iv) com dados obtidos nos bancos de dados de estruturas

proteicas (contendo todas as informacgfes das estruturas secundarias de
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d)

cada molécula), torna-se possivel o alcance da definicdo da cadeia
principal das regifes variaveis; e (v) fazer a adicdo das cadeias laterais
dos residuos de aminoacidos por meio da busca em bibliotecas de
rotameros. A abordagem baseada em restricbes espaciais constréi o
modelo da sequéncia alvo encontrando restricdes provenientes da
estrutura do molde. As restricdes sdo enquadradas na estrutura alvo, de
acordo com o alinhamento feito e, assim, calcula-se automaticamente
um modelo contendo todos os atomos pesados (86). Essas
caracteristicas geométricas sao determinadas por restricdes
estereoquimicas no comprimento da ligagéo, angulo, angulos diédricos e
forcas de Van der Waals (96). Nesta etapa, leva-se em conta: (i) as
restricbes espaciais retiradas do molde e passadas ao modelo séo
obtidas do alinhamento entre a sequéncia alvo e a(s) sequéncia(s)
molde(s); e (ii) as caracteristicas de tamanho e angulos séo obtidos de
campos de forca (97). Um programa que implementa modelagem
comparativa de estrutura proteica por meio da satisfacdo de restricoes
espaciais é o Modeller (https://salilab.org/modeller/) (97);

Validagéo do modelo: No final do processo de modelagem comparativa,
muitos modelos da sequéncia alvo sdo construidos. Para que o melhor
modelo gerado possa ser aplicado em outras analises € preciso que o
mesmo tenha uma boa qualidade. Portanto, para a etapa seguinte a
construcdo do modelo, sdo necessarios processos de verificagcdo e
validagdo. E indispensavel identificar provaveis erros pertinentes a
selecdo das estruturas de referéncia e ao alinhamento entre sequéncia-
alvo e molde. Existem iniumeras métricas aplicadas em diferentes
ferramentas que podem ser utilizadas para a determinacao da qualidade
do modelo gerado com as etapas da modelagem comparativa. O
parametro determinante € decidido dependendo da finalidade da

modelagem.

Gale Rhodes (2006) (98) afirma que, primeiramente, o modelo teorico correto

€ aquele que concorda com a estrutura molecular real. E, em contrapartida, ndo
existe garantia sobre qualquer modelo teérico, mesmo derivado de um dado
experimental. Na auséncia de dados experimentais, emprega-se estratégias de

validacdo do modelo tedrico. Sendo assim, Rhodes ainda reitera que um bom
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modelo preditivo precisa ter um sentido quimico (comprimentos e angulos de ligacéao
adequados, quiralidade correta), sentido fisico e sentido estrutural (como exibido no
grafico de Ramachandran).

1.9.2 Estudos computacionais da flexibilidade proteica

As proteinas desempenham funcdes em diversos processos celulares
estando presentes em todos os organismos vivos. Para realizarem tais atividades,
estas moléculas atuam dinamicamente, fazendo com que visitem diferentes estados
conformacionais (99). O estudo da flexibilidade estrutural € indispensavel para o
entendimento dos diversos mecanismos moleculares. Sendo assim, buscar
metodologias que esclarecam a relacdo estrutura/dinamica/funcéo das proteinas tem
sido um grande propésito da Biologia Estrutural (100).

Com o0 avanco dos estudos computacionais em proteinas, a dinamica das
proteinas é capaz de ser explorada através de calculos computacionais, como a
Dindmica Molecular (citada anteriormente) e a Anélise de Modos Normais (NMA; do
inglés, Normal Mode Analysis). Ambas possuem como cerne o célculo das forcas
gue atuam sobre cada atomo do sistema através de potenciais estabelecidos para
as interacfes entre os atomos ligados e nédo ligados assim como parametros para
cada espécie de atomo presente no sistema, sendo estes Ultimos contidos nos
chamados “campos de for¢cas moleculares” (101).

A NMA descreve o sistema molecular como um oscilador harménico e
considera que a superficie de energia potencial pode ser aproximada com uma
funcdo quadratica. Assim, cria-se uma matriz contendo as segundas derivadas da
energia potencial ao deslocar cada atomo em cada uma das dire¢cdes. A essa matriz
damos o nome de matriz Hessiana (102). ApoGs a diagonalizagdo da matriz Hessiana
(H), os modos normais do oscilador séo calculados pela obtenc&o dos autovetores e
autovalores da matriz, onde os autovalores representam as frequéncias dos modos

e 0s autovetores suas dire¢des (Equacao 1).

H- X = )\ixi, i = 1, ey 3N Eq (l)

onde N é o niumero de &tomos, x; € 0 autovetor e A; € o autovalor. De acordo
com o sinal dos autovalores é permitido indicar a curvatura local, onde: (i)
autovalores positivos indicam o minimo local; (ii) autovalores negativos indicam um

maximo local e; (iii) valores iguais a zero indicam uma mudanca na estrutura
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tridimensional sem efeito na energia potencial interna do sistema, sendo observados
nos movimentos de corpo rigido de translacdo e rotacdo em torno da propria
molécula.

De posse dos modos normais — que descrevem a direcdo em que cada atomo
do sistema se move em cada um dos 3N modos — considera-se um sistema de N
atomos possuindo 3N-6 graus internos de liberdade. Os outros graus de liberdade
representam movimentos translacionais e rotacionais em cada eixo considerado (X, y
e z). O nimero de modos (movimentos) é proporcional ao nimero de graus de
liberdade que o sistema pode assumir. A NMA fornece uma descricdo aproximada,
mas analitica do sistema dindmico (102).

Esta metodologia é mais adequada para estudar grandes rearranjos
estruturais do que MD e muito menos exigente em termos de custo computacional
(Figura 12). No geral, quando sdo analisados os modos de mais baixa frequéncia é
possivel perceber movimentos mais coletivos, mais correlacionados e de maiores
amplitudes. Entretanto, quanto maior a frequéncia, movimentos de menor amplitude

e menos coletivos serdo encontrados pelos modos (103).

Modos Normais

Dinamica Molecular

Energia Potencial

| l | | | | | >

Coordenadas

Figura 12: Representacdo da superficie de energia potencial hipotética
observada em MD e NMA. (B) O calculo da NMA (azul) utiliza a superficie de
energia potencial aproximada através das equacfes de movimento assumindo que
proximo ao minimo, a energia potencial pode ser representada por uma
aproximacdo quadratica. Enquanto que na MD (vermelho), as coordenadas se
modificam ao longo do tempo com diversas mudancas na superficie de energia
potencial apresenta.
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1.10 Justificativa

De acordo com a OMS cerca de 350 milhdes de pessoas correm o risco de
contrair a leishmaniose, com estimativa de que 2 milhdes de novos casos serao
acrescentados por ano. S6 no Brasil, 18.168 casos de leishmaniose visceral foram
registrados de 2006 a 2010, com um indice de 47,1% dos casos na regido Nordeste,
18,0% na regiao Norte, 17,8% na regidao Sudeste, 8,6% na regido Centro-Oeste e
0,1% na regido Sul. Em relagdo a LC, no ano de 2015 a regido Norte registrou o
maior numero de casos (8.939) dessa doenca; seguida do Nordeste (5.152); Centro-
Oeste (2.937); Sudeste (1.762); e Sul (493). Um panorama semelhante é observado
para leishmaniose muco-cutanea, com a regiao Norte apresentando o maior indice
(55,9 caso0s/100.000 habitantes), seguida pelas regides Centro-Oeste (25,7
cas0s/100.000 habitantes) e Nordeste (12,9 casos/100.000 habitantes). Apesar dos
avancos ocorridos na ultima década em relacdo ao tratamento, diagndstico e
prevengao das leishmanioses, a mortalidade e morbidade das leishmanioses ao
redor do mundo continuam aumentando em sua incidéncia. Desta maneira, a
demanda para o planejamento de novos farmacos que sejam mais efetivos e
seguros € emergencial. Sendo assim, a identificacdo e analise de novos alvos para o
desenvolvimento de farmacos tornam-se extremamente importantes. A fumarase
apresentou-se como um alvo molecular promissor para o desenvolvimento de
farmacos a serem utilizados para a doenca em humanos, visto que € uma atividade
enzimatica com andlogos funcionais entre parasita e hospedeiro. Com isso, este
trabalho visa compreender as diferencas entre as enzimas fumarato hidratases de
diferentes espécies do género Leishmania e de um dos seus hospedeiros
vertebrados (o ser humano) através de analises computacionais, englobando tanto
as diferencgas nas sequéncias de aminoacidos quanto nas estruturas tridimensionais.
Tais diferencas poderdo servir como base para o futuro planejamento de farmacos

baseado na estrutura do alvo.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

Avaliar computacionalmente as diferencas conformacionais entre fumarato

hidratase de Leishmania spp. e seu hospedeiro humano a fim de propor as

diferencas que podem ser exploradas para alcancar a seletividade entre a enzima

humana e as do parasita no desenvolvimento de novos farmacos leishmanicidas.

2.2 Objetivos Especificos

a)

b)

d)

e)

Avaliar as diferencas entre as sequéncias de fumarato hidratase de
Leishmania spp., Homo sapiens e Lutzomyia longipalpis, através de
alinhamento multiplo;

Avaliar a relacdo evolutiva entre as fumarases de Leishmania spp., Homo
sapiens e Lutzomyia longipalpis, através da construcdo de uma arvore
filogenética;

Avaliar a conservacao estrutural entre as fumarases de algumas espécies do
género Leishmania encontradas no territorio brasileiro, utilizando técnicas de
Modelagem Molecular;

Identificar os possiveis movimentos realizados pela FH de L. major através
das Andlises dos Modos Normais.

Gerar hipotese farmacoférica baseada em ligante para a enzima de L. major.
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 Viséao geral do projeto

A visao geral da metodologia € apresentada na Figura 13 que descreve o
processo de analises para propor a fumarato hidratase de Leishmania major como

potencial alvo para o desenvolvimento de farmacos.

Leishmaniaspp.
Homo sapiens

Organismos Lutzomyia longipalpis
Analise Alinhamento

Sequencial Analise Filogenética
Analise Alinhamento

Analise do Potencial da Superficie Eletrostatica

Estrutural Modelagem Comparativa

Analise de Modelagem de
Modos Normais Farmacoforo

Figura 13: Visao geral das etapas para avaliacdo da fumarato hidratase.

3.2 Conjunto de dados

O conjunto de dados foi composto por sequéncias de fumarato hidratase,
sendo 15 de cada isoforma (mitocondrial e citosolica) de Leishmania spp., uma
sequéncia representando o vetor e outra do hospedeiro vertebrado humano. Estas
sequéncias foram recuperadas das bases de dados TriTryPDB (versédo 32) (104) e
Uniprot (105). As sequéncias das duas isoformas de Leishmania amazonensis foram
obtidas do banco de dados The Leishmania (L.) amazonensis Genome DB
(<http://bioinfo03.ibi.unicamp.br/leishmania/>) (106). Todas as sequéncias proteicas
mencionadas encontram-se listadas na Tabela 3. Além disso, as estruturas
tridimensionais da fumarase resolvidas experimentalmente foram obtidas do banco
de dados Protein Data Bank, sendo a estrutura da fumarato hidratase de Leishmania

major (LmjFH-2) depositada no PDB sob o cédigo 5L2R (66); e a estrutura
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correspondente a enzima analoga presente em humanos sob codigo 3E04

(Structural Genomics Consortium, trabalho ainda n&do publicado).
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Tabela 3: Sequéncias de H. sapiens, Leishmania spp. e L. longipalpis, obtidas de bancos de dados publicos e incluidas no
conjunto de dados.

Organismo Identificador Tamanho da sequéncia (pb) Isoforma
Homo sapiens P07954" 510
Lutzomyia longipalpis AOA1B0C9J4" 466
Leishmania amazonensis AB0320°
Leishmania guyanensis AOAL1E1IXA3_LEIGU*
Leishmania aethiopica L147 LAEL147_000376600°
Leishmania arabica strain LEM1108 LARLEM1108 240008000°
Leishmania braziliensis MHOM/BR/75/M2903 LBRM2903_240008200°
Leishmania donovani BPK282A1 LdBPK_240310.1° 1
Leishmania enriettii strain LEM3045 LENLEM3045_240008200° (mitocondrial)
Leishmania gerbilli strain LEM452 LGELEM452_240008200° 549
Leishmania infantum JPCM5 LinJ.24.0310°
Leishmania major strain Friedlin LmjF.24.0320°
Leishmania mexicana MHOM/GT/2001/U1103 LmxM.24.0320°
Leishmania panamensis MHOM/COL/81/L13 LPAL13_240008300°
Leishmania tarentolae Parrot-Tarll LtaP24.0310°
Leishmania tropica L590 LTRL590_240008200°
Leishmania turanica strain LEM423 LTULEM423_240008000°
Leishmania amazonensis A49220°
Leishmania guyanensis AOA1E1J159 LEIGU*
Leishmania aethiopica L147 LAEL147_000536200°
Leishmania arabica strain LEM1108 LARLEM1108_290027200°
Leishmania braziliensis MHOM/BR/75/M2903 LBRM2903_290025600°
Leishmania donovani BPK282A1 LdBPK_292080.1°
Leishmania enriettii strain LEM3045 LENLEM3045_290026000°
Leishmania gerbilli strain LEM452 LGELEM452_290027100° 568 2 (citosdlica)
Leishmania infantum JPCM5 LinJ.29.2080°
Leishmania major strain Friedlin LmjF.29.1960°
Leishmania mexicana MHOM/GT/2001/U1103 LmxM.08_29.1960°
Leishmania panamensis MHOM/COL/81/L13 LPAL13_000009500°
Leishmania tarentolae Parrot-Tarll LtaP29.2090°
Leishmania tropica L590 LTRL590_290026600°
Leishmania turanica strain LEM423 LTULEM423 290026400°

As sequéncias foram obtidas nos bancos de dados: 1 = UniProt; 2 = The Leishmania (L.) amazonensis Genome DB; 3 = TrytriPDB.
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3.3 Anédlise das sequéncias proteicas do parasita, vetor e hospedeiro

humano

3.3.1 Alinhamento multiplo e matriz de identidade

Para avaliar a conservacdo de aminoacidos entre as sequéncias de
fumarase do hospedeiro humano, do vetor e de diferentes espécies do
parasita, foram realizados alinhamentos multiplos utilizando o servidor
MUSCLE (93) e as identidades e similaridades calculadas no servidor SIAS -
Sequence ldentity And Similarity (http://imed.med.ucm.es/Tools/sias.html). Os
alinhamentos foram visualizados no programa ESPript (107). Uma matriz de
identidade contendo todas as sequéncias do conjunto de dados foi calculada a
fim de quantificar o percentual de residuos idénticos entre essas sequéncias
utilizado o servidor MUSCLE (108); a representacédo gréafica da matriz foi entdo

gerada no programa R (109).

