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MBD - Methyl-CpG binding domain protein
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RecBCD — RecBCD complex

RecFOR — RecFOR complex

RuvABC — RuvABC resolvasome
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PriA — Primosome factor N' (replication factor Y)

PriB — Primosomal replication protein N
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Reconstrucdo in silico das vias de processamento da informacao genética nos Tritryps
(Trypanosoma cruzi, Trypanosoma brucei e Leishmania major) — busca por analogos
funcionais

RESUMO

DISSERTACAO DE MESTRADO

Monete Rajdo Gomes

Leishmania major, Trypanosoma brucei e Trypanosoma cruzi (Tritryps) sdo protozodrios unicelulares
gue causam a leishmaniose, a doenca do sono e a doenca de Chagas, respectivamente. Essas doengas
causam Onus econdémicos principalmente em regides subtropicais e tropicais. Atualmente, ndo existem
vacinas comercialmente disponiveis e ndo ha tratamento eficaz para tais doencas. Isso se deve ao fato
dos farmacos disponiveis apresentarem muitos efeitos colaterais e estarem propensas ao
desenvolvimento de resisténcia. A maioria desses farmacos foi descoberta através da selecdo de um
grande nimero de compostos contra parasitas integros. Porém, nos Gltimos anos, uma nova abordagem
vem ganhando espago sob o termo de “desenho racional de fa&rmacos”. Este termo representa a busca
por compostos contra alvos moleculares especificos, visando diferencas bioquimicas e fisiologicas
entre o parasita e 0 hospedeiro. A era pés-gendmica gerou uma grande quantidade de informacGes que
permitem a identificacdo Otima de novos alvos. Neste contexto, a partir de dados puablicos dos
genomas de Tritryps, reconstruimos as vias de processamento da informacdo genética (com énfase nas
vias de replicacdo e reparo, transcricdo e traducdo) nesses organismos, para adquirir uma melhor
representacdo das enzimas envolvidas nestes processos. Estas analises permitiram estudos
comparativos para identificar candidatos a novos alvos terapéuticos. Em nossa metodologia utilizamos
a ferramenta AnEnPi (http://bioinfo.pdtis.fiocruz.br/AnEnPi/) para buscar nas seqiiéncias gendmicas
por enzimas analogas. Utilizando os dados provindos do KEGG, primeiro houve uma etapa de
clusterizacdo das estruturas primarias de todas as enzimas desse banco de dados anotadas com o
mesmo EC. Para isso utilizou-se uma pontuacdo (score) de similaridade no Blastp de 120, como
pardmetros de corte. Encontramos 830 grupos de ECs com mais de um cluster e 1430 com um Unico
cluster. Apds isso, foi realizado um passo de reanotagdo. Para isto, foi rodado um novo Blastp,
assumindo como ponto de corte um e-value de 10e®, entre todas as proteinas preditas nos genomas de
cada Tritryp contra todos os clusters. Desses dados geramos mapas das vias de interesse para esses
organismos e 0s comparamos aos mapas que o KEGG disponibiliza como padrdo. Identificamos
alguns casos de analogia nestas vias entre seres humanos e Tritryps que podem vir a ser utilizados
como novos alvos terapéuticos para o desenvolvimento de farmacos contra esses parasitas. Foi feita a
modelagem por homologia de um analogo (6.1.1.-, de T. brucei), utilizando a ferramenta MHOL line.
Além disso, buscamos no banco de alvos terapéuticos para doencas negligenciadas, TDRTARGETS
(http://tdrtargets.org/), pelos ECs identificados como possiveis novos alvos, e ndo encontramos
nenhuma ocorréncia. Tal fato pode indicar que com a metodologia aplicada conseguimos identificar
novos candidatos a alvos terapéuticos contra estes parasitas. Em analises futuras, vamos testar e-values
mais restritivos na etapa de reanotagéo, para assim, testar o potencial de reanotacdo da ferramenta.
Palavras-chave: Tritryps, Trypanosoma cruzi, Trypanosoma brucei, Leishmania major, enzimas analogas,
vias de processamento da informacéo genética, novos alvos terapéuticos, AnEnPi.
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INSTITUTO OSWALDO CRUZ

Reconstrucéo in silico das vias de processamento da informacao genética
nos Tritryps (Trypanosoma cruzi, Trypanosoma brucei e Leishmania major)
— busca por analogos funcionais

ABSTRACT

DISSERTACAO DE MESTRADO

Monete Rajao Gomes

Leishmania major, Trypanosoma brucei e Trypanosoma cruzi (Tritryps) are unicellular protozoa that
cause leishmaniasis, sleeping sickness and Chagas disease, respectively. These diseases cause
economic burden mainly in subtropical and tropical regions. Currently, there are no commercially
available vaccines and no effective treatment for such diseases. This is because the available drugs
present many side effects and are willing to develop resistance. Most of these drugs were discovered
through the screening of large numbers of compounds against whole parasites. However, a new
approach has been gaining ground under the term "rational drug design”, recently. This term
represents the search for compounds against specific molecular targets, aiming physiological and
biochemical differences between parasites and hosts. The post-genomic era generated a lot of
information that allow optimal identification of new targets. In this context, from public data of the
Tritryps’ genomes, we reconstructed the genetic information processing pathway (with emphasis on
replication and repair, transcription and translation) of these organisms, to obtain a better
representation of enzymes involved in these processes. These analyses allowed comparative studies to
identify candidates for new therapeutic targets. In our methodology we used the AnEnPi tool
(http://bioinfo.pdtis.fiocruz.br/AnEnPi/) to search the genomes for analogous enzymes. Using the data
coming from KEGG, there was first a clustering step of the primary structures of all enzymes
annotated with the same EC in this database. For this we used a Blastp similarity score of 120 as
threshold. We found 830 groups of ECs with more than one cluster and 1430 with only one cluster.
After that, we performed a reannotation step. For this task a new Blastp was done, assuming an e-
value cutoff of 10e®, among all predicted proteins, from each Tritryp genome, against all
clusters. From these data we generated maps, for Tritryps, of the pathways of interest and compared
them to the KEGG standard maps. We identified some cases of analogy in these pathways between
humans and Tritryps that may be used as new therapeutic targets for developing drugs against these
parasites. The homology modeling was done for an analog (6.1.1.-, T. brucei), using the tool
MHOLLIine. Furthermore we also searched in the therapeutic targets database for neglected disease,
TDRTARGES (http://tdrtargets.org/), for the ECs identified as possible new targets, and no
occurrences were found. This may indicate that with the methodology applied we managed to identify
new candidates for therapeutic targets against these parasites. In further analysis, we will test more
restrictive e-values on the reannotation step to test the potential of reannotation of the tool.

Keywords: Tritryps, Trypanosoma cruzi, Trypanosoma brucei, Leishmania major, analogous enzymes,
genetic information processing pathways, new therapeutic targets, AnEnPi.
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1. Introducao

Apesar da revolugdo na medicina no fim do século 20, milhdes de pessoas ainda
sofrem de uma ou mais doencas tropicais parasitarias. Com isso, o desenvolvimento
econbmico de paises de terceiro mundo torna-se cada vez mais restrito uma vez que tais
doengas acarretam uma série de problemas socioecondmicos para a populacdo, tais como:
fatores debilitantes, perda de producdo no trabalho e mortes prematuras. Segundo a OMS,
algumas das doencas tropicais parasitarias mais graves, que requerem uma atencéo especial,
sdo a leishmaniose, doenca de Chagas (tripanossomiase Americana) e doenca do sono
(tripanossomiase Africana). Essas sdo algumas das principais patogenias que afetam humanos
e sdo causadas pelos protozoarios Leishmania major, Trypanosoma cruzi e Trypanosoma

brucei, respectivamente (Kennedy, 2008; Pinto-Dias, 1992 apud Johnston et al., 1999).

Estima-se que mais de um bilhdo de pessoas, em paises em desenvolvimento, vivam
em regides tropicais e subtropicais, correndo o risco de contrair tais infeccdes. Nesses locais
essas doencas sdo majoritariamente endémicas (Tran, 2003; Marciano et al., 2009). Esses trés
microrganismos, conhecidos como Tritryps (familia  Trypanosomatidae, ordem
Kinetoplastida), também causam a morte de milhdes de pessoas a cada ano e inumeras
doencas, principalmente em mamiferos (Barrett et al., 2003; Marciano et al., 2009). Segundo
0 CDC (http://www.cdc.gov), estima-se que anualmente cerca de 300.000-500.000 pessoas se
infectam com a doenga do sono na Africa Subsaariana, e aproximadamente 66.000 morrem
(Gelb & Hol, 2002; Lejon & Buscher, 2005 apud Parsons et al., 2005; Parsons et al., 2005
apud Kaur et al., 2010). Em relacdo a doenca de Chagas, endémica na América Latina,
estima-se que 15-16 milhdes de pessoas sdo infectadas onde 30% dessas progridem para a
fase cronica da doenca podendo levar, principalmente, ao desenvolvimento de um quadro de
doenca cardiaca. Desses infectados, cerca de 50.000 morrem a cada ano (Gelb & Hol, 2002;
Higuchi et al., 2003 apud Parsons et al., 2005; Parsons et al., 2005 apud Kaur et al., 2010). Ja
em relacdo a leishmaniose calcula-se que 1,5-2 milhdes de pessoas sdo infectadas anualmente,
com cerca de 57.000 mortes por ano causadas por uma variedade de doencas dependendo da
espécie infectante (Gelb & Hol, 2002; Parsons et al., 2005; Parsons et al., 2005 apud Kaur et
al., 2010). Apesar de todos esses fatores, ainda assim, essas doengas séo consideradas como

negligenciadas® pelas agéncias de satide (WHO, 2007 apud Dumonteil, 2009), uma vez que as

1 . . . - . .
Causam muita mortalidade e alta morbidade em pessoas que vivem na pobreza em paises em desenvolvimento.



pessoas afetadas ndo oferecem um retorno lucrativo que justifique um grande investimento

em pesquisa e desenvolvimento em vacinas e medicamentos.

O controle das infeccbes causadas por tais parasitas, atualmente, depende
essencialmente de tratamentos quimioterapicos. Além disso, hd um conjunto limitado de
farmacos disponiveis no momento que apresentam falhas como a alta toxicidade, baixa
eficicia, ou sdo medicamentos caros; alem disso, oferecem risco de desenvolvimento de
resisténcia. Os principais farmacos usados no tratamento da doenca do Sono sdo:
pentamidina, suramina, melarsoprol. Ja aquelas principalmente utilizadas no tratamento
contra a doenga de Chagas sdo: nifurtimox e benzonidazole. Contra a leishmaniose, as
principais sdo: antimdnios pentavalentes, pentamidina, anfotericina B, paromomicina,
antimoniato de meglumina, estibogluconato de sodio. Tais farmacos sdo de alta toxicidade

e/ou apresentam intimeros efeitos colaterais (Barrett & Gilbert, 2002 apud Kaur et al., 2010).

Nao existem, até o momento, vacinas e também ha poucos farmacos comercialmente
disponiveis, para as doencas causadas pelos protozoarios Trypanosoma cruzi, Trypanosoma
brucei e Leishmania major. No entanto, nos ultimos anos, foram obtidos avancos
consideraveis no desenvolvimento das mesmas. A maioria dos farmacos propostos até o
momento foi descoberto ha aproximadamente 50 anos; muitos deles sdo toxicos e tem baixa
eficacia devido ao alto risco de desenvolvimento de resisténcia (Caffrey & Steverding, 2008;
Barrett et al., 1999 apud Kaur et al., 2010). Entretanto, com a recente publicacdo dos
genomas dos Tritryps (El-Sayed et al., 2005b), cresceram as oportunidades para um melhor
entendimento dos mecanismos de protecdo, bem como o reconhecimento de novos antigenos,
e a elucidacdo de processos até entdo tidos como desconhecidos ou pouco compreendidos
nesses organismos. Assim, esses fatores possibilitam o desenvolvimento de novas ferramentas
tanto para o desenvolvimento de vacinas contra estes patégenos, bem como a identificacdo de
novos alvos para o desenvolvimento de farmacos que apresentem baixa toxicidade (Kaur et
al., 2010; Caffrey & Steverding, 2008), suprindo, portanto, a necessidade eminente de

estratégias para diminuir a incidéncia e/ou controlar tais doengas.



1.1. Os tripanossomatideos

A ordem Kinetoplastida consiste em um grupo caracterizado por protozoarios
flagelados (unicelulares) que apresentam uma estrutura caracteristica que da nome ao grupo: o
cinetoplasto. Nele hd uma massa concentrada de DNA extranuclear (mitocondrial). Esse DNA
do cinetoplasto (KDNA), além de ser auto-replicante, pode apresentar diferentes padrdes de
distribuicdes, variando desde ‘“massas” proximas a base do flagelo, ou dispersos na
mitocondria como estruturas idénticas, ou difusamente distribuidos (Vickerman, 1976 apud
Moreira et al., 2004; Wiegertjes et al., 2005).

Essa ordem € dividida em duas subordens: Bodonina e Trypanosomatina. Na primeira
incluem-se duas familias: Bodonidae e Cryptobiidae (Vickerman, 1976 apud Maslov et al.,
2001), os quais possuem um longo cinetoplasto e dois flagelos. Esses flagelos estdo
localizados na parte anterior (geralmente livres) e posterior (livre nos bodonideos e fixo nos
cryptobiideos) dos organismos. Os Bodonideos apresentam uma variedade de estilos de vida,
desde formas livres, como em Bodo spp., Parabodo spp., Dimastigella spp., Rhynchobodo
spp., e Cruzella spp., a formas parasitas. Ja os Cryptobiideos sdo ectoparasitas de pele de
peixes e branquias, e incluem espécies como Ichtyobodo spp., endoparasitas do trato
reprodutivo de caracois (alguns representantes de Cryptobia spp.), do trato gastrointestinal de
peixes (outros representantes de Cryptobia spp.), e de parasitas digenéticos’ de sangue de

peixes (Trypanoplasma spp.) transmitido por sanguessugas (Maslov et al., 2001).

J& o segundo grupo da ordem Kinetoplastida, os Trypanosomatina, formam uma Gnica
familia: Trypanosomatidae. Essa familia inclui organismos parasitas obrigatérios com um
tnico flagelo e um cinetoplasto pequeno. Eles parasitam varios vertebrados e, também,
invertebrados, principalmente aqueles das ordens Diptera e Hemiptera, e também plantas. Os
invertebrados podem ser tanto hospedeiros de parasitas com ciclo de vida monogenético®,
como em Crithidia spp., Leptomonas spp., Herpetomonas spp. e Blastocrithidia spp., ou
servirem como vetores de parasitas com ciclo de vida digenético, como em Trypanosoma
spp., Leishmania spp. e nos parasitas de plantas como Phytomonas spp. (Maslov et al, 2001;
Piontkivska & Hughes, 2005).

A familia Trypanosomatidae inclui muitos dos parasitas de importancia médica e
econbmica, transmitidos por vetores a humanos, como nos géneros Leishmania e

Trypanosoma. Por este motivo esses parasitas tém sido estudados amplamente devido aos

2 Aqueles cujo ciclo de vida envolve dois hospedeiros (Gomez et al, 1991).
3 Aqueles cujo ciclo de vida envolve um hospedeiro (Gomez et al, 1991).
3



riscos a salde humana que as doencas transmitidas por eles podem causar (Fernandes et al.,
1993 apud Teixeira, 1998).

1.2. Os Tritryps
1.2.1. A leishmaniose e a espécie Leishmania major

A leishmaniose é uma doenca crbnica causada por protozoarios flagelados
intracelulares do género Leishmania (tabela 1). Pelo fato dessa doenca apresentar
caracteristicas clinicas distintas, que dependem da espécie de Leishmania infectante, elas

foram dividas em 4 formas clinicas (Rey, 2001; Almeida et al., 2003):

1. Leishmaniose cutanea (LC) — forma que produz exclusivamente lesbes cutaneas,

algumas vezes ulcerosas;

2. Leishmaniose cuténea difusa (LCD) — forma cuténea disseminada que incapacita o

individuo;

3. Leishmaniose mucocutanea (LMC) — forma que produz lesbes parcial ou totalmente

destrutivas principalmente nas mucosas do nariz, boca, faringe e em tecidos vizinhos;

4. Leishmaniose visceral (LV) — também conhecida como calazar, é a forma visceral
onde os parasitos apresentam um tropismo pelo sistema fagocitico mononuclear”

(SFM) do baco, figado, medula 6ssea e tecidos linfoides.

Os parasitos isolados de cada uma das formas clinicas sdo morfologicamente
semelhantes, mas néo idénticos (Rey, 2001). Tais organismos possuem duas morfologias em
seu ciclo de wvida: as formas amastigotas e promastigotas. Fémeas dos
géneros Phlebotomus no Velho Mundo e Lutzomyia no Novo Mundo, inoculam na pele do
hospedeiro vertebrado formas promastigotas metaciclicas flageladas, que sdo fagocitadas por
células hospedeiras locais e recrutadas (monocitos e macrofagos). Nos fagolisossomos dessas
células, as formas promastigotas se diferenciam em amastigotas, as quais se multiplicam por
fissdo binaria, levando a lise do macrofago e infectando assim outros tipos celulares como

este. Nesse estagio, as formas amastigotas também podem ser ingeridas pelos flebotomineos;

4 Grupo de células derivadas da medula 6ssea com diferentes morfologias (mondcitos, macréfagos e células dendriticas), que
sdo responsaveis, principalmente, pela fagocitose, secrecdo de citocinas e apresentacdo de antigenos
(http://www.nature.com/nri/journal/v5/nl/glossary/nril527.html).

4



no trato intestinal, elas se diferenciam em promastigotas e se multiplicam, podendo assim
serem transmitidas novamente ao hospedeiro vertebrado (fig. 1) (Desjeux, 1996; Alexander &
Russell, 1992 apud lvens et al., 2005; Murray et al., 2005).

Tabela 1 - Espécies de Leishmania e as formas de leishmaniose que causam. Modificado de: Lupi et al., 2009.

Espécies de Leishmania e as doencas associadas

Tipos de leishmanioses Local
Leishmaniose cutanea: Velho Mundo
L tropica Mediterraneo Oriental, india e Oriente Médio
L aethiopica Etidpia, Quénia e Iémen
. Africa, China, Paquistdo, india e Oriente
L major -~
Médio
L infantum Mediterraneo
L donovani Sudao, Quénia e Tanzénia
Leishmaniose cutanea: Novo Mundo
L mexicana México, América Central e Texas
L amazonensis Brasil
L braziliensis América Central e norte da América do Sul
L guyanensis Norte da América do Sul
L peruviana Peru (e paises vizinhos)
L panamensis Panama (e paises vizinhos)
L pifanoi, L garnbami, L venezuelensis Venezuela
L columbiensis Colémbia (e paises vizinhos)
L chagasi América Central e norte da América do Sul
Leishmaniose Mucocutéanea
L braziliensis América Central e norte da América do Sul
Leishmaniose cutanea difusa: Velho
Mundo
L aethiopica Etidpia, Quénia e 1émen
Leishmaniose cutanea difusa: Novo
Mundo
L amazonensis Brasil
L mexicana México, América Central
L pifanoi Venezuela
Leishmaniose Visceral
L chagasi América Central e norte da América do Sul
india, China, Paquist&o, Nepal, Sudéo,
L donovani Quénia e Etidpia
L infantum Mediterraneo, Oriente Médio, China e Africa
L amazonensis Brasil
L tropica Oriente Médio e india
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Figura 1 - Ciclo de vida de Leishmania. No passo 4, as formas amastigotas ao lisarem os macro6fagos podem
infectar outros macrofagos, fazendo com que a infeccdo se espalhe. Modificado de:
http://www.dpd.cdc.gov/dpdx/HTML/ImageL.ibrary/Leishmaniasis_il.htm.