3.3.2 Analise filogenética

A relagéo evolutiva entre as sequéncias do género Leishmania utilizadas
neste trabalho, a do hospedeiro humano e a do vetor foi inferida com o
programa MEGA?7 (110), utilizando o método da Maxima Verossimilhanca
baseado no modelo de matriz Jones-Taylor-Thornton (JTT) (111). A arvore de
consenso de bootstrap foi inferida a partir de 1000 pseudorréplicas (112) e
gerada para representar a associacdo evolutiva dos ramos analisados (112). A
arvore inicial para a pesquisa heuristica foi obtida automaticamente aplicando
algoritmos Neighbor-Joining e BioNJ a uma matriz de distancias de pares
estimadas usando uma abordagem probabilistica de verossimilhanca com a
utilizacdo do modelo JTT, e entdo selecionando a topologia com maior
predominancia. A analise envolveu 32 sequéncias de aminoacidos. Todas as
posi¢cdes contendo lacunas e dados perdidos foram eliminadas. Houve um total

de 142 posi¢des no conjunto de dados final.
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3.4 Andlise estrutural: parasita e hospedeiro humano

3.4.1 Alinhamento estrutural

Os arquivos contendo os dados experimentais das estruturas
tridimensionais da FH de L. major e H. sapiens foram verificados no programa
PyMOL (113) com a finalidade de realizar uma analise preliminar das estruturas
quaternarias de cada enzima, incluindo a andlise dos residuos pertencentes ao
sitio ativo de ambas as proteinas. Uma sobreposicdo entre as estruturas foi
realizada com o intuito de identificar regibes de dissimilaridade entre as
proteinas dos diferentes organismos.

Uma métrica adicional que também usa a superposicdo de carbonos
alfas de residuos alinhados € o TM-score. Este se baseia na atribuicdo de
pesos maiores aos pares de residuos mais proximos em uma comparacao
estrutural, diferente do RMSD, que nao distingue variacdes locais e variagdes
globais (114). Sendo assim, o TM-score é considerado mais sensivel a
variacfes estruturais ao longo de toda a estrutura (globais). O programa TM-
align (http://zhanglab.ccmb.med.umich.edu/TM-align/) (115) foi utilizado para
calcular o TM-score normalizado. Esta normalizacdo é feita utilizando o
tamanho de uma das sequéncias proteicas como referéncia ou o tamanho
médio das mesmas. Os valores de TM-score resultantes encontram-se entre 0
e 1, sendo que valores maiores ou iguais a 0,5 representam proteinas que
possuem o mesmo tipo de enovelamento nas classificagdes do banco de dados
SCOP, enquanto valores menores que 0,3 representam similaridades

aleatdrias entre os pares de estruturas.

3.4.2 Analise da superficie eletrostatica

A andlise da superficie eletrostatica combina o calculo da superficie
acessivel pelo solvente (SAS) com os valores do potencial eletrostatico para
cada atomo na superficie. Este ultimo calculo € obtido pela resolucdo da
equacao de Poisson-Boltzmann linearizada para obter a distribuicdo de carga
superficial.

Os valores de pKa para os residuos titulaveis da fumarato hidratase foram

obtidos através dos calculos realizados pelo programa PROPKA (116),
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disponivel no servidor pdb2pqr (117) utilizando a estrutura cristalografica 5L2R
(66) (L. major) e 3EO04 (H. sapiens) como entrada. Esta ferramenta utiliza
parametros empiricos para estimar os valores de pKa de cada residuo titulavel
em seu microambiente quimico, considerando a contribuicdo da formacao de
ligacbes-hidrogénio, interacdes de carga e efeitos de dessolvatagédo e leva em
conta o pH correspondente as condicdes de cada experimento. Com o0s
resultados da analise de pKa, em pH 7.0 (LmjFH e a enzima analoga humana)
e 9.0 (LmjFH), foi determinado o estado de protonacdo mais provavel para a
enzima FH nos dois organismos. A superficie eletrostatica foi gerada no
programa VMD (118).

3.4.3 Modelagem comparativa da fumarato hidratase

De acordo com Anversa et al. (119), as espécies L. amazonensis, L.
braziliensis, L. guyanensis e L. infantum sédo espécies encontradas no Brasil,
responsaveis por diversos casos de leishmaniose no pais. Portanto, para
avaliar se as diferencas identificadas nas sequéncias de FH das diferentes
espécies do género Leishmania encontradas no territorio brasileiro se refletem
na estrutura 3D das mesmas, foram construidos modelos tedricos utilizando a
abordagem de modelagem comparativa. Como a isoforma 2 (citosélica) da FH
de Leishmania major ja foi elucidada experimentalmente por Feliciano et al.
(66), somente o modelo para a isoforma 1 (mitocondrial) foi gerado. N&o existe,
na literatura, estruturas tridimensionais de fumarato hidratase resolvidas
experimentalmente para as espécies descritas nessa secao.

Para tal, foram gerados modelos utilizando as quatro estratégias
descritas na metodologia. Estruturas de proteinas (sejam elas obtidas de forma
experimental ou tedrica) frequentemente possuem erros de varias grandezas:
atomos parcialmente sobrepostos, cadeias laterais nas posicoes erradas, etc.
Com isso, a utilizacdo da etapa de minimizacdo de energia procura reduzir a
energia potencial do sistema, relaxando comprimentos de ligacdo, angulos,
interacdes ndo ligadas, entre outras, em estados mais favoraveis para que
possa conduzir o modelo a um estado energeticamente mais favoravel (120).
Por esse motivo em duas abordagens propostas, uma minimizacdo de energia

foi feita usando o programa Chimera (121).
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O programa BLAST (blastp) (89) busca regides de similaridade entre
sequéncias biologicas, comparando sequéncias alvo com sequéncias contidas
em bancos de dados (neste caso, o PDB) e calcula a significancia estatistica
(89). Ao submeter a sequéncia alvo para uma busca por sequéncias similares
com estrutura tridimensional resolvida experimentalmente, deve-se levar em
consideracéo as pontuacdes maximas e totais do alinhamento gerado entre os
hits obtidos, a cobertura desse alinhamento, o valor de e-value e a identidade
entre as sequéncias. Sendo assim, as sequéncias de aminoacidos no formato
FASTA de cada organismo foram submetidas a busca por similaridade com as
sequéncias de proteinas com estruturas resolvidas experimentalmente
depositadas no PDB, usando este programa, a fim de definir o melhor molde
para a etapa de construcdo do modelo. Com o molde definido, a préxima etapa
foi alinhar as sequéncias das moléculas alvo e dos respectivos moldes, a fim
de obter um arquivo de alinhamento com os residuos equivalentes dispostos
um a um. O alinhamento gerado foi empregado na geracdo dos modelos
tedricos de cada espécie e para cada isoforma. A etapa de construcdo do
modelo foi realizada no programa Modeller versdo 9.17 (122), que utiliza o
método de satisfacdo de restricdes espaciais (123).

Ao final da construcdo dos modelos foi selecionado aquele que possuia
o menor valor de DOPE. O DOPE (Discrete Optimized Protein Energy) € um
potencial estatistico utilizado para avaliar a pseudo energia dos modelos
gerados por modelagem comparativa na predicao da estrutura proteica, através
da analise das restricdes espaciais (123).

O programa Modeller v.17 continuou sendo aplicado nesta etapa.
Entretanto, diversas maneiras de modelagem comparativa foram realizadas.
Com o proposito de se obter um modelo preditivo mais refinado, foram
avaliadas quatro estratégias para geracao dos modelos:

1) modelagem simples, onde o conjunto de restricbes espaciais para
construgdo dos modelos € gerado somente a partir do
alinhamento entre a sequéncia da proteina alvo e o molde,
utilizando o script de modelagem model-single.py do Modeller

(identificada como Modelagem simples);
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2) modelagem simples e com posterior minimizacdo de energia
potencial realizada no UCSF Chimera (121) (identificada como
Modelagem simples + Ch)

3) modelagem otimizada, onde cada modelo gerado é primeiro
otimizado com o variable target function method (VTFM) com
gradientes conjugados, e depois € refinado usando dindmica
molecular com simulated annealing, através do script
genmodel.py do Modeller (identificada como modelagem
otimizada);

4) modelagem otimizada e posterior minimizagdo de energia
potencial no Chimera (identificada como Modelagem otimizada +
Ch).

O modelo proteico preditivo gerado e selecionado em cada estratégia foi
submetido a processos de validacdo através dos servidores Molprobit
(<http://molprobity.biochem.duke.edu/>) (124), Verify3D (125) e Q-mean (126).

Primeiramente, foi avaliada a sobreposicdo estrutural de cada modelo
gerado e o seu molde (5L2R) (66) obtendo um valor de RMSD. Diferencas
globais nas estruturas da cadeia proteica de um dado sistema podem ser
quantificadas com o desvio quadratico médio (RMSD, do inglés Root-mean-
square deviation). Um modelo pode ser considerado preciso o bastante ou téo
preciso quanto possivel, quando seu valor de RMSD esta dentro da dispersao
de desvios observados para estruturas experimentais exibindo um nivel de
identidade de sequéncia similar as sequéncias alvo e modelo (127). Assume-se
que um modelo tedrico é bem-sucedido quando possui um RMSD <= 2A em
relacdo a estrutura molde (admitindo uma identidade >= 60% de identidade
entre as sequéncias alvo e do molde, com uma cobertura acima de 70%).

A estereoquimica de cada modelo teérico construido foi avaliada através
dos gréficos de Ramachandran. Nestes gréficos sdo plotadas as combinacgfes
dos angulos phi (@) versus psi () para todos os residuos da cadeia peptidica
para que sejam determinados 0s aspectos estereoquimicos juntamente com 0s
parametros da cadeia principal e da cadeia lateral (128). Os valores de tais
combinacdes sao distribuidos em quatro regifes: combinagBes mais

favoraveis, adicionalmente permitidas, generosamente permitidas e proibidas.
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Residuos em regides ndo-permitidas provavelmente possuem atomos que
colidem estereoquimicamente.

O método utilizado pelo Verify3D mede a compatibilidade de um modelo
de proteina com sua sequéncia, usando um perfil “3D — 1D”. O Verify3D deriva
desse perfil que é baseado no ambiente local de cada residuo, descrito pelas
preferéncias estatisticas para os seguintes critérios: a area do residuo que esta
no interior da proteina, a fracdo da area da cadeia lateral que é coberta por
atomos polares (oxigénio e nitrogénio) e a estrutura secundaria local (125).
Este servidor utiliza um dataset com estruturas depositadas no PDB que
possuem boa qualidade e sdo usadas como referéncia para obter uma
pontuacéo para cada um dos 20 aminoacidos.

As Andlises de Energia de Modelo Qualitativo (Q-mean; do inglés,
Qualitative Model Energy ANalysis) € uma funcéo de pontuacdo composta que
descreve os principais aspectos geométricos das estruturas de proteinas. Este
parametro indica se a pontuacdo do modelo fornecida é comparavel ao que se
esperaria de estruturas experimentais de tamanho similar. Valores em torno de
zero indicam boa concordancia entre a estrutura do modelo e estruturas
experimentais de tamanho similar. Pontuacdes menores ou iguais a -4.0

indicam modelos com baixa qualidade (126).

3.4.4 Modelagem comparativa da fumarato hidratase: LmjFH-2

A estrutura tridimensional da LmjFH-2, encontra-se incompleta no PDB,
possuindo gaps estruturais. Sendo assim, todas as etapas de modelagem
comparativa utilizando a estratégia 2 foram aplicadas, utilizando como molde o
PDB 5L2R, a fim de se obter a estrutura 3D 0 mais completa possivel para as
NMA. Apos os 50 modelos gerados, foi selecionado aquele com o menor valor
de DOPE e, em seguida, submetido as mesmas etapas de verificacdo e

validacéo feitas para os modelos gerados para Leishmania spp.

3.5 Andlise dos Modos Normais (NMA)

Nao existem na literatura dados referentes a dindmica da fumarato

hidratase de Leishmania major. Sendo assim, a NMA foi aplicada com o intuito
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de estudar os possiveis movimentos que esta molécula realiza para executar
sua funcéo biologica.

Primeiramente foi analisado o fator B (b-factor) da estrutura cristalografica
5L2R (66) que reflete a flutuacdo dos atomos sobre suas posicbes médias e
infere informacdes sobre a flexibilidade que a proteina possui. Esta abordagem
vem sendo utilizada na literatura como uma forma aproximada para representar
a flexibilidade das proteinas (129). Os dados dos fatores B utilizados para esse
estudo foram obtidos diretamente da estrutura do PDB.

A NMA foi desempenhada no programa R, utilizando a funcdo nma(pdb)
do pacote Bio3D (130). Foram utilizadas as coordenadas atbmicas presentes
no arquivo pdb do modelo teérico construido da FH de L. major (LmjFH-2). Os
calculos de flutuacdo (RMSF, do inglés Root Mean Square Fluctuation) e a
andlise de correlagdo cruzada também foram realizados utilizando as
ferramentas do mesmo pacote. O modelo de redes elasticas (ENM; do inglés,
Elastic Networks Model) leva em consideracdo os residuos de aminoacidos de
uma maneira simplificada, representando apenas o C,. Portanto, o campo de
forcas utilizado também é simplificado.

A correlacéo entre as flutuacdes levou em consideracédo o coeficiente de
correlacdo que € uma medida estatistica que calcula a intensidade da relagcéo
entre os movimentos relativos de duas variaveis. O valor de R varia entre -1 e
+1. Um coeficiente de correlagdo préximo de +1 indica uma forte relacéo linear
positiva (ou seja, uma variavel aumenta com a outra). Um valor préximo de —1
indica uma forte relacédo linear negativa (ou seja, uma variavel diminui a medida
qgue o outro aumenta). E um valor préximo de 0 ndo indica nenhuma relacéo
linear (131). A despeito dessa metodologia em desempenhar calculos por
aproximacéo, inumeros estudos expdem que 0S movimentos coletivos de
proteinas séo representados corretamente a partir da NMA em redes elasticas
(102, 132).