A leishmaniose cutanea € uma das principais doencas de pele em regides tropicais. Sua
incidéncia continua a aumentar e o seu controle representa um desafio (Ameen, 2010). Ha
cerca de 1,5 milhdes de novos casos de LC a cada ano, dos quais mais de 90% ocorrem no
Afeganistdo, Argelia, Ird, lraque, Arabia Saudita, Siria, Brasil e Peru. A distribui¢do
geografica da doenca depende, principalmente, da distribuicdo do seu vetor (Phlebotomus sp.
e Lutzomyia sp.) (Hepburn, 2003; Bailey & Lockwood, 2007). Tal forma clinica € geralmente
causada pelo parasito Leishmania major no Velho Mundo (Desjeux, 1996; Katakura, 2009).
Geralmente, nessa regido, o0 mamifero Psammomys obesus (rato da areia, Sand Rat ou Fat
Sand Rat) serve como reservatorio principal deste parasito. Porém, é importante ressaltar que

o reservatdrio depende da regido geografica (Lupi et al., 2009).

J& no Novo Mundo a LC é uma zoonose que envolve diferentes espécies
de Leishmania e uma grande variedade de vetores silvestres e mamiferos que servem como
reservatorios. Alguns autores identificaram espécies de leishmanias, causadoras de LC no
Novo Mundo, similares a L. major no Velho Mundo e as designaram como sendo tipo L.
major (“L. major-like”) (Hashiguchi et al., 1991; Katakura et al., 1993; Yamasaki et al.,
1994; Silva et al., 2009).



1.2.2. A doenca do Sono e o Trypanosoma brucei

A tripanossomiase Africana é uma doenca aguda e crdnica que afeta animais (nagana)
e humanos (doenca do sono). Os agentes causadores sdo protozoarios do
género Trypanosoma que vivem e se multiplicam no meio extracelular, como sangue e fluidos

de tecidos, de seus hospedeiros mamiferos (Lupi et al., 2009; Steverding, 2008).

A doenca do sono € transmitida por duas subespécies do parasito Trypanosoma brucei:
(1) Trypanosoma brucei gambiense, o qual é encontrado, principalmente, na Africa Ocidental
e Central (fig. 2), e causa uma infeccdo crénica com uma longa fase assintomatica, sendo o
responsavel por 90% do total de casos reportados; (2) Trypanosoma brucei rhodesiense,
responsavel pela forma aguda da doenca, sendo encontrado principalmente na Africa Oriental
e sul da Africa (fig. 2), causando aproximadamente 10% dos casos reportados (Simaro et al.,
2008 apud Cecchi et al., 2009). T. b. rhodesiense é considerada uma zoonose, podendo
infectar humanos ocasionalmente, e tem como principais reservatorios espécies silvestres e
animais domésticos, como o gado. Ja o T. b. gambiense infecta principalmente humanos e tem
como reservatorios principais porcos, cachorros ou ovelhas (Févre et al., 2008; Lupi et al.,
2009).

Paises sem casos reportados
Paises com menos de 100 casos
. Paises entre 100 e 1000 casos

. Paises com mais de 1000 casos

Figura 2 - Distribui¢do da doenga do sono. Modificado de: Simarro et al, 2008.



Durante a picada em um organismo infectado, formas tripomastigotas sdo ingeridas e
rapidamente se diferenciam em formas prociclicas no intestino medio dos vetores: moscas
hematofagas do género Glossina. Apds isso, tais formas se multiplicam, migram para as
glandulas salivares do inseto e se diferenciam em epimastigotas. Nesse local ha uma nova
mudanca morfoldgica para uma forma infectante ao hospedeiro vertebrado, denominada
tripomastigota metaciclica. Quando os vetores fazem o repasto sanguineo essas formas
metaciclicas se replicam e maturam na corrente sanguinea de humanos. Da pele, onde
produzem um cancro no local do repasto, os tripanosomas se locomovem (denominados
tripomastigotas sanguineos neste estdgio) para os ganglios linfaticos onde estimulam a
producdo de anticorpos. Eles alteram suas glicoproteinas de superficie continuamente,
conseguindo assim escapar da resposta imune do hospedeiro. Nesse estagio do ciclo de vida
do parasito ha geralmente duas formas de tripomastigotas sanguineos: (1) as formas
proliferativas que manterdo a infecgdo no hospedeiro; e (2) as formas néo proliferativas que
serdo transmitidas aos vetores em um novo repasto sanguineo, disseminando a doenga (fig. 3)
(Matthews, 1999; Matthews et al., 2004; Matthews, 2005; Lupi et al., 2009).
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Figura 3 - Ciclo de vida de Trypanosoma brucei. Modificado de:
http://www.dpd.cdc.gov/dpdx/HTML/ImageLibrary/TrypanosomiasisAfrican_il.htm.



1.2.2. A doenca de Chagas e 0 Trypanosoma cruzi

A Doenca de Chagas, uma das patologias cardiacas mais importantes da Ameérica
Latina, é o resultado da infeccdo pelo parasito Trypanosoma cruzi. Tal doenca é endémica em
toda a América Latina, com exce¢do do Caribe. Porém, o recente aumento na migracdo de
individuos de areas endémicas para areas ndo endémicas tem feito com que sejam encontrados
focos da doenca nesses locais, onde antes a Doenca de Chagas ndo era encontrada
(Tanowitz et al., 2009; Lancet Neurology, 2009). O parasito geralmente é transmitido por
varios insetos vetores, pertencentes a familia Reduviidae (subfamilia Triatominae,
principalmente). O ciclo silvestre compreende a transmissdo do inseto infectado a pequenos
mamiferos silvestres e de volta ao inseto, sendo este ciclo comum na natureza. Ja a
transmissdo para humanos em muito depende das condi¢cbes de vida, como a coabitacdo de
vetores infectados com animais domésticos, sendo esta a base para o estabelecimento de um
ciclo doméstico (Andrade & Andrews, 2005). Enquanto que a infeccdo pode ser transmitida
via congénita, ou via ingestdo de reduvideos infectados ou suas fezes, ou ainda por
transfusdes de sangue e/ou por transplante de 6rgédos, a rota mais comum de transmissao é
pelas fezes de reduvideos infectados. Estas entram em contato com a pele proxima a picada
(Dorny et al., 2009).

A doenca se manifesta em duas fases: aguda e crbnica. A aguda comega uma semana
apos a infeccdo e os pacientes apresentam sintomas leves e inespecificos. Os sinais mais
comuns sdo febre, mialgia, dor nas articulagcbes e dor de cabeca. Esses sintomas, com 0
tempo, geralmente diminuem de intensidade. Se ndo tratada, a doenca atinge a fase cronica,
que afeta de 15-30% dos pacientes infectados. Essa fase ocorre apds um periodo de laténcia
assintomatico que varia de 10 a 25 anos. A fase crbnica é grave, podendo ser fatal, e o
individuo infectado pode apresentar miocardite com insuficiéncia cardiaca, ou

meningoencefalite (Develoux et al., 2009; Lancet Neurology, 2009).

O parasito tem um ciclo de vida complexo que consiste de quatro formas
bioquimicamente distintas. Durante o repasto sanguineo em um mamifero infectado, o inseto
vetor ingere formas (1) tripomastigotas sanguineas. Uma vez no intestino medio do vetor
essas formas se diferenciam em (2) epimastigotas, as quais sdo capazes de se dividirem. Apos
algumas semanas, 0s parasitos ja estdo na por¢do posterior do intestino do vetor sob a forma
infecciosa, sem a capacidade de se dividirem, denominadas (3) tripomastigotas metaciclicos.
Essas formas sdo depositadas junto as fezes do vetor. Quando o vetor faz a hematofagia no

humano héa a eliminacdo de fezes com as formas tripomastigotas metaciclicas. Geralmente o



hospedeiro coca este local, e como h4, no sitio da perfuracdo, uma via de entrada para as
mucosas, € ai que a infeccdo é estabelecida. Pode ocorrer de os parasitas serem eliminados,
também, na urina de seus vetores. A transmissdo geralmente é estabelecida desta forma;
porém, pode acontecer uma contaminacdo pelas mucosas oral e nasal, conjuntivas e outras
superficies vulneraveis. Apos isso, 0 parasita pode invadir muitos tipos de células, como
macrdfagos, células do musculo liso e estriado, e fibroblastos. Na célula hospedeira, em
vacutolos parasitoforos, observa-se a diferenciacdo em (4) amastigotas. Ao escaparem do
vacuolo para o citoplasma as formas amastigotas se multiplicam por fissdo binaria. Apds essa
multiplicacdo eles se diferenciam em tripomastigotas sanguineos. Ha entdo a lise da célula
hospedeira e conseqlientemente sua disseminacao através da corrente sangiinea para infectar
outras células e também serem ingeridos novamente por um inseto vetor, o qual pode infectar
outros humanos (fig. 4) (Andrade & Andrews, 2005; Lupi et al., 2009; Tanowitz et al., 2009).
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Figura 4 - Ciclo da Tripanossomiase Americana, ou Doengca de Chagas. Modificado de:
http://www.dpd.cdc.gov/dpdx/HTML/ImageLibrary/TrypanosomiasisAmerican_il.htm.
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1.3. Tritryps: genes e genomas

Em 2005 foram publicados os dados do seqlienciamento dos genomas de L. major, T.
bruceie T. cruzi, (Ivenset al., 2005; Berrimanet al., 2005; El-Sayedet al., 2005a,

respectivamente) (tabela 2).

Tabela 2 — Alguns dados dos genomas dos Tritryps. Fonte: Ivens et al., 2005; Berriman et al., 2005; EIl-Sayed et
al., 2005a.

N° de genes

. Total de Tamanho o N° de Porcentagem
Organismo que codificam o
cromossomos do genoma . pseudogenes codificante
proteinas
L. major 36 pares ~33Mb 8272 39 47,9
T. brucei 11 pares ~26Mb 9068 904 50,5
T. cruzi ~41 pares* ~60Mb ~12000 3590 58,9

(*) Namero de cromossomos de T. cruzi segundo Weatherly et al., 2009: o alto grau de sequéncias repetitivas em
seu genoma e o fato da cepa escolhida (CL Brener) ser hibrida dificultaram os processos de montagem do
genoma de T. cruzi, impossibilitando o estabelecimento do nimero preciso de cromossomos (El-Sayed et al.,
2005a).

Foi possivel atribuir funcdo a aproximadamente 40% dos genes para 0S trés
organismos. Contudo, somente 5% dessas fungbes tiveram confirmagdo experimental. A
maioria dos genes restantes codifica proteinas hipotéticas, das quais um pouco mais da
metade sdo encontradas somente em tripanosomatideos. De 2 a 3% das proteinas encontradas
nos Tritryps relacionam-se a proteinas procaridticas. Tal fato pode indicar uma aquisi¢ao por
transferéncia lateral de genes, pelo menos para alguns deles, sugerindo que possam servir

como bons candidatos para o desenvolvimento de farmacos (Myler, 2008).

Os genomas dos Tritryps possuem elevado grau de sintenia, com 75% dos genes de L.
major tendo ortélogos em ambos os tripanosomas, e com 90% destes situados no mesmo
contexto gendmico. No entanto, todos os trés genomas possuem um numero significativo de
genes espécie-especificos, que representam aproximadamente 21% e 38% dos genes
codificantes de proteinas em T. brucei e T. cruzi, respectivamente, mas apenas cerca de 13%

dos genes de L. major (Myler, 2008).
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1.4. As vias de processamento da informacao genética

A vida depende da capacidade das células em obter, armazenar, traduzir e transferir,
para novas células, as instrucGes genéticas necessarias para manter a espécie viva. Essas
instrugdes que “guiam” a estrutura celular e sua funcdo estdo sob a forma quimica de DNA.
Esse DNA estd compactado na célula na forma de cromossomos e o conjunto destes (e alguns
elementos extracromossomais) forma seu genoma. Antes da célula se dividir para formar
celulas-filhas esse material genético ¢ replicado fielmente para que tais “dados” sejam
mantidos nas proximas geracfes. O objetivo disso é conservar a forma, as funcdes e 0s
processos que ocorrem neste ambiente. Para garantir a integridade desse material genético é
necessaria uma vigilancia continua e também sua manutencao atraves de reparo, uma vez que
0 DNA ¢ constantemente danificado por moléculas reativas, acidentes térmicos, compostos

quimicos e radiacédo, oriundos do ambiente (Alberts et al., 2004).

A maioria das informagdes implicitas no DNA est4d arranjada em unidades
denominadas genes. Grande parte da informacdo reunida nesses genes é usada para
especificar a ordem linear — ou sequéncia — de aminoacidos para cada proteina que o
organismo sintetiza. As proteinas por sua vez sdo macromoléculas bioldgicas que possuem
uma ampla variedade de fungdes na propria célula ou externamente a ela, como por exemplo:
(1) podem fazer parte da estrutura dos organismos, (2) auxiliar em sua locomocéo, (3) tém a
capacidade de carregar moléculas para o meio intra ou extracelular, (4) catalisam reacdes
bioguimicas necessarias para a vida, entre outras. A sequéncia de aminoacidos é quem dita
como sera a forma de cada proteina, determinando a produgdo de uma molécula com forma,
estrutura e funcdo caracteristicas. Quando uma proteina é sintetizada pela célula a regido
correspondente no genoma é adequadamente decodificada. Essa regido do genoma ndo é
diretamente responsavel pela sintese protéica, mas utiliza o RNA como uma molécula
intermediaria produzida em um processo denominado transcricdo. Nesse processo a
informacdo no genoma é copiada sob a forma de RNA mensageiro. Essa cdpia é utilizada
diretamente como molde para direcionar a sintese de proteinas, processo este denominado
traducdo (Alberts et al., 2004).

Portanto, o fluxo da informacéo genética nas células é de DNA para RNA e deste para
proteina. A grande maioria das células, desde bactérias até em humanos, expressa a

informacdo genética desta maneira, respeitando um principio fundamental denominado o
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dogma central da biologia molecular® (Alberts et al., 2004). A este, por sua Vez, estdo
acopladas as vias de processamento da informacdo genética, das quais podemos citar como
principais: replicacdo e reparo do DNA, transcricdo e traducdo (tabela 3); que dependendo do

tipo de organismo (eucarioto ou procarioto), podem exibir diferencas acentuadas.

Tabela 3 - Vias de processamento da informacdo genética no KEGG e 0s respectivos processos envolvidos em
cada via. Modificado de: http://www.genome.jp/kegg/pathway.html#genetic.

PROCESSAMENTO DA INFORMACAO GENETICA
RNA polimerase

Fatores gerais da transcricéo
Ribossomo

Transcrigéao

Tradugdo Biossintese de Aminoacil-tRNA
Exportacdo de proteinas
Enovelamento, InteragGes SNARE no transporte vesicular
Enderecamento e Protedlise mediada por Ubiquitina
degradacéo de 5
Proteinas roteassoma

Degradacéo de RNA
Replicagdo de DNA
Reparo por exciséo de bases
Reparo por excisdo de Nucleotideos
Reparo de bases mal-pareadas
Recombinagdo Homologa
Juncdo de extremidades ndo-homologas

Replicacdo e Reparo

Os Tritryps compartilham uma série de caracteristicas, como a presenca de estruturas
subcelulares como o cinetoplasto e os glicossomos. Cada tripanosomatideo é transmitido por
um vetor diferente possuindo ciclos de vida distintos, diferentes tecidos-alvo e distintas
patogenias em seu hospedeiro mamifero (Vickerman, 1985 apud Kaur et al., 2010; Davies et
al., 2003 apud Kauret al., 2010). Além dessas caracteristicas, eles sdo considerados
evolutivamente “antigos” e supode-se que devido a tal fato eles apresentam mecanismos
peculiares em alguns processos basicos de transmissdo de informacdo genética. Em suma, tais
particularidades inerentes a eles suportam a visdo de que estdo localizados em uma fronteira

geneética entre procariotos e eucariotos. Isso porque eles compartilham algumas de suas

> Apesar da universalidade do dogma central da biologia molecular, existem variagdes importantes de como a informagéo
flui. Podemos citar como exemplos (1) o fato de em células eucarioticas ocorrer o processo de splicing, que consiste numa
remocao de partes do RNA modificando assim a informagdo “original” fornecida pelo DNA; (2) o produto final de alguns
genes € um RNA tendo assim, algumas fungBes cataliticas e estruturais; e (3) a enzima transcriptase reversa é capaz de
sintetizar DNA a partir de RNA (Alberts et al., 2004).
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caracteristicas com procariotos (sem introns, transcricdo policistrdnica), outras com eucariotos
(splicing de pré-mRNA), e outras caracteristicas que ndo sdo encontradas em nenhum dos
dois (genes que codificam proteinas sem promotores), (Donelson et al., 1999), as quais serdo

explicadas mais adiante.

1.4.1. Replicagéo de DNA

A replicacdo é a base da heranca bioldgica, consistindo em um processo fundamental
que ocorre em todos os organismos, com a funcdo de copiar o material genético do mesmo
para que este seja incorporado a nova célula a ser sintetizada. Este processo € dito como
"semiconservativo” uma vez que cada fita parental da molécula de DNA (dupla-fita) serve
como molde para a sintese do seu complemento. Assim, apos a replicagdo, duas moléculas de

DNA similares sdo produzidas a partir de uma tnica molécula de DNA (Alberts et al., 2004).

A separagdo das bases comeca em uma regido denominada origem de replicacdo, e
continua progredindo ao longo da molécula. Essa progressdo ocorre nas duas direcdes onde
novos polinucleotideos séo sintetizados a medida que a dupla-hélice se separa. A regido onde
os pares de bases (pb) da molécula parental sdo separados e onde ocorre a nova sintese é
chamada de forquilha de replicacdo (FR). A abertura continua da dupla-hélice, com a
consequente quebra dos pareamentos, € feita por uma enzima denominada DNA helicase.
Acoplado a esse processo estdo proteinas que se ligam ao DNA fita-simples, recém aberto,
com a funcédo de evitar a reassociacdo das fitas separadas, permitindo a produgédo das novas
fitas de DNA. Em cada origem, duas FRs séo estabelecidas e movem-se, se afastando uma da
outra, a medida que a dupla-fita de DNA é desenrolada. A enzima capaz de polimerizar e

produzir novas fitas de DNA é a DNA polimerase, que atua na dire¢ao 5°-3” (Brown, 1999).

A DNA polimerase pode ampliar uma cadeia de DNA, mas ndo pode comecar tal
processo. Assim, a sintese precisa ser iniciada com um primer, um oligonucleotideo iniciador,
que gera um segmento de DNA duplex, onde, a partir dele, a DNA polimerase comecara a
polimerizacdo. Esses iniciadores sdo sintetizados pela DNA primase. Como a producdo de
uma nova fita de DNA ocorre na direcdo 5’-3°, ¢ devido a uma polaridade invertida na
molécula de DNA, as fitas ndo sdo tratadas do mesmo modo. Para um dos filamentos, o
filamento continuo (leading), isto ndo é um problema, pois o0 novo polinucleotideo pode ser
produzido continuamente. Entretanto, o segundo filamento, o descontinuo (lagging), ndo pode
ser copiado de forma continua, pois isto exigiria a sintese de DNA na dire¢do 3°-5’. Por isso,

esse filamento precisa ser replicado por partes: uma parte da helice parental é exposta e um
14



trecho curto do filamento é replicado, depois um pouco mais do trecho parental é exposto e
outro segmento do filamento se replica, e assim por diante. A esses fragmentos da-se 0 nome
de fragmentos de Okazaki. Na sintese desta fita descontinua, a medida que o trecho parental é
exposto, a DNA primase produz um iniciador e a DNA polimerase sintetiza o fragmento até
atingir o primer do fragmento anterior. Posteriormente uma série de enzimas processa e liga
os fragmentos uns aos outros (ligacdo fosfodiéster). Dentre elas estdo enzimas com atividades
de ligase e RNAse (remove os fragmentos de RNA dos primers). Geralmente quando uma FR

se aproxima de uma outra FR a replicacdo se conclui (Brown, 1999; Griffiths et al., 2002).