3.6 Geracgao de Hipotese de farmacoforo baseado em estrutura

Com a perspectiva de utilizar a FH de Leishmania major como alvo

molecular para o desenvolvimento de farmacos, hipéteses de farmacoforo
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baseado em estrutura foram geradas na tentativa de identificar grupos
farmacoforicos presentes na molécula do parasita. A identificacdo de grupos
farmacoforicos a partir da interacdo proteina-ligante presente em estrutura 3D
disponivel (PDB id: 5L2R) (66) e selecédo e edicdo dos grupos farmacoféricos
mais relevantes foi realizada utilizando a interface online ZINCPHARMER
(133).

3.7 Construcao de figuras e graficos

Para a geracdo e edicdo das figuras foram utilizados os programas
PyMOL (The Molecular Graphics System, versdo 1.7.2.1), ESPript, UCSF
ChimeraX (134), VMD (Visual Molecular Dynamics) (118) e Adobe Photoshop
CS6 Extended versédo 13.0. A confeccao e edicdo dos gréaficos foram feitos no

programa R utilizando os pacotes ggplot2 (135).
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Andlise e alinhamento das estruturas primarias: Leishmania spp.,

Homo sapiens e vetor

4.1.1 Leishmania sp., H. sapiens e L. longipalpis

Os projetos genomas de espécies diferentes do género Leishmania tém
permitido entender as similaridades e diferencas entre as sequéncias das
espécies desse género, contribuindo significativamente para a identificacdo de
novos alvos terapéuticos para as leishmanioses.

O alinhamento gerado com as sequéncias de aminoacidos das proteinas
codificadas para cada isoforma encontrada nas espécies do género Leishmania
utilizadas nesse trabalho avaliou a similaridade entre sequéncias pertencentes
ao género e a conservacao dos residuos entre elas. Este alinhamento revelou
uma identidade média de 94,28% entre as sequéncias da isoforma FH-1
(Apéndice A), correspondendo a 96,53% de similaridade. Para as sequéncias
da isoforma FH-2 (Apéndice B) partilham 94,29% de identidade e 96,22% de
similaridade. Sendo assim, observa-se que a grande maioria dos residuos nas
sequéncias das espécies selecionadas é conservada em FH de classe |, tanto
na isoforma LmjFH-1 quanto na isoforma LmjFH-2. Além disso, os residuos
cataliticos permanecem conservados em sua totalidade para todas as
sequéncias de Leishmania spp analisadas. Dessa maneira, € possivel utilizar
um representante do género, no caso LmjFH-2, para avaliar grandes diferencas
entre as enzimas do parasita e do hospedeiro humano.

Quando foram analisadas todas as copias génicas das duas isoformas de
todas as espécies do género Leishmania utilizadas nesse estudo em um
alinhamento multiplo, observamos que a identidade entre as sequéncias nao foi
similares como quando analisadas separadamente, mostrando que as
isoformas néo séo tao similares entre si, com identidade e similaridade médias
de 75% e 82% respectivamente (Apéndice C).

A fim de avaliar se a variacdo de identidade também existia entre as

sequéncias do vetor e do hospedeiro humano, foi construida uma matriz de
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identidade (Figura 14) contendo todas as espécies do dataset, utilizando o
servidor MUSCLE. As sequéncias apresentam identidade e similaridade

meédias de 67% e 74% respectivamente.
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Figura 14: Matriz de identidade de entre sequéncias FH de Leishmania
spp., hospedeiro mamifero (Homo sapiens) e vetor (Lutzomyia
longipalpis). Asteriscos (*) representam as sequéncias correspondentes a
isoforma mitocondrial enquanto que as outras sequéncias do género
Leishmania correspondem a isoforma citosolica. Os percentuais de identidade
estdo representados em esferas, com coloracdo descrita na figura, onde azul
escuro representa valor 1 e laranja claro valor 0.

A matriz de identidade somente atribui pontos a residuos que sao
idénticos. A matriz é simétrica M (i,j) = M (j,i) e, com isso, é possivel mostrar
apenas a parte triangular inferior (ou superior) dessa matriz. Os resultados que

se encontram na diagonal da matriz possuem 100% de identidade, pois é
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confrontada cada sequéncia contra ela mesma (sequéncia de H. sapiens com a
sequéncia de H. sapiens, por exemplo).

Com excecao de duas enzimas presentes no dataset (H. sapiens e L.
longipalpis — que possuem identidade entre si de aproximadamente 70%), as
identidades entre as sequéncias das espécies de Leishmania spp. com as
sequéncias do vetor e do hospedeiro ndo passam de 15%. Além da baixa
identidade sequencial, os residuos do sitio catalitico ndo sdo conservados,
como mostrado no alinhamento entre as sequéncias de L. major, H. sapiens e
L. longipalpis (Figura 15). Esse fato pode apresentar um indicio de que a
inibicdo da molécula do parasita ndo seria uma problematica para esses dois
outros organismos, sugerindo a utilizacdo da FH como um potencial alvo
molecular para o desenvolvimento de farmacos leishmanicidas, através da

inibicdo da enzima das varias espécies deste género.
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Figura 15: Alinhamento das sequéncias de FH de L. major (isoformas 1 e 2), H. sapiens e L. longipalpis. Os residuos do sitio
catalitico de LmjFH-2 (*) e H. sapiens estdo marcados com caixas verdes e pretos, respectivamente. Residuos conservados entre
as sequéncias sao destacados com um fundo vermelho, enquanto residuos parcialmente conservados sdo mostrados com texto
vermelho.

66



4.1.2 Andélise Filogenética do conjunto de dados

Uma arvore filogenética € uma estimativa das relacdes entre taxa (ou
sequéncias) e seus ancestrais (136). Atualmente, a maioria das arvores
filogenéticas € construida a partir de dados moleculares, sendo eles moléculas
de acidos nucleicos ou sequéncias proteicas. Construir uma arvore filogenética
requer quatro etapas distintas: (i) identificar e adquirir um conjunto de
sequéncias de acidos nucleicos ou proteinas; (ii) alinhar essas sequéncias; (iii)
estimar uma arvore a partir de sequéncias alinhadas, e (iv) apresentar essa
arvore a fim de transmitir claramente as informacdes relevantes (137).

A confiabilidade (ou suporte) de qualquer estimativa € importante para a
previsdo das relacbes evolutivas. Uma das maneiras de pressupor a
confiabilidade de uma arvore filogenética € feita com a utilizacdo do método de
bootstrap. A idéia basica do bootstrap envolve inferir a variabilidade em uma
distribuicdo desconhecida da qual seus dados foram extraidos por
reamostragem dessas informacdes (112). O teste de bootstrap ndo estima a
confiabilidade geral da arvore; em vez disso, estima a confiabilidade dos clados
da topologia. A figura 16 apresenta as relagdes filogenéticas da fumarato
hidratase com as espécies do género Leishmania utilizadas nesse trabalho, um
de seus hospedeiros vertebrados (Homo sapiens) e o vetor (L. longipalpis). As
porcentagens de bootstrap indicadas demonstram a confiabilidade do cluster
descendente desse nd; quanto maior o niumero, mais confiavel € a estimativa
desse nd. Os comprimentos dos ramos representam a quantidade de mudanca
gue € estimada na ocorréncia de um par de nés. Os principais nés da arvore
foram fortemente suportados por altos valores de bootstrap: (i) 100% para o
clado composto por H. sapiens e L. longipalpis; (ii) 71% para o clado formado
por sequéncias correspondentes a isoforma 1 das espécies de Leishmania
spp.; e (i) 99% para o clado contendo sequéncias da isoforma 2 das espécies
de Leishmania spp (Figura 16). Hillis e Bull determinam que um valor de
bootstrap maior que 70% pode ser considerado como um limite para uma boa
confianga do n6 (138).

Feliciano et al. (55) identificaram e caracterizaram o0s dois genes,
LmjF24.0320 e LmjF29.1960, que codificam enzimas fumarato hidratase
putativas de L. major, LmjFH-1 e LmjFH-2, respectivamente. Neste trabalho,
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também é apresentada a identificacdo da localizacéo celular que indica que as
isoformas de LmjFH estéo localizadas em diferentes compartimentos celulares,
sendo LmjFH-1 mitocondrial e a LmjFH-2 sendo encontrada no citosol e
possivelmente em glicossomos (55). O glicossomo é uma organela demarcada
por uma Unica membrana e com uma densa matriz proteica,
compartimentalizando a glicélise assim como outros processos metabdlicos
importantes na familia Trypanosomatidea (139). O agrupamento dessas
sequéncias de acordo com a localizacao celular também foi confirmado pela
separacdo na arvore filogenética (Figura 16). O alto grau de conservagdo das
sequéncias € um indicativo de que as duas enzimas realizam funcdes
semelhantes dentro do género Leishmania. Porém, o papel especifico de cada
isoforma, compreendendo as diferencas e semelhancas em relacdo aos niveis

de expresséo proteica, ira variar ao longo do ciclo de vida do parasito.
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Figura 16: Analise filogenética feita com sequéncias de FH de Leishmania
spp., hospedeiro mamifero (Homo sapiens) e vetor (Lutzomyia
longipalpis). A arvore gerada foi inferida usando o método da maxima
verossimilhanca baseado no modelo JTT. A &rvore consenso de bootstrap foi
inferida a partir de 1000 réplicas. A regido marcada em verde corresponde a
sequéncias de fumarato hidratase isoforma-1; enquanto as FH pertencentes a
isoforma 2 encontram-se na regido demarcada em azul. As regides em amarelo
e vermelho correspondem as espécies L. longipalpis e H. sapiens
respectivamente.

A topologia da arvore também revelou que todas as sequéncias de FH de
Leishmania spp. estdo mais distantes filogeneticamente da enzima humana e
do vetor. Este resultado mostra que mesmo compartilhando a mesma funcéo
enzimatica (EC: 4.2.1.2), os genes que codificam para essas enzimas possuem
uma origem evolutiva distinta, confirmando a hiptese de analogia levantada

pelo resultado da ferramenta AnEnPi.
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4.2 Andlise das estruturas tridimensionais: Leishmania spp., Homo

sapiens e vetor

4.2.1 Modelagem comparativa da fumarato hidratase de Leishmania spp.

A estrutura correspondente a fumarato hidratase de L. major,
representada no PDB pelo codigo 5L2R (66) foi identificada como molde para
todas as sequéncias alvo das espécies de Leishmania encontradas no territorio
brasileiro tanto para a isoforma-1 (Tabela 4) quanto para a isoforma-2 (Tabela
5).

Tabela 4: Parametros fornecidos pelo BLAST em relacdo a comparacao
do molde (5L2R) selecionado com as sequéncias de FH da isoforma-1 de
Leishmania spp.

Organismo Pon't u.agao Pontuagao Cobertura (%) E-value ldentidade
maxima total (%)
L. amazonensis 675 675 98 0,0 59
L. guyanensis 681 681 91 0,0 63
L. braziliensis 680 680 91 0,0 63
L. infantum 681 681 98 0,0 60
L. major 675 675 98 0,0 59

Tabela 5: Parametros fornecidos pelo BLAST em relacdo a comparacao
do molde (5L2R) selecionado com as sequéncias de FH da isoforma-2 de
Leishmania spp.

Organismo Pontuacéo Pontuacéo Cobertura E-value Identidade
maxima total (%) (%)
L. amazonensis 1160 1160 100 0,0 97
L. guyanensis 1053 1053 99 0,0 92
L. braziliensis 1053 1053 99 0,0 92
L. infantum 1116 1116 100 0,0 99

O e-value é um parametro que descreve o numero de ocorréncias que
se pode esperar ver por acaso ao pesquisar um banco de dados de um
tamanho especifico. Quanto menor o e-value, ou quanto mais proximo de zero,
mais significativa é a correspondéncia (140). Aqui, o e-value atribuido ao molde
selecionado (5L2R) para todas as sequéncias de cada isoforma foi de 0, o que
reforca a significancia da selecao.

Como visto nas andlises anteriores de estrutura primaria, esta molécula

possui identidade alta com as sequéncias das espécies estudadas. O modelo
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com menor valor de DOPE construido na estratégia 1 foi utilizado na
minimizagdo de energia da estratégia 2; assim como o modelo com menor
valor de DOPE construido na estratégia 3 foi utilizado na minimizacdo de
energia da estratégia 4.

O grafico com os valores DOPE do molde (template) e dos modelos com
menor valor de DOPE gerados com as quatro estratégias para as sequéncias
da isoforma 1 de cada espécie modelada estdo representados na figura 17. A
isoforma 1 de L. major ndo possui estrutura 3D resolvida experimentalmente e,
portanto, foi modelada. Nota-se que os modelos das proteinas de todas as
espécies gerados para a isoforma 1 tiveram uma melhora nos valores de
DOPE quando se adicionou um passo de minimizacdo de energia (estratégias
2 e 4). Essa diminuicdo no valor de DOPE pode conferir uma maior
estabilidade ao modelo previsto.

Entretanto, os graficos DOPE gerados para modelos construidos para a
isoforma 2 ndo apresentam melhoria nos valores de energia entre os modelos
gerados com as estratégias 1 e 3 (sem 0 passo de minimizacdo de energia)
quando comparados aos modelos que tiveram a energia minimizada
(estratégias 2 e 4), (Figura 18). A isoforma 2 de FH de L. major € o proprio

molde e, portanto, ndo teve modelo tedrico construido.
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Figura 17: Grafico com os valores DOPE dos modelos gerados para a isoforma 1 de L. major, L. amazonensis, L.
guyanensis, L. braziliensis e L. infantum. A estrutura 5L2R (66) utilizada como template esta evidenciada na cor preta. As
estratégias desempenhadas nesta etapa estdo caracterizadas da seguinte maneira: estratégia #1 (vermelho), estratégia #2 (azul),
estratégia #3 (verde) e estratégia #4 (amarelo). Os numeros de residuos da proteina sédo graficados no eixo X e as energias DOPE
de cada residuo sdo representadas no eixo Y.