Durante a replicacdo, a fita de DNA a frente da FR pode ficar superenovelada,
podendo assim, atrapalhar a continuacdo do processo. Essa superelicoidizacdo pode ser
relaxada por enzimas chamadas topoisomerases que clivam uma pequena parte do DNA,
permitindo que ele gire e relaxe a tensdo criada durante o processo de replicacdo, e depois 0
religa. Existem dois tipos basicos de topoisomerases: tipo | que induzem a quebra de um
anico filamento na dupla-fita de DNA, e as do tipo Il que quebram os dois filamentos da
dupla-fita de DNA (Griffiths et al., 2002; Lewin, 2009).

Os cromossomos de procariotos geralmente possuem uma unica origem de replicacao
denominada oriC. Essa regido conttm um conjunto de sequéncias com cerca de 13
nucleotideos em tandem (lado a lado), ricas em AT, e o sitio de ligacdo da DnaA. Com o
auxilio da DiaA acoplada ao IHF, a DnaA se acopla na sua regido de ligacdo, fazendo com
que a porcdo rica em AT se desenrole. A DnaA recruta a DnaB, com funcdo de helicase, do
complexo DnaB-DnaC. A DnaC serve como uma carreadora da DnaB. Quando a DnaB entra
em contato com a DnaA, a DnaC e a DiaA se dissociam do complexo no oriC, resultando em
uma maior abertura da fita de DNA, formando assim o complexo prepriming. Nesse passo a
DNA primase (DnaG), se acopla ao complexo. A DNA polimerase Il (DPollll), é um
complexo protéico que consiste em aproximadamente 10 subunidades distintas (Osaytyyc’of)
que podem ser categorizadas em quatro grupos: (1) os dois centros cataliticos responsaveis
principalmente pela atividade de polimerase; (2) a subunidade t que mantém os dois centros
cataliticos unidos; (3) a subunidade B, a qual tem forma de gancho (clamp), ou DnaN, e é
responsavel por manter os centros cataliticos “presos” a fita de DNA; e (4) a subunidade y
denominado como clamp-loader (“carregador do gancho”), responsavel por “montar” a
subunidade B. A subunidade y monta as subunidades B nos sitios com primerse auxilia
também na organizacdo das proteinas envolvidas na sintese da fita descontinua. Para evitar o
repareamento de bases ou a formacéo de estruturas em forma de grampo, ap6s a exposicao de
uma regido de fita simples ha o acoplamento, nessas fitas, de proteinas de ligacdo a DNA fita
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simples (SSB) (Johnson & O'Donnell, 2005; Kaguni, 2006; Mott & Berger, 2007; Pomerantz
& O'Donnell, 2007; Katayama et al., 2010). A maioria dos procariotos dispdem de 4
topoisomerases: as topoisomerases I, 111, IV e DNA girase; sendo as duas primeiras do tipo | e

as outras duas do tipo Il (Lewin, 2009).

O DNA dos eucariotos possui varias origens de replicacdo. A origem da replicacdo é
marcada pela formacdo de um complexo pré-replicativo (preRC), através da ligacdo do
complexo de reconhecimento de origem (ORC®). A ORC faz o recrutamento de fatores
replicativos adicionais, como a Cdc6’, o Cdtl, e o complexo hexamérico Mcm2-7. Apds esse
processo a Mcm e seus componentes sdo fosforilados por quinases dependentes de ciclina
(Cdk) e recrutam proteinas de replicacdo adicionais para formar o complexo pré-iniciacdo
(pre-1C). Formado o replissoma®, o complexo Mcm atua desenrolando 0 DNA. Essa abertura
permite a entrada das enzimas DNA polimerase-a (Pola), da DNA polimerase-6 (Pold), da
DNA polimerase-¢ (Pole) e do PCNA (ou Pol30), que é carreado pelo RFC. A Pola tem uma
atividade de primase. A Pold e a Pole sdo as principais responsaveis pela extensdo dos
primers: a primeira € a responsavel pela sintese na fita descontinua, enquanto que a segunda é
a responsavel pela sintese na fita continua. O PCNA é uma estrutura em forma de anel
formada por trés subunidades protéicas que durante a replicagdo une a Pold, a Pole ¢ a fita de
DNA, impedindo que haja um desligamento. O RFC ¢ o responsavel pela abertura do anel da
PCNA, e quando o DNA molde entra em contato com o PCNA ele fecha o anel e desacopla,
permitindo assim a interacdo do PCNA a outras polimerases. Apds a exposicdo de ambas as
fitas moldes, para evitar um repareamento destas a RPA se liga a essas regides de fita simples
(Pavlov et al., 2006; Aladjem, 2007; Uchimura et al., 2009; Branzei & Foiani, 2010). As
topoisomerases de eucariotos seguem 0s mesmos principios daquelas de procariotos, apesar
da divisdo delas poder ser diferente. Elas ndo aparentam similaridade no nivel de seqtiéncia ou
estrutural com as enzimas procariotas. A maioria dos eucariotos possui uma unica
topoisomerase | que é necessaria para a FR. Uma topoisomerase Il é necessaria geralmente
para desligar os cromossomos apoés a replicacdo. Outras topoisomerases atuam em processos

de recombinacdo e reparo de DNA (Lewin, 2009).

Como o DNA de procariotos geralmente é circular eles ndo apresentam os problemas

na sintese de DNA ao final da replicagdo nos cromossomos lineares de eucariotos. As

A ORC 6 um complexo heterohexamérico formado por 6 proteinas nomeadas de acordo com a ordem decrescente de suas
massas relativas: Orcl (120 kDa), Orc2 (72kDa), Orc3 (62 kDa), Orc4 (56 kDa), Orc5 (53 kDa), e Orc6 (50 kDa) (Kawakami
& Katayama, 2010).

" A Cdc6 e Cdtl permitem a ligagdo da Mcm 2-7 ao complexo formado pela ORC na origem de replicagao.

8 Complexo multiprotéico montado na origem de replicagdo e que contém todas as enzimas necessarias a replicacdo do DNA
(Mott & Berger, 2007).
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extremidades de um cromossomo sdo denominadas teldmeros que protegem as extremidades
dos cromossomos de ataques de nucleases e também evitam que haja uma unido com outros
cromossomos através dessa regido. Na replicagdo ocorre um problema ja que a sintese, que
ocorre exclusivamente no sentido 5°-3°, requer um primer para sua iniciagéo. Para o filamento
continuo a adicdo de nucleotideos sempre pode se estender para a ponta, ja que € iniciada pela
parte anterior. Entretanto na ponta do filamento descontinuo, a replicacdo atinge um ponto
onde seu sistema de sintese de primers ndo funciona, ficando um trecho ndo polimerizado.
Isso pode resultar em um cromossomo encurtado. Para resolver este problema, os teldmeros
tem repeticGes adjacentes de sequéncias simples de DNA. Essas repeticbes ndo sao
codificantes e servem para que a enzima telomerase se ligue e adicione mais nucleotideos a
ponta 3’; ap6s essa adicdo, esse DNA serve como molde para o término da sintese do
filamento descontinuo. A telomerase é uma ribonucleoproteina da familia das transcriptases
reversas (TERT), e, portanto, possui uma por¢do de RNA em sua estrutura que é a
responsavel por sintetizar o DNA adicional na fita molde (Brown, 1999; Griffiths et al.,
2002).

Até 0 momento pouco se sabe sobre o inicio da replicagdo nos Tritryps. Tal inicio
aparenta diferir significativamente de outros eucariotos superiores. Foi identificado um gene
candidato para apenas uma das seis subunidades do complexo de reconhecimento de origem,
a ORC1, que também é homdloga a Cdc6. Com base nas proteinas codificadas nos genomas
desses parasitas, o inicio da replicacdo assemelha-se ao que ocorre em Archaea, que também
tem apenas uma unica subunidade ORC1, ou ORC1/Cdc6. Nos Tritryps hd a auséncia de
alguns fatores de iniciagéo utilizados por outros eucariotos, como a Mcm10, Cdtl e Dbf4-
Cdc7, que sdo proteinas fundamentais ao inicio da replicacdo. A ORC1 de tripanosomatideos
tem seu tamanho bastante similar a ORC de Archaea (431-450 e 386-450 residuos de
aminoacidos, respectivamente). Em contrapartida, esses tripanosomatideos codificam todas as
subunidades do conjunto Mcm2-7. A montagem de um complexo de proteinas como com a
Cdc45, Sld3, Sld5, Psfl, Psf2, Psf3 e Dpbl1 ¢é necessaria para a associagdo da Pola, Pold ¢
Pole, no preRC. Os tripanosomatideos codificam somente um pequeno grupo dessas
proteinas, como a Cdc45, Psfl e Psf2, sugerindo que um grupo especifico de fatores pode ser
importante para recrutar as DNA polimerases para as preRC. A conservacdo da Cdc45 nos
tripanosomatideos € especialmente interessante se considerarmos que esta proteina, essencial
em leveduras, serve como ponte entre o preRC e as proteinas necessarias ao alongamento da
replicagdo. Em relacdo a maquinaria da forquilha de replicagdo dos cromossomos, esta

assemelha-se bastante com a dos eucariotos superiores. Por exemplo, todas as proteinas
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encontradas na FR dos Tritryps aparentam ser conservadas, principalmente no que diz
respeito as DNA polimerases, quando comparadas a outros eucariotos. Fatores como a RPA, o
PCNA, o RFC, topoisomerases, TERT, enzimas com atividade de RNase e ligase, séo
codificadas pelos parasitas. Além disso, esses microorganismos s&o 0s Unicos eucariotos que
exibem esse tipo “limitado” de maquinaria de inicio de replicacdo. Apesar de tal fato, a
possibilidade de existéncia de outros fatores “convencionais” de iniciacao da replicagao nao
pode ser excluida, embora elas ndo possam ser identificadas por técnicas basicas de busca por
similaridade de sequéncias (fig. 5) (El-Sayed et al., 2005a; Klingbeil et al., 2007 apud Barry
et al., 2007).

A. Eucariotos B. Archaeal C. Tripanosomatideos
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Figura 5 — Comparagdo dos modelos do inicio da replicacdo de DNA. (A) Inicio da replicacdo em eucariotos. (B)
Inicio da replicacdo em Archaea. Um ou mais pardlogos da Orcl/Cdc6 compdema Orc de Archaea. A
Orcl/Cdc6 parece funcionar também no acoplamento da Mcm. A composicdo das subunidades da Mcm difere
daquela dos eucariotos, mas uma estrutura hexamérica ainda é formada. A Cdc45 e outros fatores de iniciacdo
ndo foram detectados nos genomas de Archaea. (C) Possivel modelo de iniciacdo da replicagdo do DNA em
tripanosomatideos. Eles, aparentemente, tém apenas uma subunidade da Orc, a Orc1/Cdc6. N&o esté claro se esta
subunidade poderia funcionar de maneira similar a Cdc6 eucariéticas ou a Orc1/Cdc6 de Archaea para auxiliar o
complexo Mcm a se acoplar. A Cdc45, um gene essencial para o inicio da replicacdo, esta presente, bem como
um subgrupo de fatores adicionais que ajudam a recrutar a maquinaria de replicacdo. Fonte: Klingbeil et al.,
2007.
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1.4.2. Transcricao

A transcricdo é o processo onde ocorre a reproducdo de uma parte da fita de DNA em
uma sequéncia de RNA complementar. Esse é um dos primeiros processos que as células
utilizam para converter a informacdo codificada no genoma em proteinas. Na transcricdo, a
regido codificante (gene) é copiada para uma molécula fita-simples denominada RNA
mensageiro. A enzima RNA polimerase catalisa a ligacdo de ribonucleotideos na extremidade
3’, em uma cadeia de RNA nascente, utilizando DNA como um molde. E importante ressaltar
que, apesar da transcricdo ter muitos passos em comum, existem diferencas fundamentais na
maneira em que 0S genes sdo transcritos entre os procariotos e os eucariotos. Além de
existirem diferencas expressivas na maquinaria de cada célula, os genes de cada tipo celular
estdo organizados de maneiras distintas: em procariotos geralmente os genes estdo agrupados
em estruturas denominadas operons, que sao usualmente transcritos a partir de um Unico
promotor e contém genes com fungBes relacionadas; ja em eucariotos ha, geralmente, um
promotor por gene. Além dessa diferenca em procariotos a producdo de RNA mensageiro
(mRNA) é bem mais simples do que em eucariotos. Como as células procaridticas ndo
possuem nucleo, a transcri¢do e traducdo sdo quase que simultaneas. Ja em eucariotos 0 RNA
produzido pode conter tanto sequéncia codificantes (éxons) como ndo-codificantes (introns).
Antes da traducdo as extremidades do pré-mRNA sdo modificadas (capeamento na
extremidade 5’ e poliadenilagdo na extremidade 3”) e os introns sdo removidos pelo processo

de splicing® (Reece, 2004; Lodish et al., 2005).

A transcricdo de um modo geral pode ser dividida em trés fases: iniciagéo,
alongamento e término. O processo comeca numa regido especifica do DNA chamada
promotor, e ocorre na direcdo 5’-3’. O inicio da transcricdo ¢ marcado pela ligacdo de uma
RNA polimerase (RNAP) ao promotor. Essa ligacdo geralmente necessita de fatores protéicos
diversos denominados fatores de transcricdo, para ajudar a localizar os promotores e iniciar a
transcricdo. Apos a ligagdo da RNAP, ela abre a dupla fita de DNA a fim de tornar as bases
acessiveis ao pareamento com os ribonucleotideos. Essa abertura é denominada bolha de
transcricdo. A RNAP se move ao longo do DNA, abrindo a dupla-hélice, e somente uma das

fitas serve como molde para a sintese do RNA nascente. Depois de a RNAP sintetizar um

® Processo que remove sequéncias de introns de transcritos primarios e liga as regides de éxons para formar o mRNA. Ha
varios tipos de mecanismos de splicing, porém a maioria dos genes transcritos em mRNA se enquadram na classe de introns
GU-AG, ou seja, a maioria dos introns comecam com GU e terminam com AG. A principal molécula envolvida nesse
processo consiste em uma ribonucleoproteina que é auxiliada por vérias ribonucleoproteinas menores (snRNP) formando o
complexo denominado spliceossomo. Nesse processo ocorrem dois mecanismos que removem cada ponta do intron, que é
removido em forma de laco, e depois ocorre uma fusdo dos éxons. Todos esses passos sdo mediados pelo spliceossomo
(Reece, 2004).
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pequeno trecho de RNA (de aproximadamente 10 bases), 0 processo se encontra na fase de
alongamento. Durante o alongamento, a enzima realiza algumas tarefas que incluem: a
separacdo do DNA e reassociacdo logo atras da RNAP, e a dissociacdo do molde da cadeia de
RNA sendo formada, a medida que a enzima se move. Uma vez que a polimerase transcreveu
0 gene (ou genes), 0 processo precisa parar e 0 RNA formado precisa se desprender. Essa fase
é denominada término da transcri¢cdo. Em algumas células ha sequéncias especificas no DNA
que sinalizam o término da transcricdo. Ja em outras células esse mecanismo nao é muito bem
elucidado. Uma vez liberada, a RNA polimerase pode transcrever 0 mesmo gene novamente
ou outro gene (Watson et al., 2004; Lodish et al., 2005).

Na maioria dos procariotos existe um unico tipo de RNAP que transcreve todos os
tipos de genes. A enzima consiste de multiplas subunidades: uma subunidade o; duas
subunidades o que formam um “esqueleto” (scaffold) que sustenta as subunidades cataliticas
B e B’; e uma subunidade ® que ainda ndo tem fungdo definida, mas sabe-se que ndo tem um
papel diretamente relacionado a transcri¢cdo e evidéncias sugerem que ela atue como uma
chaperona que auxilia no enovelamento da subunidade B’. Esse complexo enzimatico €
denominado holoenzima, e ¢é diferente de uma segunda forma, o cerne da enzima, que ndo
possui a subunidade o. O fator 6 tem trés fungdes principais: assegurar o reconhecimento das
sequéncias promotoras especificas; posicionar a holoenzima RNAP ao promotor; e facilitar o
desenrolamento do DNA perto do local do comeco transcricdo. Os promotores procariotos
geralmente estdo localizados em posi¢des denominadas -35 e -10 (Pribnow box), em relacdo
ao ponto inicial da transcrigdo. Logo que isso ocorre, a estrutura resultante € denominada
complexo promotor fechado. Apds isso a enzima desenrola as bases proximas a regido -10,
formando uma estrutura denominada complexo promotor aberto. Em seguida a subunidade o
se dissocia, e a holoenzima é convertida ao cerne da enzima. Ao mesmo tempo 0s primeiros
dois ribonucleotideos pareiam com o molde nas posicdes +1 e +2, e a primeira ligacdo
fosfodiéster da molécula de RNA é sintetizada. Apés isso comega a fase do alongamento. A
energia de reacdo de deslocamento da RNAP vem da quebra do trifosfato de alta energia de
cada nucleotideo que esta a ser incorporado a cadeia de RNA. A extensdo do RNA continua
até que a enzima encontre um segundo sinal no DNA, o terminador (Brown, 1999; Griffiths et
al., 2002; Browning & Bushy, 2004).

Ha dois tipos principais de término em procariotos: o independente de Rho (ou
“reacdo de terminacdo intrinseca”) e o dependente de Rho. O término independente de Rho
ndo possui como sinal de terminacdo nenhum fator protéico. O sinal de término é formado por
aproximadamente 20 pb constituidos por GCs (guaninas e citosinas) que formam
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palindromos, seguido por seis ou mais adeninas no filamento molde. A medida que o RNA é
sintetizado, a regido de GCs se pareia consigo mesma, permitindo que seja formada uma
estrutura em forma de haste-alca (ou alga em grampo), sendo conseqiientemente, seguido por
uma fileira de uracilas. Essas uracilas fazem com que a ligacdo hibrida RNA-DNA fique
fraca, tendendo ao desacoplamento. Aparentemente essa haste-alca auxilia no desacoplamento
da RNAP da fita molde, mas isso s6 & possivel devido as ligacOes fracas das bases de
adeninas com as uracilas. Ja no término dependente de Rho ocorre a ligagdo da proteina Rho
em um sitio especifico no mMRNA, que o desliga da RNAP. Rho é uma proteina hexamérica,
de subunidades idénticas, com um dominio de ligacdo ao RNA e um dominio de hidrolise de
ATP, pertencente a familia das helicases. A proteina se liga em sitios do RNA nascente que
sdo ricos em Cs. Uma vez ligado ele se desloca na dire¢do 5°-3 ao longo da cadeia de RNA
por um processo mediado por hidrélise de ATP, e quando alcangca a RNAP, com a sua
atividade helicase, desacopla o hibrido DNA-RNA da bolha de transcricdo. Como 0s genes
sdo organizados em operons, 0 RNA produzido contém, muitas vezes, regides codificantes de
mais de um gene. A esse tipo de mMRNA da-se 0 nome de RNA policistrénico (Alberts et al.,
2004; Griffiths et al., 2002; Watson et al., 2004; Greive & von Hippel, 2005).