72



Leishmania amazonensis Leishmania guyanensis

-0.015 -0.015
~0.020 '] ~0.020
[
-0.025 11 [ -0.025
_o.oaou i JH 1 -0.030
@ ossl | ‘ | I g sl
& -0.035 ‘ I L ‘ g -0.035
-o40f- | | ~0.040
J
-0.045 —-0.045
~0.050 | -0.050 1
i |
-0.055 :
=29 200 400 600 800 1000 1200 201035 00 200 500 800 1000 1200
Posicao no alinhamento Posicao no alinhamento
Leishmania infantum Leishmania braziliensis
-0.015 -0.015 . -
-0.020 | | -0.020 f
| I
-0.025 N % I ~0.025 | |
| (A T 1 | |
‘ TR [T
-0.03041 A, | | t ~0.030 I (10
| |"1 i T <t-'1z I
& —o03s|| | | (¥ {1} & 0. ‘ I !
8 R YR 1 T
-0.040 ; I -0.040 | ‘ﬂ
-0.045| ' h | ] ~0.045
|
~0.050 ~0.050 |
| |
00355 200 400 600 800 1000 1200 <0.053 200 200 600 800 1000 1200
Posicao no alinhamento Posicao no alinhamento
|— Template — #1 — #2 — #3 — #4|

Figura 18: Grafico com os valores DOPE dos modelos gerados para a isoforma 2 de L. amazonensis, L. guyanensis, L.
braziliensis e L. infantum. A estrutura 5L2R (66) utilizada como molde esta evidenciada na cor preta. As estratégias
desempenhadas nesta etapa estdo caracterizadas da seguinte maneira: estratégia #1 (vermelho), estratégia #2 (azul), estratégia
#3 (verde) e estratégia #4 (amarelo). Os numeros de residuos da proteina sdo graficados no eixo X e as energias DOPE de cada
residuo séo representados no eixo Y.
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Os valores de RMSD do alinhamento entre o molde e o modelo gerado
em cada estratégia, assim como os resultados da validacdo feita pelos
programas Molprobit e Verify3D, encontram-se apresentados nas Tabelas 6
(isoforma 1) e 7 (isoforma 2). O valor de RMSD é uma medida de distancia que
visa determinar diferencas conformacionais entre duas estruturas 3D. Os
resultados alcangados indicam que as FHs modeladas poderiam apresentar
caracteristicas estruturais semelhantes a isoforma citosélica da fumarato
hidratase de Leishmania major elucidada experimentalmente. Porém, é
importante salientar que as estruturas da isoforma 1 possuem divergéncias
estruturais no subdominio 1 da porcdo N-terminal quando comparadas ao seu
molde analisadas no PyMol (Figura 19). Ndo h& descricao na literatura sobre o

papel que esta porcéo poderia ter sobre a funcdo enzimatica desta molécula.

Figura 19: Diferenca estrutural na porcdo do subdominio-1 da regido N-
terminal. Quando analisada a estrutura utilizada como molde (5L2R) (A) e um
modelo de isoforma-1 gerado (estrutura da L. amazonensis utilizada como
exemplo) (B) é possivel perceber uma diverggéncia estrutural.

A validacdo é uma etapa importante na modelagem comparativa. Para
este propdsito, a verificacdo da qualidade dos modelos foi feita utilizando os
programas Molprobity e Verify3D. Observando todos os resultados obtidos nas
etapas de validacdo contidos nas tabelas 6 e 7, € possivel notar que a
estratégia 4 (Modelagem otimizada + Ch) apresentou os melhores resultados
com a melhora dos valores das métricas utilizadas. Entretanto, a Webb & Sali

(2016) (122) descreveram que ndo € recomendado realizar a minimizacdo de
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energia apos a utilizacdo de uma otimizacdo empregada, como na estratégia 4.
Sendo assim, a estratégia escolhida foi a segunda, onde foi utilizado o script

simples seguido pela minimizagéo de energia com o Chimera.
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Tabela 6: Avaliacdo e verificacdo dos modelos de Leishmania spp.
construidos para a isoforma mitocondrial gerados por cada estratégia.

Oraanismo  Estratégia .. RMSD  Ramachandran®  Verify3D Q-

9 92 Modelo (A (%) (%) mean
1 4 0,371 94,33 88,87 -2,47
2 4 0,399 93,51 87,24 -2,01

L. braziliensis
3 45 0,364 94,52 89,05 -1,99
4 45 0,385 93,88 90,61 -1,33
1 26 0,403 94,42 86,86 -2,36
_ 2 26 0,434 93,42 88,69 -1,97

L. guyanensis
3 41 0,379 94,61 87,77 -2,16
4 41 0,404 94,70 87,69 -1,69
1 10 0,430 94,42 86,77 -2,47
2 10 0,451 92,78 85,87 -1,91

L. infantum
3 10 0,364 94,24 86,13 -2,28
4 10 0,391 93,88 89,96 -1,78
1 48 0,474 93,33 85,58 -2,97
L. 2 48 0,493 92,69 86,51 -2,2
amazonensis 3 13 0,364 94,52 86,22 -2,28
4 13 0,397 93,69 90,26 -1,65
1 23 0,402 94,61 87,41 -2,51
2 23 0,435 92,69 86,87 -1,91
L. major

3 17 0,362 94,88 87,86 -2,46
4 17 0,384 94,15 91,61 -1,67

PDB 5L2R: (i) Molprobit: 97,35%; (ii) Verify3D: 92,76; (iii) Q-mean: 0,82

! Regibes favoraveis
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Tabela 7: Avaliagcdo e verificagdo dos modelos de Leishmania spp.
construidos para a isoforma citosolica gerados por cada estratégia.

Oraanismo  Estratéaia .. RMSD Ramachandran®  Verify3D Q-

9 92 Modelo  (A) (%) (%) mean
1 16 0,21 97,96 93,44 0,05
2 16 0,337 97,22 93,72 0,12

L. braziliensis
3 19 0,252 98,42 92,14 0,20
4 19 0,263 97,50 92,14 0,30
1 31 0,266 97,50 94,25 0,13
) 2 31 0,283 97,31 93,07 -0,20

L. guyanensis
3 4 0,166 98,24 88,11 0,21
4 4 0,182 97,59 93,53 0,25
1 24 0,218 97,31 92,98 0,07
2 24 0,236 96,85 93,72 0,1

L. infantum

3 3 0,175 97,96 92,79 0,26
4 3 0,187 97,50 93,90 0,37
1 18 0,21 97,77 93,72 -0,04
L 2 18 0231 97,03 92,05 0,04
amazonensis 3 32 0,163 97,87 94,55 0,23
4 32 0,186 97,03 93,99 0,18

PDB 5L2R: (i) Molprobit: 97,35%; (ii) Verify3D: 92,76; (iii) Q-mean: 0,82
! Regies favoraveis

Cerca de 90% a 95% (figuras 20 e 21) dos residuos de aminoéacidos dos
modelos tedricos construidos com a estratégia escolhida como mais
promissora ocupam o espaco na regiao favoravel do grafico de Ramachandran,

respectivamente para as isoformas 1 (mitocondrial) e 2 (citosolica).
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L. amazonensis

Figura 20: Grafico de

Leishmania spp. O eixo x representa os valores dos angulos de tor¢do phi enquanto que o eixo
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Figura 21: Grafico de Ramachandran dos modelos gerados com a estratégia 2 para a isoforma citosoélica de Leishmania
spp. O eixo x representa os valores dos angulos de tor¢do phi enquanto que o eixo y representa os valores dos angulos torcdo de
psi.
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As pontuacdes do Verify3D de cada residuo foram colocadas em um
grafico onde o eixo x representa a posi¢do de cada residuo de aminoéacido e o
eixo y descreve tais pontuagfes. Os residuos que caem na area abaixo da
linha vermelha (Figuras 22 e 23) tém baixa precisdo de predicdo e

conformacao menos estavel.
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Figura 22: Andlise do Verify3dD para os modelos (isoforma 1) de
Leishmania spp. gerados através da estratégia 2.
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Figura 23: Analise do Verify3aD para os modelos (isoforma 2) de
Leishmania spp. gerados através da estratégia 2.

Para todos os modelos gerados e verificados com a analise feita através
do Verify3D, grande parte de todos os residuos tiveram uma pontuacdo média
maior ou igual a 0,2 (como observado nas tabelas 6 e 7). Ou seja, pelo menos
80% dos residuos de aminoacidos marcaram uma pontuacdo média no peffil
“3D — 1D”. Este fato demonstra que os modelos gerados e, avaliados pelo
Verify3D sao de boa qualidade.

Por fim, cada modelo preditivo gerado foi submetido ao servidor Q-mean
(Qualitative Model Energy ANalysis) (<https://swissmodel.expasy.org/gmean/>).
Com estes resultados, é possivel 0 acesso a uma fung¢édo de pontuacdo que &
capaz de derivar estimativas de qualidade absoluta globais (para toda a
estrutura) e locais (por residuo) com base em um unico modelo. Por padréo,
essas pontuacdes sdo relacionadas com o que se espera obter com as
estruturas de alta resolucdo elucidadas através da cristalografia por difragdo de
raios-X (126).

Como observado nas tabelas 6 e 7, os modelos tedricos gerados nédo se
enquadram na definicdo de modelos de baixa qualidade defendido por Benkert
et al. (2008) (126), onde estes deveriam ter um valor de Q-mean menor ou
igual a -4.0. Os modelos da isoforma 1 apresentam valores maiores (em torno

de -2,00) do que os encontrados nos modelos gerados para a isoforma 2 (em
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torno de 0,115). Esta diferenca pode ser devido a utilizacdo de um molde de
isoforma diferente utilizado nas estratégias aplicadas aos organismos de
isoforma 1.

Todos os modelos gerados (Figura 24) com a estratégia 2 tiveram
valores ditos como aceitaveis (tabelas 6 e 7), de acordo com as propostas
levantadas por Rhodes (2006) (98) e as métricas estipuladas por cada servidor
de validacdo. Os modelos gerados para a isoforma 1 obtiveram valores
menores que a isoforma 2, provavelmente devido a utilizagdo de um molde

com uma similaridade um pouco mais baixa.

Figura 24: Alinhamento estrutural de todos os modelos de Leishmania
spp. gerados através da estratégia 2. Com as sobreposicfes estruturais é
viavel estabelecer paridades entre as estruturas geradas e seu molde 5L2R
(vermelho). Os alinhamentos foram feitos com os modelos preditivos das
espécies L. amazonensis (verde), L. guyanensis (azul), L. infantum (amarelo) e
L. brasiliensis (rosa) gerados a partir da estratégia 2 tanto para isoforma 1 (A)
guanto para a isoforma 2 (B). A espécie L. major (ciano) foi incluida somente
no alinhamento da isoforma 1.

4.2.2 Estruturacéao total da fumarato hidratase de LmjFH-2.

As coordenadas ausentes no dominio C-terminal entre os residuos Pro-
375 e Thr-385 (cadeia A) e Pro-375 e Ser-386 (cadeia B) da estrutura
tridimensional de LmjFH-2 foram estimadas para que as analises dos modos
normais nao fossem prejudicadas. Caso essas regides continuassem ausentes,

a rede elastica ficaria menos densa e essa regido poderia se comportar como
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um terminal e com isso poderia haver um aumento das flutuacdes dos residuos
dessa porgédo e assim a geracdo de um resultado errbneo. Sendo assim, a
propria estrutura cristalogréfica da 5L2R (66) foi identificada como molde.

Os gréaficos de Ramachandran (figura 25B) gerados no MolProbity para
cada modelo tedrico apresentam 97,5% dos residuos ocupando o0 espaco na
regido favoravel. Este resultado demonstra boa qualidade para as avaliacdes
estereoquimicas do modelo de FH construido. Ja a analise obtida no servidor
Q-mean forneceu um valor préximo de zero (0,16) e, assim, é plausivel
compreender que existe uma boa concordancia entre a estrutura do modelo
preditivo gerado e as estruturas experimentais de tamanho similar. A
verificacdo feita através do VERIFY-3D mostrou que grande parte dos residuos
tiveram uma pontuacdo média maior ou igual a 0,2, onde 92,24 % dos residuos

de aminoacidos marcaram uma pontuacdo média no perfil “3D — 1D”.
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Figura 25: Analise da qualidade do modelo FH gerado para LmjFH-2. (A)
Com um RMSD de 0.234A em relacéo ao molde, o modelo com o menor valor
de DOPE selecionado nas etapas da modelagem comparativa foi validado
através da avaliacdo estereoquimica (B), da analise do Q-mean (C) e
observacdo da distribuicdo dos residuos em relacdo a pontuacdo média no
perfil “3D — 1D” com o Verify-3D (D).

E possivel inferir que através de todas as métricas de verificacéo
aplicadas para a investigacdo da qualidade do modelo preditivo de LmjFH-2, o

mesmo apresenta uma boa qualidade, levando em consideracdo as
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particularidades de cada programa e as ideias defendidas por Rhodes (2006)

(98) citadas anteriormente.

4.2.3 Alinhamento estrutural: Leishmania major e Homo sapiens

Apenas a isoforma 2 de L. major possui estrutura tridimensional
resolvida experimentalmente. Dessa forma, essa estrutura foi utilizada para dar
prosseguimento as analises iniciais de comparacdo estrutural. A comparacéo
das estruturas cristalograficas da fumarato hidratase do parasito (L. major) e
seu hospedeiro (H. sapiens) através de um alinhamento estrutural mostrou
diferencas nas conformacdes adotadas para cada enzima.

Esta diferenca estrutural entre as duas moléculas se deve também ao
fato delas pertencerem a classes diferentes e, portanto, atuarem de modos
diferenciados. Como citado anteriormente, a FH é classificada em dois grupos
e essa divisdo dependera da disposicdo das subunidades relativas, de sua
estabilidade térmica e da presenca de metal. Além disso, cada classe possui
moléculas com estrutura quaternéria diferenciada (moléculas de classe | séo
homodiméricas enquanto que moléculas FHs de Classe Il séo
homotetraméricas (Figura 26).

Figura 26: Estruturas tridimensionais de FH de Leishmania major e Homo
sapiens resolvidas experimentalmente. A estrutural tridimensional da
fumarato de L. major (A) é homodimérica (PDB id: 5L2R) enquanto que a
estrutura de H. sapiens (B) € homotetramérica (PDB id: 3E04).
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O programa TM-align selecionou a cadeia A de cada estrutura e fez a
sobreposicao estrutural das mesmas. Foi identificado que a cadeia A de L.
major possui 532 residuos e a de H. sapiens 456. O valor de TM-Score
encontrado (0,22) encontra-se dentro do limite estabelecido de uma indicacéo
de similaridade estrutural randémica, sugerindo que sdo estruturas distintas e
que podem estar relacionadas com origem evolutiva independente/distintas
(analogia), corroborando a partir de dados estruturais a predicdo feita pelo
AnENPI, que utiliza somente dados de estrutura primaria.