Em eucariotos existem trés tipos de RNAP: a RNA polimerase | (RPoll) que sintetiza
alguns RNAs ribossémicos (rRNA); a RNA polimerase Il (RPolll) que sintetiza o0s mMRNA de
praticamente todos os genes que codificam proteinas; e a RNA polimerase 111 (RPollll) que
sintetiza os RNAs transportadores (tRNAs), alguns rRNA e pequenos RNAs nucleares
(snRNA). Uma das primeiras etapas da transcri¢do consiste na formagdo do complexo pré-
iniciacdo que é composto pela RPolll e por varias proteinas adicionais denominadas fatores
gerais da transcricdo (FGT) ou fatores de transcri¢do. Esses fatores criam uma estrutura no
promotor que fornece um alvo que é reconhecido pela enzima, marcando assim a regido
promotora. Além disso, os FGT auxiliam na separacdo das fitas de DNA e permitem que a
RPolll seja liberada do promotor quando na fase de alongamento. Os FGT juntamente com a
RPolll constituem o aparato basal da transcricdo. Esse complexo é formado no promotor que
possui uma regido geralmente rica em TA. Por esse motivo essa regido é conhecida como
“TATA Box” e geralmente esta situada cerca de 25 nucleotideos (-25) antes da posicdo de
comecgo da transcricdo. A RPolll € uma enzima com aproximadamente 12 subunidades
(Rpb1-Rpb12). O Fator de Transcricdo 11D (TFIID), é quem comeca 0 processo de associacdo
dos fatores na regido promotora. Esse fator tem uma subunidade que reconhece o TATA Box,
denominada TBP. Posteriormente a TFIIA se liga, estabilizando a ligagdo do TBP ao TATA

Box, juntamente com o TFIIB que aparentemente serve como “protetor” de uma regido na
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vizinhanca do promotor (entre -10 e +10). Esses trés fatores ligados ao promotor auxiliam a
ligacdo da RPolll. Juntamente com a Polll estd o TFIIF, que auxilia no acoplamento na regido
correta do promotor e provavelmente esta envolvido no desenrolamento do DNA em tal
regido. A TFIIE e a TFIIH juntam-se ao complexo. A TFIIH é quem promove a abertura da
dupla hélice devido a sua atividade como helicase; ela também possui uma atividade proteina-
quinase que auxilia a fosforilar o dominio C-terminal (CTD) da RPolll, permitindo que ela se
separe dos FGT e inicie a polimerizacdo, e subsequentemente a extensdo do transcrito
primério. Essa fosforilagdo da CTD faz com que os componentes da maquinaria de
processamento do RNA se acumulem sobre essa regido da RPolll, assumindo um
posicionamento adequado para modificar o RNA recém-transcrito assim que ele emergir da
RPolll. Conforme esse RNA ¢é sintetizado, algumas das proteinas acopladas a CTD se
desligam dela e se ligam ao prée-mRNA. Apdés a producdo de aproximadamente 25
nucleotideos sua extremidade 5° é modificada com a adigdo de uma “capa” (5°-cap) que
consiste de uma guanina modificada com a adi¢cdo de um grupamento metil. Posteriormente
essa capa se liga a um complexo protéico denominado CBC que auxilia o RNA a ser
devidamente processado e exportado para o citoplasma. No decorrer da transcricdo o pré-
MRNA vai se estendendo e componentes da maquinaria do splicing se ligam a este RNA
(Alberts et al., 2004; Howe, 2002).

A medida que a transcricdo chega ao final enzimas na CTD envolvidas no
processamento da extremidade 3’ se ligam ao RNA. Duas proteinas, principais,
de mdaltiplas subunidades, denominadas CstF e CPSF, se ligam ao RNA. A CPSF se liga a
uma regido que contem a sequéncia “AAUAAA”, a aproximadamente 11-30 nucleotideos
acima da regido de adicdo da cauda poli(A) (poliadenilacdo). Ao término dessa regido o CstF
se liga no local onde geralmente ha uma regido rica em GU, downstream em relacéo ao local
onde se liga a CPSF. Esta somente se liga fortemente ao seu sitio quando a CstF encontra-se
presente para se ligar ao sitio rico em GU. Dois fatores adicionais, CFl (Cleavage Factor I) e
CFIl (Cleavage Factor IlI) se ligam ao CPSF auxiliando na clivagem do RNA. Apos isso, a
enzima Poli(A) polimerase adiciona, uma a uma, aproximadamente 200 adeninas a
extremidade 3’ (cauda poli-A). Conforme essa cauda € adicionada, proteinas de ligacdo a poli-
A (PAB) se reinem sobre ela, e por meio de um mecanismo ainda ndo muito bem elucidado,
regula o tamanho da cauda poli-A. As PABs permanecem ligadas a essa regido enquanto o
MRNA é transportado para o citoplasma. De forma similar ao capeamento da extremidade 5°,
a poliadenilacdo aumenta a resisténcia do transcrito a exonucleases, além de desempenharem

um papel funcional no transporte do mMRNA e na tradugdo do mesmo. O mRNA produzido

22



nesse processo € denominado monocistronico, pois devido a organizacdo dos genes
eucaridticos, esse codifica somente uma proteina (Alberts et al., 2004; Howe, 2002; Hampsey
& Reinberg, 2003; Watson et al., 2004; Lewin, 2009).

Analises recentes dos genomas dos Tritryps revelaram caracteristicas marcantes: seus
genes estdo organizados em grandes agrupamentos génicos, podendo chegar a centenas de
genes codificantes de proteinas, arranjados sequencialmente na mesma fita de DNA (Ivens et
al., 2005, Berriman et al., 2005; El-Sayed et al., 2005). A transcricdo desses agrupamentos
gera RNAs policistronicos, e 0s mMRNA maduros sdo gerados através do trans-splicing™ e
poliadenilagdo. Outro fato bastante singular, quando comparado aos demais eucariotos, é que
a RNA polimerase | faz a transcricdo de alguns genes que codificam proteinas. Apesar das
trés RNAP de eucariotos serem encontradas nos Tritryps e a anotacdo de seus genomas
desvendarem a maioria das subunidades esperadas de tais enzimas, havia uma caréncia de
informacBes dos fatores de transcrigdo normalmente envolvidos na regula¢do do inicio da
transcricdo em outros eucariotos. Porém, experimentos recentes mostraram que muitos desses
fatores sdo bastante divergentes em T. brucei, sugerindo que a iniciacdo da transcricdo nos
Tritryps pode representar um mecanismo ancestral, ndo sequéncia-especifico. Diferentemente
do que ocorre em outros eucariotos que possuem um promotor arquetipico, com um TATA-
box. De forma reciproca, nos Tritryps, a escassez de genes que codificam proteinas
reguladoras da transcricdo é compensada pela abundancia de genes que codificam proteinas
que se ligam a RNA, o que é consistente com sua dependéncia de modelos pés-transcricionais
de regulagéo génica (Gunzl et al., 2007 apud Barry et al., 2007; Myler, 2008).

1.4.3. Traducéo

Uma vez que 0 mRNA tenha sido produzido pela transcri¢do, e no caso de eucariotos
também processado, a informacgdo presente nessa molécula é usada muitas vezes para
sintetizar uma proteina. A conversio da informacdo de RNA para proteina da-se o nome de

traducdo. Como existem somente quatro tipos de nucleotideos e, principalmente, vinte

19 processo que adiciona um mini-éxon com aproximadamente 39 nucleotideos (também denominado spliced-leader) a
extremidade 5' dos mRNAs (Parsons et al., 1984 apud Martinez-Calvillo et al., 2010; Kooter & Borst, 1984 apud Martinez-
Calvillo et al., 2010). Como o cis-splicing, o trans-splicing ocorre através de duas reagdes de transesterificagdo, mas envolve
a formagdo de uma estrutura em forma de Y em vez de um intermediario em forma de lago como no cis-splicing (Liang et al.,
2003 apud Martinez-Calvillo et al., 2010). Um dinucleotideo AG na extremidade 3' do sitio de splicing e uma regido rica em
pirimidinas upstream sdo as seqiiéncias mais conservadas necessarias a este processo (Hummel et al., 2000 apud Martinez-
Calvillo et al., 2010; Benz et al., 2005 apud Martinez-Calvillo et al., 2010; Siegel et al.,2005 apud Martinez-Calvillo et al.,
2010).
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aminoacidos distintos, a correspondéncia para um determinado aminoacido é feita pela
combinacdo desses quatro tipos de nucleotideos. A leitura dos nucleotideos é feita
consecutivamente e de 3 em 3 (tripletos), assim a combinacao dos nucleotideos é feita nesses
tripletos, ditando assim o aminoacido que sera incorporado a nova cadeia polipeptidica. Essa
leitura e “interpretagdo” da informagdo nessa combinagdo de nucleotideos seguem uma
“regra” conhecida como cédigo genético. Cada grupo de trés nucleotideos, também
denominados codons, especifica para um aminoacido, ou para a finalizacdo da traducéo
(Alberts et al., 2004).

Em um mRNA ndo h& o reconhecimento direto dele pelos amino&cidos. A traducéo
depende de moléculas adaptadoras que podem reconhecer e se ligarem ao cddon e, em outra
regido de sua superficie, ao aminoacido. Tais adaptadores consistem em pequenas moléculas
denominadas RNAs transportadores (tRNA), e cada um tem um tamanho aproximado de 80
nucleotideos. Esses tRNAs dobram-se sobre si mesmos formando estruturas tridimensionais, e
assim constituem 5 segmentos, sendo 0s principais o braco aceptor que consiste no
pareamento das bases das extremidades 5’ e 3’°, local onde o aminoacido se liga, e o brago
anticodon que é o que desempenha o papel central na decodificacdo, pois neste local se forma
0 anticdédon que consiste em um conjunto de 3 nucleotideos consecutivos que pareiam com o
cddon complementar no mMRNA. Em eucariotos é a RNA polimerase Il que geralmente
sintetiza esse tRNA. E tanto em procariotos como em eucariotos eles sdo produzidos
caracteristicamente sob a forma de longos tRNA precursores, para posteriormente serem
clivados produzindo tRNA maduro (Alberts et al., 2004; Lewin, 2009).