Os conceitos da transformacdo que a enzima realiza e a estratégia
mecanicista que ela emprega sao fundamentais para descrever a sua fungao. A
transformacao realizada por uma enzima é descrita pela classificacdo de EC
number. O mecanismo pelo qual esta transformacdo € realizada é a
consequéncia dos residuos funcionais na proteina com 0s principais residuos
que formam o sitio ativo. Bartlett et al. (2002) definiram como residuos do sitio
ativo aqueles diretamente envolvidos na atividade catalitica, que exercem um
efeito sobre um residuo ou molécula de &gua diretamente envolvidos no
mecanismo, que estabilizam um intermediario do estado de transicdo proposto,
ou que afetam o substrato ou cofator para auxiliar a catalise (141).

De acordo com os dados encontrados no CSA (Catalytic Site Atlas), os
residuos do sitio ativo da FH da espécie humana (PDB id: 3E04) sdo Thr-234,
His-235, Lys-371 e Glu-378. No trabalho realizado por Feliciano et al. (2016)
(66), os residuos descritos como cataliticos para FH de L. major (PBD id: 5L2R)
(66) foram Cys-133, GIn-134, Asp-135, Arg-173, Gly-216, Cys-252, Cys-346,
Arg-421, Thr-467, Thr-468, Arg-471, Lys-491 (cadeia A) e His-334 (cadeia B).
Ao sobrepor os sitios ativos das estruturas (Figura 27) é possivel perceber a

distincdo entre os mesmos.
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0 Leishmania major
I Homo sapiens

Figura 27: Alinhamento entre as estruturas tridimensionais da fumarato hidratase de Leishmania major (ciano) e Homo
sapiens (roxo). Em destaque encontram-se os residuos do sitio catalitico das proteinas dos dois organismos, Leishmania major
(ciano) e Homo sapiens (roxo). Em laranja e amarelo encontra-se o cluster [Fe-S] presente na enzima do parasita.
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Proteinas homdlogas podem apresentar estrutura tridimensional
semelhante, mesmo com similaridade sequencial baixa. A evolucao divergente
a partir de um ancestral comum pode levar a enzimas com 0S mMesmos
residuos do sitio ativo a atuar em diferentes substratos, mas com 0 mesmo
mecanismo de acdo. Uma divergéncia mais extensa pode levar a modificacao
dos residuos do sitio ativo, mas as enzimas ainda estdo envolvidas em
mecanismos semelhantes. J& a evolugdo convergente de uma funcédo
enzimatica pode se manifestar em enzimas ndo homodlogas que realizam a
mesma transformacdo, através de diferentes residuos -cataliticos. Essas
enzimas sao denominadas analogas transformacionais, como descrito por
Doolittle em 1994 (50).

A ocorréncia de analogos transformacionais entre diferentes organismos
foi estudada na busca por alvos para o desenvolvimento de farmacos,
explorando as diferencas nos residuos do sitio catalitico entre atividades
enzimaticas que exercem a mesma funcdo. Sendo assim, apesar das
fumarases de L. major e H. sapiens exercerem a mesma atividade enzimética,
apresentam diferencas notaveis nos residuos do sitio catalitico e sdo, portanto,
consideradas analogos transformacionais.

As diferengas encontradas nos residuos do sitio catalitico das moléculas
do parasita e do hospedeiro podem ser exploradas na busca por inibidores
especificos da molécula do parasita. Abordagens in silico, tais como a geragao
de hipoteses farmacoféricas (apresentadas posteriormente), irdo auxiliar a
busca desses inibidores especificos.

4.2.4 Andlise da superficie eletrostética

Sabendo que ambas as enzimas (do parasita e do hospedeiro) catalisam
a transformacédo dos mesmos substratos (fumarato e malato), uma comparacao
da superficie eletrostatica foi feita a fim de avaliar se as diferencas encontradas
nas duas enzimas (principalmente nas regibes dos sitios cataliticos)
influenciariam na entrada desses substratos e, consequentemente, no
mecanismo de reacdo. Acredita-se que a localizacao celular da LmjFH-2 (55) é
dividida em dois compartimentos celulares, podendo ser encontrada no citosol

e, possivelmente, no glicossomo. O pH primariamente definido como sendo o
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ideal para a sua atividade foi de 9.0. Entretanto, a possibilidade desta molécula
ser encontrada em diferentes locais na célula pode alterar o valor de pH
necesséario para a atividade da enzima devido a fisiologia do compartimento
celular. Sendo assim, a analise da superficie eletrostatica foi realizada
utilizando diferentes condi¢cbes de pH (pH 7,0 e pH 9,0), considerando
diferentes estados de protonacdo de grupos titulaveis na superficie da proteina.
Para a enzima humana, foi descrito que o pH ideal para a atividade enzimatica
€ 7,5, uma vez que atua na mitocondria.

O potencial eletrostatico na superficie da fumarato hidratase da LmjFH-2
evidencia pouca influéncia dos diferentes estados de protonacao para as duas
condicbes consideradas de pH (Figura 28), apresentando uma cavidade
carregada positivamente localizada na interface entre os dominios N e C-
terminais de cada mondémero. Em condi¢des mais alcalinas (pH 9.0), algumas
regides da superficie global deixam de ser mais positivas quando comparadas
ao pH neutro. Na estrutura cristalogréafica, a cavidade encontra-se proxima ao
sitio ativo, contém duas moléculas de S-malato, sugerindo que o acesso ao
sitio catalitico é favorecido pela distribuicdo de carga dentro desta regido. Os
residuos Asn-219, GIn-225 e Tyr-222 coordenam o0 S-malato para esta
cavidade positiva (66). A permanéncia desta cavidade com caracteristica
positiva em diferentes pHs, releva que, tanto em pH neutro quanto em um pH
mais alcalino, a entrada para o sitio catalitico ndo é alterada.

A andlise da superficie eletrostatica da FH do ser humano apresenta em
grande parte da superficie global, regides carregadas positivamente. Isso leva
a acreditar que em sua superficie possa haver residuos positivos que permitam
0 acesso ao sitio catalitico ou até mesmo a ligacdo de um inibidor. A estrutura
cristalografica mostra que o sitio ativo da fumarato hidratase tem contribui¢cdes
de trés das quatro subunidades que formam sua estrutura quaternaria. Estes
sitios estéo localizados nas extremidades do tetramero da FH dentro de uma
fenda com acessibilidade ao solvente (142).

Por terem a mesma caracteristica de potencial eletrostatico positivo do
ambiente quimico nos acessos ao sitio catalitico, as duas enzimas poderiam ter
como inibidores, pequenas moléculas com um carater eletrostatico negativo.

Porém, como ja observado nas analises anteriores, esses sitios possuem uma
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marcante diferenca estrutural e este fato evidenciaria que esse possivel inibidor

seria especifico para uma das moléculas.
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Figura 28: Andlise da superficie eletrostatica de L. major e H. sapiens. A) Andlise da superficie eletrostatica de LmjFH-2
utilizando estados de protonacdo correspondentes as condi¢cdes de pH neutro e alcalino. B) Analise da superficie eletrostatica da
FH de H. sapiens utilizando estados de protonagdo correspondentes a condi¢cdo de pH alcalino. Azul, vermelho e branco indicam
regides carregadas positivamente, negativamente e neutras, respectivamente. Cavidade positiva demarcada com uma forma oval

e seta em ambas as enzimas.
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4.3 Anéalise de Modos Normais (NMA)

Antes de qualquer observacdo aos dados gerados pelos modos normais,
os valores do fator-B (ou b-factor) foram obtidos da estrutura experimental da
FH de L. major e analisados. Para inferir a flexibilidade da enzima LmjFH-2, o
fator-B de cada atomo do sistema foi representado na forma de B-factor putty
gerado no PyMOL. Atomos com fatores-B baixos pertencem a uma parte da
estrutura que normalmente é bem ordenada, enquanto que &tomos com
fatores-B altos geralmente pertencem a regibes da estrutura com maior
liberdade conformacional.

Os dominios C-terminais possuem valores de fatores-B mais altos do
que o restante da enzima (Figura 29). Esta informacdo sugere a possivel
existéncia de flexibilidade nesta regido. Os residuos com os valores de fator-B
mais elevados ndo sdo os residuos que integram o sitio catalitico (Figura 29A).
Os picos identificados na figura 29A sdo referentes aos residuos Val-398:A,
Arg-399:A, Thr-499:A, Ala-348:B, Leu-531:B e Asp-349:B e estéo localizados

na regido C-terminal.
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Figura 29: Andlise do fator-B da LmjFH-2. (A) Andlise do fator-B (A?) de cada
residuo correspondente a cadeia A (laranja) e a cadeia B (azul). Residuos do
sitio ativo sdo identificados com um ponto preto para os doze residuos
pertencentes da cadeia A (evidenciados com a seta preta) e um Unico ponto
vermelho para a cadeia B (B) (evidenciados com a seta vermelha).
Representacdo dos valores do fator-B demonstrados na estrutura. Valores mais
altos do fator-B sdo mais espessos e mais préximos do vermelho. Valores
menores do fator-B estdo mais préximos do azul e menos espessos.

Com um numero de atomos da FH de L. major de, aproximadamente,
9.000 atomos, a analise de modos normais foi aplicada a fim de estudar os
movimentos realizados por essa proteina. Em ENM cada residuo é
representado pelo carbono alfa, e assim, a molécula de FH resultou em 1063
pseudoatomos.

Com o pacote bio3D do programa R, foram calculados os modos
normais, as suas correlagbes e suas flutuagbes atdmicas considerando os
movimentos descritos por todos os modos. O total de modos internos, como
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previamente mencionado, corresponde a 3N-6, sendo, portanto, 3189 modos.
Os primeiros seis modos sdo chamados de modos triviais com frequéncia zero
e correspondem a rotacao e a translacdo do corpo rigido.

Os espacos conformacionais de uma determinada proteina foram
classificados por Amadei et al. (1996) em subespaco essencial (engloba uma
restrita parte dos graus de liberdade da proteina e a maior parte das flutuacdes
posicionais) e subespaco restante (descrito como fisicamente limitado e possui
uma distribuicdo normal estreita) (128). A vista disso, a partir dos resultados de
NMA, foram calculadas as flutuacbes de cada residuo da FH de L. major, que
permitiu a comparagdo entre os perfis de flexibilidade e amplitude de
movimento por atomo, em cada modo considerado.

A fim de verificar o quanto cada grupo de modos representa 0s
movimentos totais da fumarato hidratase, as flutuacées foram calculadas para
diferentes grupos de modos. Nessa etapa consideram-se diferentes grupos: 20,
50, 100 e todos os modos (Figura 30).
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Figura 30: Flutuacdes por residuos considerando diferentes conjuntos de
modos normais. Comparacdo dos valores de RMSF dos carbonos alfa dos
residuos do modelo LmjFH-2, onde foram levadas em consideracdo as
flutuacBes calculadas a partir dos grupos com os primeiros 20 modos (verde),
50 modos (laranja), 100 modos (azul) e todos os modos (fucsia).

Apés ter observado a distribuicdo das flutuacdes de cada conjunto de
dados, levou-se em consideracdo a correlacdo entre as mesmas. Essa
avaliacdo permite inferir o quanto das flutuacdes dos 3N-6 modos sé&o
explicadas por um determinado grupo de modos.

Foi feita a comparacéo das correlagbes entre as flutuacdes de todos os
modos e os grupos dos 20, 50 e 100 primeiros modos (Figura 31). A correlacéo
entre todos os modos e os 100 primeiros ja corresponderiam quase com a
totalidade das flutuagbes da fumarato hidratase de L. major, pois se obteve
uma correlacdo de 0,98. Quando observamos as correlagdes dos outros dois
grupos, com um conjunto de modos menor, as mesmas possuem forte
correlagao, considerando que fortes correlagbes sao valores acima de 0.7. O
grupo com um menor conjunto de modos (20 primeiros) jA poderia representar

0s movimentos de grande amplitude, uma vez que possui alta correlacéo (0,84)
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e gue qualquer conjunto de modos com correlacbes acima desse valor ja €
considerado representativo. Com isso, é admissivel que os graus de liberdade
essenciais para o estudo dos movimentos funcionais da FH de L. major podem
estar contidos nos 20 modos de mais baixa frequéncia, descartando entdo os

demais modos para as analises seguintes.
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Figura 31: Analise dos coeficientes de correlacdo entre todos os modos e
alguns grupos. Comparacao entre as flutuacdes descritas por todos os modos
normais versus subconjuntos de modos de baixa frequéncia: 100 (barra
laranja), 50 (barra branca) e 20 (barra roxa) modos.

Com o subespaco essencial definido (20 primeiros modos), foi realizada
a andlise dos movimentos de grande amplitude por cada modo contido neste
subespaco. Dessa forma, foram geradas trajetorias correspondentes ao
deslocamento dos carbonos alfa de cada estrutura de referéncia ao longo dos
modos normais considerados. As vinte trajetorias com a descricdo dos modos
de mais baixa frequéncia foram analisadas, mas somente trés foram
selecionadas.

Com os movimentos observados no modo 8, podemos descrever que
estes sao similares a uma atividade de dobradi¢a. Este movimento pode ter o
papel de auxiliar na entrada e saida dos substratos na molécula, uma vez que
expbe a cavidade que leva a regido do sitio catalitico e, portanto, deve ser

levado em consideracdo na busca por compostos capazes de se ligar a essa
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molécula. Ao utilizar o servidor DALl (126) para pesquisar estruturas
conhecidas com padrbes de enovelamento semelhantes a LmjFH-2, Feliciano
et al. (2016) encontraram a subunidade-f de uma classe | putativa de fumarato
hidratase de Archaeoglobus fulgidus (PDB id: 2ISB) como o par mais similar ao
dominio C-terminal de LmFH-2 (58) (Figura 32). Na verdade, esta regido é
classificada pela Classificacdo Estrutural de Proteinas (SCOP; do inglés,
Structural Classification of Proteins) (127) como “swiveling B/B/a domain”. Este
dominio faz parte dos iniumeros padrdes de enovelamento da classe de
proteinas a/f e é conhecido por ser um motivo moével com movimento giratorio

em proteinas de multiplos dominios.

Figura 32: Alinhamento entre as estruturas cristalograficas de fumarato
hidratase de 5L2R (L. major) e 2ISB (A. fulgidus). Em destaque encontra-se
0 padrao de enovelamento da classe “swiveling p/B/a domain” localizado no
dominio C-terminal da estrutura de FH de L. major (roxo) e na estrutura de A.
fulgidus (amarelo).

Nos modos 7 e 9 (Figura 33) é possivel observar pequenos giros e
torcbes em toda a molécula (movimento de twist de dominios), principalmente
nos dominios C-terminais. Os principais movimentos observados séo
relacionados a torcdo da FH, em que as cadeias A e B se movem em direcao
oposta aos sitios cataliticos, os quais realizam um movimento correlacionado
(observado no modo 7). J& o movimento referente ao modo 9 é um movimento
de torcdo dos dominios C-terminais de ambas cadeias e o suddominio-1 da

porcado N-terminal se move em sentidos contrarios.
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Figura 33: Representacéo tridimensional dos movimentos descritos pelos
modos normais 7, 8 e 9 de LmFH-2. O comprimento dos vetores (setas
vermelhas) sédo proporcionais a magnitude das flutuacdes calculadas.

Ao examinar os dados de correlagdo na estrutura tridimensional da
fumarato hidratase de L. major (LmjFH-2) (Figura 34), pode ser observado que
diversos residuos possuem uma correlagdo negativa com outros, levando a
aproximacéao e afastamento dos dominios C-terminais observados no modo 8
(Figura 34-A) e parte da porcdo do dominio N-terminal (subdominio-1).
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Figura 34: Correlacado cruzada dos residuos de LmjFH-2. (A) As linhas azuis
representam correlacdo negativa, variando de -0.8 a -1.0. (B) As linhas
vermelhas representam correlacéo positiva variando de 0,8 a 1.

Juntamente com os altos valores de fator-B encontrados no dominio C-
terminal, as informacdes encontradas com a NMA podem nos dar indicios que
esta regido da LmjFH-2 tem potencial de realizar movimentos importantes para
o desempenho de sua atividade enzimatica. Esta analise € crucial para a
compreensao de seus mecanismos funcionais e poderia auxiliar as etapas de
CADD baseado na estrutura da LmjFH-2.

4.4 Geracao de Hip6tese de farmacéforo baseado em estrutura

A identificacdo de modelos farmacoféricos, que definem as
caracteristicas estruturais essenciais para o processo de reconhecimento
molecular e atividade biologica da molécula, representa uma estratégia util em
guimica medicinal na busca por novos ligantes.

A inclusdo da estrutura da proteina e do ligante S-malato no servidor
ZincPharmer retornou os pontos farmacoforicos caracteristicos da interacao
proteina-ligante. A partir desses pontos, selecionaram-se caracteristicas
relevantes para compor as hipéteses farmacoforicas baseando-se na analise
das propriedades e grupos quimicos do sistema que sao importantes para a
interagéo receptor-ligante.

O estado de protonacdo dos residuos da LmjFH-2 foi atribuido,

primeiramente, a um pH 7.0 (considerando que essa isoforma possa ser
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encontrada também no citosol) utilizando o programa PROPKA através do
Protein Preparation Wizard encontrado no Maestro. O ligante S-malato,
identificado no arquivo PDB como LMR, foi preparado foi em conjunto com a
proteina e, consequentemente, atribuido ao pH 7.0.

O ambiente quimico no qual o LMR esta inserido é caracterizado por
possuir residuos, como por exemplo, a His-334:B, Arg-173:A, Arg-421:A, Arg-
471:A e Lys-491:A com caracteristicas eletrostaticas positivas (Figura 35). Tal
fato nos levou a considerar que as hipoteses geradas deveriam apresentar o
substrato com caracteristicas farmacoforicas de carga negativas em suas
extremidades (raio 1.5 A) dado o fato de que o ambiente quimico ser muito
eletropositivo.

Figura 35: Caracteristicas do ambiente molecular do S-malato inserido no
sitio catalitico da LmjFH-2. A presenca de residuos com caracteristica
positiva (regido colorida em azul) influenciou na escolha dos modelos de
farmacoforos negativos para a geracao das hipoteses. As esferas em vermelho
representam os pontos farmacoféricos de carga negativa e em laranja
representam os pontos farmacoforicos aceptores de ligagdo de hidrogénio.

Foram geradas, a principio, duas hipoteses de farmacoéforo baseadas no
ligante LMR em pH 7.0. As hipéteses foram escolhidas devido a interacdo que
0 substrato estabelece com a enzima para a reagdo da catalise e pelo
ambiente quimico no qual ele esta inserido. Ambas as hipdteses, além da
caracteristica farmacoférica negativa citada acima, possuem ainda dois
receptores de ligacao hidrogénio. A Unica diferenca entre elas é a inclusédo do
grupo hidroxila (OH) do S-malato com doador de ligacdo hidrogénio em uma

das hipoteses geradas. Para essas Ultimas caracteristicas farmacoforicas
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foram definidas um raio de 1.0 A para cada modelo farmacoférico.

A primeira hipétese selecionada (Figura 36A), H1, leva em consideracao
0 grupamento hidroxila do S-malato como doador e aceptor do proton. O
residuo Asp-135, interagindo com o seu parceiro de ligacdo de hidrogénio His-
334/B, esta idealmente posicionado para desempenhar um papel como um
acido catalitico para protonar a hidroxila C2 do S-malato, com eliminacdo de
H.O e subsequente formacao de fumarato.

Na segunda hipotese formulada (Figura 36B), H2, o grupamento hidroxil
atua somente aceptor. Os residuos Gly-215:A e Gly:216:A interagem com o0 S-
malato pelo fato que o ligante encontra-se coordenado com um dos ferros
(Fe4) do cluster [4Fe-4S] via atomos C2 carboxil e hidroxil do oxigénio.

Estas caracteristicas quimicas sao importantes para interacdo da
proteina alvo com o ligante S-malato e foram utilizadas em uma busca
preliminar por possiveis compostos presentes na Ultima versdo Zinc
Purchasable. Utilizando as hip6teses H1 e H2, foram encontrados 1424 e 1798
compostos, respectivamente. Esses compostos serdo utilizados em etapas
subsequentes para avaliar a possivel interacdo dos mesmos com a proteina
alvo, através de uma abordagem de triagem virtual, na tentativa de propor
possiveis inibidores para esse alvo que possam ser usados para O
desenvolvimento de farmacos lesihmanicidas.

Os resultados obtidos com NMA mostraram diferentes conformacfes
que a molécula pode obter. Entretanto, observou-se que ndo existe uma
flexibilidade grande na regido correspondente ao sitio ativo, minimizando a
necessidade de realizar ensemble docking na triagem virtual. Contudo, analises
utiizando metodologias de dinamica molecular convencional devem ser
empregadas para validar essa observacdo. E importante ressaltar que a
parametrizacdo da molécula é um passo importante na dinamica molecular. A
falta de parametros especificos para o cluster [Fe-S] dificulta a execucéo dessa

etapa.
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Figura 36: Hipdteses de farmacoforo baseadas em estrutura. As duas
hipéteses de farmacoforo H1 (A) e H2 (B) foram baseadas no ligante S-malato
e nas caracteristicas do sistema. (C) Representacdo esquematica das
hipéteses de farmacoforo com as distancias em angstroms (A) entre as
propriedades importantes do substrato. As esferas em vermelho representam
os pontos farmacoféricos de carga negativa, em laranja representam os pontos
farmacoforicos aceptores de ligacdo de hidrogénio, em branco representam o0s
pontos farmacoféricos doadores de ligacdo hidrogénio.
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5 CONCLUSOES

1. Foram observadas diferencas significativas na estrutura primaria da
fumarato hidratase de Leishmania spp. quando comparadas com a proteina do

hospedeiro humano;

2. A topologia da arvore filogenética contendo sequéncias das duas
isoformas de FH encontradas nas espécies do parasita analisadas, juntamente
com as sequéncias da enzima encontradas no vetor e no hospedeiro humano,
mostrou que todas as sequéncias de FH de Leishmania spp. estdo mais

distantes filogeneticamente da enzima humana e do vetor;

3. O agrupamento das sequéncias de cada isoforma de FH de Leishmania
spp. na arvore filogenética estava de acordo com as diferentes localizacbes

celulares dessas isoformas;

4. As analises comparativas das estruturas primarias e tridimensionais
entre as espécies do género Leishmania ndo revelaram diferencas
significativas, corroborando com a L. major como espécie representativa do

género nas analises comparativas do parasita com o hospedeiro humano;

5. As analises comparativas tanto de estruturas primaria quanto
tridimensional entre as enzimas do parasita e do hospedeiro humano revelaram
diferencas significativas capazes de sugerir a enzima do parasita como um alvo

molecular para o desenvolvimento de farmacos contra a leishmaniose;
6. As analises de Modos Normais revelaram possiveis movimentos
realizados pela LmjFH-2, mas com pouca flexibilidade na regido

correspondente ao sitio ativo;

7. As duas hipoteses farmacoforicas baseadas na estrutura de LmjFH-2

foram relevantes para caracterizar propriedades quimicas importantes para a
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identificacdo de compostos com possibilidade de ligacdo a enzima e serem

estudados para o desenvolvimento de farmacos leishmanicidas.
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7 APENDICES E/OU ANEXOS

APENDICE A: Alinhamento entre as sequéncias da isoforma 1 de

Leishmania spp.

braziliensis
panamensis
guyanensis
enriettii
tarentolae
mexicana
amazonensis
aethiopica
tropica
donovani
infantum
turanica
major
arabica
gerbilli

PHHPHHEPHEHEEHEE

braziliensis
panamensis
guyanensis
enriettii
tarentolae
mexicana
amazonensis
aethiopica
tropica
donovani
infantum
turanica
major

. arabica
gerbilli

PHHPEHHEPHHHEBHEE

braziliensis
panamensis
guyanensis
enriettii
tarentolae
mexicana
e PN - 1< 5 v L NP RS LR[F LKEK LESYF GTSACP P YHAVVIGGTSAERT M
aethiopica EEK SVLNPRKSLRRIFLKEKLENIF GTSACPPYHYAVVIGGT SAE T M
tropica [EEJKSVLNPKSLREIFLKEKLESHF GTSACPPYHYAVVIGGTSAELIT Mg
donovani [ERJKSVLNPKSLRISF LKEKLIWIFGTSACPPYHUAVVIGGTSAELTMIY
infantum EElK SVLNPRSLRIGF LKEKLESUF GTSACPP YHAVVIGGT SAEIT MY
turanica [EEJKSVLNPKSLREFLKEKLESIFGTSACPPYHIYAVVIGGTSAELTMi4
major [EfNKSVLNPKSLRUFLKEKLINIFGTSACPPYHPAVVIGGTSAELTMIY
arabica [ENJKSVLNPKSLREMF LKEKLIUFGTSACPPYHAVVIGGTSAELTMIY
gerbilli A

HEHHHHPHHEDHE B

braziliensis
panamensis
guyanensis
enriettii
tarentolae
mexicana
amazonensis
aethiopica
tropica
donovani
infantum
turanica
major
arabica
gerbilli

HFEHHPPHEPEEHBEEEE

braziliensis
panamensis
guyanensis
enriettii
tarentolae
mexicana
amazonensis
aethiopica
tropica
donovani
infantum
turanica
major

. arabica
gerbilli [ECPAEAGKP LP{SYMKIJHPVYYAGPAKGPDGLPSGSFGPTTAGRMDPFVPBLFQSEGGSMVMLAKGNR SO VINIA CLEIKMGGFYLGSIGGPAAVLAQUIAIIMKVECLD

PHHPHHEPHHBEBEHEE

520 530 540
MBS FYERETS. TR 5D L GME A VW IEVERIFPAF IVVDDKGNDFF[RJO L
panamensis MISD LGMEAVWIRI)JV[NIFPAF IVVDDKGNDFF[¢JQOL
guyanensis MIdD LGMEAVWIATIAV[RIFPAF IVVDDKGNDFF[®JOL|
enriettii MISD LGME A VWIS IRIVEBFPAF IVVDDKGNDFFRIOL
tarentolae IMEAD LGMEAVWIRT IAVIRIF PAF IVVDDKGNDFFIQ L|
mexicana MI4D LGMEAVWIAIAVIRIFPAF IVVDDKGNDFF QL
amazonensis MISD LGMEAVWI{IBIVIRIF PAF IVVDDKGNDFFAO L)
aethiopica
tropica
donovani
infantum
turanica
major
arabica (MIdD LGMEAVWIA T AVIRIF PAF IVVDDKGNDFF O L|
gerbilli [MESD LGME A VWIS IIVERIFPAF IVVDDKGNDFFEIOL

HHEHHRHHHEEH P
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APENDICE B: Alinhamento entre as sequéncias da isoforma 2 de

Leishmania spp.

. braziliensis
panamensis
guyanensis
enriettii
tarentolae
mexicana
amazonensis
donovani
infantum
gerbilli
turanica
arabica
major
aethiopica
tropica

BHHHPHHHEEBHHH R

braziliensis
panamensis
guyanensis
enriettii
tarentolae
mexicana
amazonensis
donovani
infantum
gerbilli
turanica
arabica
major
aethiopica
tropica

HEHBHHERBHHEEBEE

braziliensis
panamensis
guyanensis
enriettii
tarentolae
mexicana
amazonensis
donovani
infantum
gerbilli
turanica
arabica
major
aethiopica
tropica

HEHHREEHEREEHE

braziliensis
panamensis
guyanensis
enriettii
tarentolae
mexicana
amazonensis
donovani
infantum
gerbilli
turanica
arabica
major
aethiopica
tropica

HHHEHHEEBHHEEEE

braziliensis
panamensis
guyanensis
enriettii
tarentolae
mexicana
amazonensis
donovani
infantum
gerbilli
turanica
arabica
major
aethiopica
tropica

HEPHERNEEHE B HE

braziliensis
panamensis
guyanensis
enriettii
tarentolae
mexicana
amazonensis
donovani
infantum
gerbilli
turanica
arabica
major
aethiopica
tropica

BHHHEPHEHHEEEEHHRD

braziliensis
panamensis
guyanensis
enriettii
tarentolae
mexicana
amazonensis
donovani
infantum
gerbilli
turanica
arabica
major
aethiopica
tropica

HEHPHHERNEBHEEEEE

RRESSUDPERSDNDRYVARITLLKNACIAABIVLPSCODTGTHNIVLGKRGELCWTGGEDE) @#ASKG|
RRESSIDPEESDNDRYVARITLLEKNACIAAIVLP SCODTGTINIVLGKRGELCWTGGEDE| SSASK G|
RRAVEDPEASDNDRYVA1TLLKNACIAA‘PVLPSCQDTGT'IVLGKRGELCHTGGEDEKYLSKG

RRESSADPENSDNDRYVANTLLKNACIAAGAVLPSCODTGTEHIVLGKRGELCWTGGEDE S@ASKG]|
RRESSADPERNSDNDRYVARMTLLEKNACIAABAVLPSCODTGTRHIVLGKRGELCWTGGEDE L S4USKG|
RREMSADP ELASDNDRY VARITLLKNACIAAIVLP SCODTGTINIVLGKRGELCWTGGEDE SSASKG|
RRESSADPELNSDNDRYVARITLLKNACIAAGAVLPSCODTGTINIVLGKRGELCWTGGEDE SSASKG|
RREWAIDPEIASDNDRYVANTLLKNACIAAIAVLPSCODTGTE\IVLGKRGELCWTGGEDERRSASKG|
RRESAADPERISDNDRYVANTLLKNACIAAGAVLPSCQDTGTIAIVLGKRGELCWTGGEDE @SASKG]|
RRENBADPELASDNDRY VAT LLRNACIAAIVLP SCODTGTINIVLGRRGELCWTGGEDE@SASK G|
RRESSADPELASDNDRYVARTLLENACIAAGAVLPSCODTGTINIVLGKRGELCWTGGEDELSSASK G|

PGSDYEFLFIAKGGGSANKA TKALLNPKSLRAFIEEKLKTLGTA IALVIGGTSAEMTMKTVKLASCR TTGDKYGRAFRDIEWE|
PGSDYEFLFIAKGGGSANKAYLYQETKALLNPKSLRAFIEEKLKTLGTAACPPYHIRLVIGGTSAEMTMKTVKLASCRYYDSLPTTGDKYGRAFRDPEWE;
EAERID R 3B .Y elele b F S KAY LYQETKALLNPKS LRAFIEEKLKTLGTAACPPYHIALVIGGTSAEMTMKTVRKLASCRYYDSLPTTGDKYGRAFRDFEWEX
bAERID ) 8B A WOV Ledfeb PV IKAY LYOQETKALLNPKS LRAFTEEKLKT LGTAACPPYHIALVIGGTSAEMTMKTVKLASCRYYDSLPTTGDKYGRAFRDFEWE]|
EAERIDL 83BN BBV Helefcb P S KAY LYQETKALLNPKS LRAFIEEKLKTLGTAACPPYHIALVIGGTSAEMTMKTVKLASCRYYDSLPTTGDKYGRAFRDPEWE|
BAERID bR B A B F.Y Jelefel P S KAY LYQETKALLNPKS LRAFIEEKLKTLGTAACPPYHIALVIGGTSAEMTMKTVKLASCRYYDSLPTTGDKYGRAFRD 'EWE|
bACEID R Sop R BB RN defelel P WK AY LYQETKALLNPKSLRAFIEEKLKTLGTAACPPYHIALVIGGTSAEMTMKTVKLASCRYYDSLPTTGDKYGRAFRDPEWEX|IV
1D P S BB A BW S LelelebF 8 KAY LYQETKALLNPKSLRAF IGEKLKTLGTAACPPYHIALVIGGTSAEMTMKTVKLASCRYYDSLPTTGDKYGRAFRDFEWE|
AR DS BB BN efefeF PN KAY LYQETKALLNPKS LRAFIEEKLKTLGTAACPPYHIALVIGGTSAEMTMKTVKLASCRYYDSLPTTGDKYGRAFRDFPEWE[4[IV

X
<

G
<

EENE
H
<

Gl
<

N
=
<

319 3209 339 340 350 360Q 379
MEVAQKSGIGAQFGGKYFAHQARVIRLPRHGASCPVGLAVSCSADRQILAGINKNGIYIEQLEENPAQYLPD
MEVAQOKSGIGAQFGGKYFAHQARVIRLPRHGASCPVGLAVSCSADRQILAGINKNGIYIEQLEENPAQYLPDI
MEVAQKSGIGAQFGGKYFAHQARVIRLPRHGASCPVGLAVSCSADRQOILA/INKNGIYIEQLEENPAQYLPDI
MEVAQKSGIGAQFGGKYFAHQARVIRLPRHGASCPVGLAVSCSADRQILAKIDKNGIFIEQLERNPAQYLPDVP)|
MEVAQKSGIGAQFGGKYFAHQARVIRLPRHGASCPVGLAVSCSADRQILAHINKSGIYVEQLEQNPAQYLPDIP

390 400
LSTTSVNVDLKRPIDEVRRQLSQYPV
LSTTSVNVDLEKRPIDTVRRQOLSQYPV
LS ITSVNVDLKRPIDAVREQLSQYPV
LSATSVNVDLKRPID:VRKQLSQYPV
LSTTSVNVDLKRPIDEZVRCQLSQYPV

MEVAQKSGIGAQFGGKYFAHQARVIRLPRHGASCPVGLAVSCSADRQILANINKSGIYVEQLEQONPAQYLPDIP
MEVAQKSGIGAQFGGKYFAHQARVIRLPRHGASCPVGLAVSCSADRQILAH[INKSGIYIEQLEQNPAQYLPDIP
MEVAQKSGIGAQFGGKYFAHQARVIRLPRHGASCPVGLAVSCSADRQILAHINKSGIYIEQLEQNPAQYLPDIP
MEVAQKSGIGAQFGGKYFAHQARVIRLPRHGASCPVGLAVSCSADRQILAHINKSGIYIEQLEQNPAQYLPDIP
MEVAQKSGIGAQFGGKYFAHQARVIRLPRHGASCPVGLAVSCSADRQILAN IYIEQLEQNPAQYLPDIP
MEVAOKSGIGAQFGGKYFAHQARVIRLPRHGASCPVGLAVSCSADRQILAN IYIEKLEQNPAQYLPDIP
MEVAQKSGIGAQFGGKYFAHQARVIRLPRHGASCPVGLAVSCSADRQILA IYIEQLEQNPAQYLPDIP
MEVAQKSGIGAQFGGKYFAHQARVIRLPRHGASCPVGLAVSCSADRQILAK LSTTSVNVDLKRPIDEVRCQLSQYPV
MEVAQKSGIGAQFGGKYFAHQARVIRLPRHGASCPVGLAVSCSADRQILAHINKSGIYIEQLEQNPAQYLPDIP LSTTSVNVDLKRPIDLVRCQLSQYPV
a19 a29 439 449 4509 169 2470 a89Q 499 509 519
GTRVMLNGTLIVARD lAHAKIKE.LDSGEPLPDYMKTSPIYYAGPAKTPEGYASGSFGPTTAGRMDSYVDLFQSHGGSLIMLAKGNRSKQVTDACKKHGGFYL
GTRVMLNGTLIVARDTAHAKIKEILD:GEPLPDYMKTSPIYYAGPAKTPEGYASGSFGPTTAGRMDSYVDLFQSHGGSEIMLAKGNRSKQVTDACKKHEGGFYL
GTRVMLNGTLIVARDTAHAKIKEILD:GEPLPDYMKTSPIYYAGPAKTPEGYASGSFGPTTAGRMDSYVDLFQSHGGS IMLAKGNRSKQVTDACKKHGGFYL
GTRVMLNGTLIVARDIAHAKIKEMLDNGEPLPDYMKTSPIYYAGPAKTPEGYASGSFGPTTAGRMDSYVD TFOSHGGSYITLAKGNRSKOVTDACKREGGFYL
GTRVMLNGTLYVARDIAHAKIKEMMDNGEPLPTYMKTSPIYYAGPAKTPEGYASGSFGPTTAGRMDSYVDLFQSHGGSYITLAKGNRSKQVTDACKKHEGGFYL
GTRVMLSGTLIVARDIAHAKIKEMMDNGEPLPEYMKTSPIYYAGPAKTPEGYASGSFGPTTAGRMDSYVDLFQSHGGSYITLAKGNRSKQVTDACKKYGGFYL
GTRVMLNGTLIVARDIAHAKIKEMMDNGEPLPEYMKTSPIYYAGPAKTPEGIASGSFGPTTAGRMDSYVDLFQSHGGSYITLAKGNRSKQVTDACKKHGGFYL
GTRVMLNGTLIVARDIAHAKIKEMMDNGEPLPEYMKTSPIYYAGPAKTPEGHASGSFGPTTAGRMDSYVDLFQOSHGGSYITLAKGNRSKOVTDACKKHEGGFYL
GTRVMLNGTLIVARDIAHAKIKEMMDNGEPLPEYMKTSPIYYAGPAKTPEGYASGSFGPTTAGRMDSYVDLFQSHGGSYITLAKGNRSKQVTDACKKHGGFYL
GTRVMLNGTLIVARDIAHAKIKEMMDNGEPLPEYMKTSPIYYAGPAKTPEGYASGSFGPTTAGRMDSYVDLFQSHGGSYITLAKGNRSKQVTDACKKHEGGFYL
GTRVMLNGTLIVARDIAHAKIKEMMDNGEPLPEYMKTSPIYYAGPAKTPEGYASGSFGPTTAGRMDSYVDLFQSHGGSYITLAKGNRSKQVTDACKKHGGFYL
GTRVMLNGTLIVARDIAHAKIKEMMDNGEPLPEYMKTSPIYYAGPAKTPEGYASGSFGPTTAGRMDSYVDLFQSHGGSYITLAKGNRSKQVTDACKKEGGFYL
GTRVMLNGTLIVARDIAHAKIKEMMDNGEPLPEYMKTSPIYYAGPAKTPEGYASGSFGPTTAGRMDSYVDLFQSHGGSYITLAKGNRSKQVTDACKKHGGFYL
GTRVMLNGTLIVARDIAHAKIKEMMDNGEPLPEYMKTSPIYYAGPAKTPEGYASGSFGPTTAGRMDSYVDLFQSHGGSYITLAKGNRSKQVTDACKKHGGFYL
520 530Q 549 550
GSIGGPAAILAKDSIKEVE|
GSIGGPAAILAKDSIKEVK
GSIGGPAAILAKDSIKEVK]
GSIGGPAAILAKDSIKEVK
GSIGGPAAILAKNSIKEVY

LSTTSVNVNLKRPIDTVR
LSTTSVNVDLKRPID:VR(
LSTTSVNVDLKRPID:VRCQLSQYPV
LSTTSVNVDLKRPIDXVRCQLSQYPV
LSTTSVNVDLKRPIDXVRCQLSQYPV
LSTTSVNVDLKRPIDXVR(QLSQYPV
LSTTSVAVDLKRPIDKVRCQLSQYPV

GSIGGPAAILAKNSIKEV

GSIGGPAAILAKDSIKEVIICLAFPELGMEAVWKIEVEDFPAF
GSIGGPAAILAKDSIKEVICLAFPELGMEAVWKIEVEDFPAF
GSIGGPAAILAKDSIRKQVTICLAFPELGMEAVWKIEVLNFPAF
GSIGGPAAILAKDSIKQVTICLAFPELGMEAVWKIEVFENFPAF
GSIGGPAAILAKDSIKQVICLAFPELGMEAVWKIEVENFPAF
GSIGGPAAILAKDSIKQVICLAFPELGMEAVWKIEVEDFPAF
GSIGGPAAILAKDSIKQVICLAFPELGMEAVWKIEVEDFPAF
GSIGGPAAILAKDSIKQVT|CLAFPELGMEAVWKIEVIDFPAF
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HEHHHPHHBEPHEBDE

. braziliensis

panamensis
guyanensis
enriettii
tarentolae
mexicana
amazonensis
donovani
infantum
gerbilli
turanica
arabica

aethiopica

. tropica

569

114




APENDICE C: Alinhamento entre as sequéncias da isoforma 1 (*) e 2 de

Leishmania spp.

Rl ol o N S Sl Nl ol Rl ol ol ol Sl o ol oy ]

Rl ol ol N N Nl RN NN o ]

Rl Nl o o ol R ol o ]

braziliensis
panamensis
guyanensis
enriettii
tarentolae
mexicana
amazonensis
donovani
infantum
gerbilli
turanica
arabica
major
aethiopica
tropica
braziliensis*
panamensis*
guyanensis*
enriettii*
tarentolae*
mexicana*
amazonensis*
aethiopica*
tropica*
donovani*
infantum*
turanica*
major*
arabica*
gerbilli*

braziliensis
panamensis
guyanensis
enriettii
tarentolae
mexicana
amazonensis
donovani
infantum
gerbilli
turanica
arabica
major
aethiopica
tropica
braziliensis*
panamensis*
guyanensis*
enriettii*
tarentolae*
mexicana*
amazonensis*
aethiopica*
tropica*
donovani*
infantum*
turanica*

gerbilli*

braziliensis
panamensis
guyanensis
enriettii
tarentolae
mexicana
amazonensis
donovani
infantum
gerbilli
turanica
arabica
major
aethiopica
tropica
braziliensis*
panamensis*
guyanensis*
enriettii*
tarentolae*
mexicana*
amazonensis*
aethiopica*
tropica*
donovani*
infantum*
turanica*
major*
arabica*
gerbilli*

braziliensis
panamensis
guyanensis
enriettii
tarentolae
mexicana

infantum
gerbilli
turanica
arabica
major
aethiopica
tropica
braziliensis*
panamensis*
guyanensis*
enriettii*
tarentolae*
mexicana*
amazonensis*
aethiopica*
tropica*
donovani*
infantum*
turanica*

gerbilli*

LNPKSLR|

LNPKSLRA
LNPKSLRA
LNPKSLRA

LNPKSLR

LNPKSLR/
JLNPKSLR?
JLNPKSLRA

F
IAF|I G|
AF|IE
KF|LK

|

THHHOOOOOOOOO0 HO M H

MHHHHAHHEEEE - HEEEEAREEAREE<adY

W

AACPPYHIA
ARCPPYHIA|
ACPPYHIA|
ARCPPYHIAIL
ACPPYHLA|
\ACPPYHIA
ACPPYHIAL
ACPPYHIAL
\ACPPYHIA
ACPPYHIA|
AACPPYHIA|
ARCPPYHIA|
ARCPPYHIA|
\ACPPYHIA|L

ACPPYHVAV
SACPPYHVA|
SACPPYHVA
SACPPYHVAY
SRCPPYHVAV

SACPPYHVAV
SACPPYHVA

.WIGGTSAEMTMK

VIGGTSAEMTMK

VIGGTSAEMTMK
IGGTSAEMTMK
IGGTSAEMTMK|
IGGTSAEMTMK
IGGTSAEMTMK
IGGTSAEMTMK|
IGGTSAEMTMK
IGGTSAEMTMK
IGGTSAEMTMK|
IGGTSAEMTMK|
IGGTSAEMTMK
IGGTSAEMTMK

IGGTSAEMTMR|M

IGGTSAEMTMRM
IGGTSAEMTME|
VIGGTSAEMTMKM

VIGGTSAEMTMK

VVIGGTSAETTMK
/VIGGTSAETTMK
IGGTSAEMTMKV L
IGGTSAEMTMK
IGGTSAEMTMK

IGGTSAEMTMK

IGGTSAEMTMKYV

/VIGGTSAEMTMK
VVIGGTSAEMTMK

VVIGGTSAEMTMK|
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b b 1 00 101010
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CECEC R

[GIGAQFGGKYFAHQ|
GIGAQFGGKYFAHQARVI
SGIGAQFGGKYFAHQARVI
SGIGAQFGGKYFAHQA
S|GIGAQFGGKYFAHQARVI

GIGAQFGGKYFAHQ
SGIGAQFGGKYFAHQp

GMGAQFGGKYYAHDV
I|GMGAQFGGKY YAHDI|\
GMGAQFGGKYYAHD|V
GMGAQFGGKYYAHD




HEPNHHEEENENNEEENNEEENENEEENEEEEE  BEEEPNHEEENENEEENEEEENNNEEEEEEEE  HHEENNEEE NN NN B R

HEPHEEENE NN BB E BB R R

330 340 3so 360
. braziliensis

panamensis
guyanensis
enriettii
tarentolae
mexicana
amazonensis
donovani
infantum
gerbilli
turanica
arabica
major
aethiopica
tropica
braziliensis*
panamensis*
guyanensis*
enriettii*
tarentolae*
mexicana*
amazonensis*
aethiopica*
tropica*
donovani*
infantum*
turanica*

gerbilli*

braziliensis
panamensis
guyanensis
enriettii
tarentolae
mexicana
amazonensis
donovani
infantum
gerbilli
turanica
arabica

major
aethiopica
tropica
braziliensis*
panamensis*
guyanensis*
enriettii*
tarentolae*
mexicana*
amazonensis*
aethiopica*
tropica*

turanica*
major*
arabica*
gerbilli*

braziliensis
panamensis
guyanensis
enriettii
tarentolae
mexicana
amazonensis
donovani
infantum
gerbilli
turanica

enriettii*
tarentolae*
mexicana*
amazonensis*
aethiopica*
tropica*
donovani*
infantum*
turanica*

gerbilli*

braziliensis
panamensis
guyanensis
enriettii
tarentolae
mexicana
amazonensis
donovani
infantum
gerbilli

major
aethiopica
tropica
braziliensis*
panamensis*
guyanensis*
enriettii*
tarentolae*
mexicana*
amazonensis*
aethiopica*
tropica*
donovani*
infantum*
turanica*
major*
arabica*
gerbilli*

a10 420 430

RLPRHGASCPVG|LAVSCSADRQ|I[L|x 0TI NKNGT m. s G [LINGT|LIVARD|TRHAK I KET L GePL
AVSCSADRQILIROINKNGI L. sft G NG T|L{I VARD|TAHAK I KE I L EPL
SCSADRQILEQINKNGI L. S|t G MILNG T|L|T VARD[TAHAK I KE I L PL
SCSADRQ[ILARIDKNGI L. s G M/L{N|G T|L|I VARD|IAHAK I KEMLD|N|GEP L
SCSADRQILRHINKSGI L. s G LNGT/LMVARDIAHAKIKEM L
RLPRHGASCPVG SCSADROQ[I[L QYLPDIP L. s G M/L{SIG T|L/I VARD|TAHAK I KE L
RLPRHGASCPVG SCSADRQ[I[LIA: QYLPDIP L. s G LINGT|LIVARDIAHAX I KEM L
RLPRHGASCPVG SCSADRQ[I[LAH QYLPDIP L. s G LNGT|LIVARDIAHAKIKEM L
RLPRHGASCPVG SCSADRQIL AQYLPDIP L. s G LNGT|LTVARDTAHAK I KEM L
RLPRHGASCPVG SCSADRQIL[ YLPDIP L. s G LNGT|LIVARDIAHAKIKEM L
RLPRHGASCPVG SCSADRQ|IL YLPDIP L. s G LINGT|LIVARDIAHAK I KEM L
RLPRHGASCPVG SCSADRQTL YLPDI[P L. s G| 4/L{NG T|L/I VARD|[T AHAK 1 KEM L
RLPRHGASCPVG SCSADRQ|I[L YLPDIPP L. s G LINGT|LIVARDIAHAK I KEM L
RLPRHGASCPVG SCSADRQTL[AH YLPDIP L. s G LNGT/LIVARDIAHAKIKEM %
RMPRHGASCPIG SCSADRQRL RFLPDVK IL(L K K LTGT/I[VVARDSAHARMREMLERGKP L
RMPRHGASCPIG SCSADRQAL RFLPDVR LK K LTle T HARMREML kP L
RMPRHGASCPIG SCSADRQAL RFLPDVK LLK K| TG T HARLREMLEA L
RMPRHGASCPIG SCSADRQALL KFLPDVR LL K R rie T HARMRETLERGKPL
RMPRHGASCPIGIGVSCSADRQAF SQYLPDVK L/L K R LTGTT AHARMREMVERAGKP L
RMPRHGASCPIGIGVSCSADRQAL KYLPDVE LK R TG T HARVMREMLE L
RMPRHGASCPIG SCSADRQAL KYLPDV|G /L K K Tle T HARMREMLERGKP L
RMPRHGASCPIG SCSADRQAL QYLPDVK LK B TG T/ AHARMREMLE[RGKP L
RMPRHGASCPIGIGVSCSADRQAL YLPDVK L K B e HARMREMLERGKPL
RMPRHGASCPIGIGVSCSADRQALG YLPDVK LK R S|LT|G 7T HARMREMLERAGKPL
RMPRHGASCPIG SCSADRQRAL SQYLPDVK LK R SILTIGT|T HARVREMLE[RGKPL
RMPRHGASCPIGIGVSCSADRQAL YLPDLE, LK R TG T/ HARMREMLERGKPL
RMPRHGASCPIGIGVSCSADRQAL QYLPDLK LK B sjyTie T HARMREMLERGKP L
RMPRHGASCPIG SCSADRQAL YLPDLK L K| R TG T HARMREMLERAGKP L
RMPRHGASCPIG SCSADRQIAL| YLPDLK Lz R RLS/LTie T HARMREMLERGKIPL
aaq asq 479 asq 520 540
PDYMK/TSPIYYAGPAK SGSFGPTTAGRMD|SYVDLFQSHGGS[HIMLAKGNRSKQVTDAC/KKHGGFYLGSIGGPAAT LAKD|STKE| ELGMEAVWKIEVUD
PDYMKTSPIYYAGPAK SGSFGPTTAGRMD|SYVDLFQSHGGS|HIMLAKGNRSKQVTD FYLGSIGGPAATILAKID|S|TK|EV|: ELGMEAVWKIEVYVD
PDYMKTSPIYYAGPAK SGSFGPTTAGRMD|SYVDLFQSHGGS|HIMLAKGNRSKQVTDACKKHGGFYLGSIGGPAAILAK[D S IKIEV|: [ELGMEAVWKIEVVD
PDYMKTSPIYYAGPAK) 'SGSFGPTTAGRMD[SYVD IFQSHGGS ¥|I|T|LAKGNRSKQVTDAC|K|RHGGFYLGSIGGPAAI LAKDSIKEVK ELGMEAVWKIEVEN
PTYMKTSPIYYAGPAK 'SGSFGPTTAGRMD|SYVDLFQSHGGS YT T|LAKGNRSKQVTD FYLGSIGGPAAILAKNSIKEV] ELGMEAVWKIGWKT
PEYMKTSPIYYAGPAK 'SGSFGPTTAGRMD|SYVDLFQSHGGSY|I|TLAKGNRSKQVT KY/GGFYLGSIGGPAAILAKNSIKEVACLAFPELGMEAVWKIEVED
PEYMKTSPIYYAGPAK SGSFGPTTAGRMDSYVDLFQSHGGSY[I|TLAKGNRSKQVT FYLGSIGGPAAILAXD|SIKEVTCLAFPELGMEAVWKIEVED
PEYMKTSPIYYAGPAK SGSFGPTTAGRMD/SYVDLFQSHGGSY|I|TLAKGNRSKQVT HGGFYLGSIGGPAAILAKDSIKEVTICLASPELGMEAVWKIEVED
PEYMKTSPIYYAGPAK SGSFGPTTAGRMD|SYVDLFQSHGGS[Y[I|T|[LAKGNRSKQVT HGGFYLGSIGGPAAILAKD SIKOV|TCLAS PELGMEAVWKIEVEN
PEYMKTSPIYYAGPAK SGSFGPTTAGRMDSYVDLFQSHGGSY|I|TLAKGNRSKQVT HGGFYLGSIGGPAAILAKDSIKOV/TCLAFPELGMEAVWKIEVEN
PEYMKTSPIYYAGPAK 'SGSFGPTTAGRMD|SYVDLFQSHGGSYITLAKGNRSKQVT[ KHGGFYLGSIGGPAAILAKDSIKQV/TCLAFPELGMEAVWKIEVEN
PEYMKTSPIYYAGPAK SGSFGPTTAGRMD|SYVDLFQSHGGSYITLAKGNRSKQVT K[HGGFYLGSIGGPAAILAKDSIKQV/TCLAFPELGMEAVWKIEVED
PEYMKTSPIYYAGPAK SGSFGPTTAGRMDSYVDLFQSHGGSY|I|TLAKGNRSKQVT HGGFYLGSIGGPAAILAKDSIKOV/TCLAF PELGMEAVWKIEVED
PEYMKTSPIYYAGPAKTP SGSFGPTTAGRMD|SYVDLFQSHGGS|Y[I|TLAKGNRSKQVT FYLGSIGGPAAILAKDSIKOV/TCLAFPELGMEAVWKIEVED
PQYMKDHPVYYAGPAK 'SGSFGPTTAGRMD[PFVDLFQSLGGSMVMLAKGNRSKHVT K“GGFYLGSIGGPAAVLAODATIKKVECLDMKDLGMEAVWKIEVQN
PQYMKDHPVYYAGPAK SGSFGPTTAGRMDPFVDLFQSLGGS AKGNRSRHVT HGGFYLGSIGGPAAVLAIQDAIKKVEECLDMKDLGMEAVWKIEVQN
PQYMKDHPVYYAGPAK SGSFGPTTAGRMDPFVDLFQSLGGSMVMLAKGNRSRHVT HGGFYLGSIGGPAAVLADDAIK[KVECLDMKDLGMEAVWKIEVQN
PQYMKEHPVYYAGPAK 'SGSFGPTTAGRMDPFVDLFQSHGGSMVMLAKGNRSKQV A KHGGFYLGSIGGPAAVLAIODAIKKVECLDMKDLGMEAVWKIEVED
PQYMKEHPVYYAGPAK 'SGSFGPTTAGRMDFFVDLFQSOGGSMVMLAKGNRSKQVT {KY|GGFYLGSIGGPAAVLAQDAT RKVECLDMADLGMEAVWKIEVEN
PQYMKEHPVYYAGPAK SGSFGPTTAGRMD?FVDLFQSHGGSMVMLAKGNRSKQVT {K{|GGFYLGSIGGPAAVLAQDATIKKVECLDMKDLGMEAVWKIEVEN
PEYMKEHPVYYAGPAK 'SGSFGPTTAGRMD[FFVDLFQSHGGSMVMLAKGNRSKQVT KYGGFYLGSIGGPAAVLAODATKEK DMKDLGMEAVWKIDVEN
PQYMKEHPVYYAGPAK SGSFGPTTAGRMD[PFVGLFQSHGGSMVMLAKGNRSKQVT KYGGFYLGSIGGPAAVLADDATIKEK DMKDLGMEAVWKIEVEN
PQYMKEHPVYYAGPAK 'SGSFGPTTAGRMDPFVGLFQSHGGSMVMLAKGNRSKQVT YGGFYLGSIGGPAAVLAODATIKEK, DMKDLGMEAVWKIEVEN
PQYMKEHPVYYAGPAK SGSFGPTTAGRMDPFVDLFQSHGGSMVMLAKGNRSKQVT K[YGGFYLGSIGGPAAVLAODATIKK, DMKDLGMEAVWKIEVEN
:HPVYYAGPAK| SGSFGPTTAGRMD[PFVDLFQSHGGSMVMLAKGNRSKQVT {K|Y|GGFYLGSIGGPAAVLAQDATKK DMKDLGMEAVWKIEVEN
PVYYAGPAK| 'SGSFGPTTAGRMD[FFVDLFQS AKGNRSKQVT YGGFYLGSIGGPAAVLAONATKK, DMKDLGMEAVWKIEVEN
PVYYAGPAK 'SGSFGPTTAGRMD[PFVDLFQS AKGNRSKQVTKAC|HKYGGFYLGSIGGPAAVLAQNAIKK] DMKDLGMEAVWRIEVEN
{PVYYAGPAK SGSFGPTTAGRMDPFVDLFQSHGGSMVMLAKGNRSKQVT KYGGFYLGSIGGPAAVLAONATIKK DMKDLGMEAVWKIEVEN
VYYAGPAK SGSFGPTTAGRMD) MVMLAKGNRSKQVT YIGGFYLGSIGGPAAVLAONAIKKVECLDMKDLGMEAVWKIEVEN
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