E importante ressaltar que cada aminoacido tem seu tRNA especifico e que o
reconhecimento e a ligacdo entre eles depende de enzimas denominadas aminoacil-tRNA
sintetases, as quais acoplam cada aminoacido ao seu conjunto apropriado de tRNA, formando,
portanto, um aminoacil-tRNA. Esta reacdo é denominada aminoacilacdo, ligando o
aminoacido a extremidade 3’ do tRNA especifico, utilizando para isso ATP e produzindo
assim uma ligacdo altamente energética. Essa energia € utilizada posteriormente na sintese de
proteinas para ligar tal aminoacido a cadeia polipeptidica em formagdo. Pode-se dizer que na
realidade existem 2 adaptadores que traduzem o cAdigo genético: o primeiro é a enzima
aminoacil-tRNA sintetase que une o aminoacido especifico ao seu tRNA correspondente; e 0
segundo adaptador seria o proprio tRNA, cujo anticédon forma pares de base com o codon
apropriado no mRNA (Alberts et al., 2004).
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Na sintese protéica os aminoacidos sdo adicionados, um a um, & carboxila-a do
aminoacido anterior de uma cadeia polipeptidica em formacdo. A reacdo comeca na
extremidade N-terminal e vai em direcdo a extremidade C-terminal. Essa sintese ocorre nos
ribossomos e é guiada pela informag&o presente no mRNA, mantendo a correta fase de leitura
e assegurando a exatiddo, deste processo. Os ribossomos consistem em uma “maquina”
catalitica formada por mais de 50 proteinas e diversas moléculas de RNA ribossdémico
(rRNA). Os ribossomos séo tradicionalmente descritos, aproximadamente, em termos de suas
unidades de sedimentagcdo (medido em Svedbergs, ‘S’, em que um maior valor de S indica
uma maior taxa de sedimenta¢do e uma maior massa). Ribossomos bacterianos geralmente
sedimentam a ~70S, ja os de eucariotos, como sdo maiores, geralmente sedimentam a ~80S.
Os ribossomos consistem de duas subunidades, a maior e a menor. Os ribossomos bacterianos
(70S) tém subunidades que sedimentam a aproximadamente 50S e 30S, maior e menor,
respectivamente. Ja os ribossomos eucarioticos (80S), sedimentam aproximadamente a 60S e
40S, maior e menor, respectivamente. As duas subunidades trabalham conjuntamente como
parte de um ribossomo completo, mas elas tém participacdes distintas na sintese protéica.
Enquanto a sintese ndo € iniciada, as subunidades do ribossomo permanecem separadas. Essa
molécula apresenta 4 sitios para a ligacdo de moléculas de RNA, sdo eles: 1 sitio para a
ligacdo do mRNA, e 3 sitios para a ligacdo de tRNA denominados (1) sitio A (ou aminoacil) é
onde o aminoacil-tRNA se liga, (2) sitio P (ou peptidil) é onde o peptidil-tRNA permanece
ligado com a nova cadeia polipeptidica sendo formada acoplada a ele, e (3) sitio E (ou exit) é
onde o tRNA é liberado do ribossomo. Os sitios A e P sdo suficientemente proximos para que
suas duas moléculas de tRNA sejam “for¢adas” a formarem pares de bases com codons
adjacentes, mantendo a correta fase de leitura no mRNA (Alberts et al., 2004; Lewin, 2009;
Watson et al., 2004).

A traducdo, semelhantemente a transcricdo, consiste de trés fases: inicio, alongamento
e termino. O inicio envolve as reacdes que precedem a formacdo da ligacdo peptidica entre os
dois primeiros aminoacidos da proteina. Essa fase requer o ribossomo para se ligar ao mRNA,
formando um complexo de iniciacdo que contém o primeiro aminoacil-tRNA. Ja a fase de
alongamento inclui todas as reacfes desde a sintese da primeira ligacdo peptidica a adi¢do do
Gltimo aminoacido. Os aminoéacidos sdo adicionados a cadeia um por vez, sendo estes um dos
passos mais rapidos na sintese de proteinas. O término engloba 0s passos que Sa0 necessarios
para a liberacdo da cadeia polipeptidica completa e, a0 mesmo tempo, a dissociacdo entre o
ribossomo e 0 mMRNA (Lewin, 2009).
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Uma das primeiras etapas na transcricdo em procariotos, é a ligacdo da subunidade
menor a0 mMRNA, que é feito via pareamento de bases. Essa subunidade estd associada ao
fator de iniciacdo IF-3 (Initiation factor-3), no momento da ligacdo. Esse fator auxilia na
ligacdo especifica aos sitios de iniciagio no mMRNA e também evita a juncdo precoce da
subunidade maior. Na subunidade menor também se encontra ligado o IF-1, um fator que esta
no local onde sera formado o sitio A, evitando a entrada precoce de um aminoacil-tRNA. A
ligagdo da subunidade menor ao mRNA, geralmente, se da em um local especifico a
aproximadamente 10 nucleotideos acima do cddon iniciador. O rRNA 16S da subunidade
menor tem uma sequéncia altamente conservada (3’-UCCUCCA-5’) que pareia com a
sequéncia consenso no MRNA, 5’-AGGAGGU-3’, sendo esta conhecida como sequéncia de
Shine-Dalgarno. Com isso a subunidade menor migra, no mRNA, até encontrar um cddon
iniciador (ou start codon, geralmente 5°-AUG-3’). Ao encontra-lo, um aminoacil-tRNA
especifico para tal codon pode se ligar. Esse cddon esta relacionado ao aminoacido metionina;
entretanto, na maioria das bactérias, tal metionina iniciadora é modificada. Esta modificacao
ocorre com a substituicdo de um atomo hidrogénio em seu grupamento amino por um
grupamento formil (-COH), a fim de produzir um N-formil-metionil-tRNA (fMet-tRNAM®).
Essa mudanca bloqueia o grupamento amino para que ndo haja ligacdo peptidica nesse local
da metionina. A fMet-tRNA{"® juntamente com o IF-2 se ligam ao sitio P. Este fator é quem
controla a entrada do tRNA ao sitio P. Apos isso, a subunidade menor sofre uma mudanca de
conformacao que resulta na liberagcdo do IF-3 e assim, a subunidade maior pode se ligar. Com
essa ligacdo os fatores IF-1 e IF-2 também se desligam do complexo. Assim, forma-se o
ribossomo completo, com todos os seus sitios, e 0 sitio A encontra-se vazio e pronto para

receber o préximo aminoacil-tRNA (Lewin, 2009).

Por sua vez, os aminoacil-tRNAs ndo se ligam sozinhos ao sitio A do ribossomo. Eles
sdo “escoltados” pelo fator de alongamento EF-Tu, que se liga a extremidade 3’ do aminoacil-
tRNA encobrindo o aminoacido. Esse fator medeia a ligagdo do aminoacil-tRNA ao sitio A e
somente apds essa ligacdo a tal sitio e o conseqliente emparelhamento codon-anticodon, € que
h& uma interacdo entre o0 EF-Tu e a subunidade maior, que faz com que o esse fator se
desacople deixando o aminoacil-tRNA no sitio A. O ribossomo se mantém no mesmo lugar
enguanto a cadeia polipeptidica esta sendo alongada, transferindo o polipeptidio ligado ao
tRNA no sitio P para o aminoacil-tRNA no sitio A, produzindo com isso uma ligacdo
peptidica. Tal ligacdo € realizada por uma atividade peptidil-transferase que esta localizada
em um sitio da subunidade maior do ribossomo. Apos essa transferéncia o ribossomo se move

para um codon a frente, adjacente, ao longo do mRNA no sentido 5’-3°. Essa movimentagao
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da molécula é mediada pela EF-G, que através da quebra de GTP, prové a energia necessaria
para auxiliar nessa movimentacao. Essa agdo faz com que o tRNA que estava no sitio P va
para o sitio E, onde posteriormente, ele serd liberado; ocorre também a transferéncia do
peptidil-tRNA do sitio A para o sitio P, fazendo com que o sitio A fique livre para receber um
aminoacil-tRNA com anticédon complementar ao cédon lido no mRNA. Tais passos ocorrem
até o ribossomo encontrar um codon de parada (stop codon), fazendo com que a sintese
protéica seja encerrada. Esse codon de parada geralmente é formado pelos seguintes tripletos:
5’-UAA-3’, 5’-UAG-3’ e 5’-UGA-3". Estes ndo sdo reconhecidos por tRNAs, mas sim por
fatores de liberacdo, ou RF, que liberam o polipeptidio do peptidil-tRNA (Brown, 1999;
Lewin, 2009; Watson et al., 2004; Nakagawa et al., 2010).

Existem duas classes de fatores de liberacdo. A Classe | compreende 0s que
reconhecem cddons de parada e fazem a hidrélise da cadeia polipeptidica do peptidil-tRNA
no sitio P. Os fatores RF1 e RF2 pertencem a esta classe, sendo que o primeiro reconhece
geralmente os codons de parada 5’-UAG-3" e 5’-UAA-3’; j4 o RF2 reconhece geralmente os
codons de parada 5’-UGA-3’ e 5’-UAA-3’. A Classe II sdo fatores que estimulam a
dissociacdo dos fatores de liberagcdo da classe 1. O RF3 é um fator pertencente a esta classe e
ndo possui um codon especifico para se ligar, agindo diretamente nos fatores da classe I, logo
apos a liberacdo da cadeia polipeptidica, desacoplando-os do complexo formado com o
ribossomo. Apos isso 0 RF3 também é liberado. Com isso, permanecem ligados o ribossomo
com mais dois tRNAs ligados (um no sitio E e outro no sitio P), e 0 mRNA. Outro fator
conhecido como fator de reciclagem do ribossomo, o RRF, juntamente com o EF-G e o IF-3,
auxiliam no desligamento do ribossomo deste complexo. O EF-G ajuda no desligamento dos
tRNAs dos respectivos sitios e o IF-3 auxilia na separacdo do mRNA do ribossomo, bem

como, na separacdo das subunidades (Brown, 1999; Lewin, 2009; Watson et al., 2004).

Na traducdo em eucariotos a ligacdo da subunidade menor ao mMRNA necessita, direta
ou indiretamente, de pelo menos 12 fatores de iniciacdo, inclusive de proteinas que
reconhegam a estrutura da regido 5°-cap desse mRNA. Os fatores tém nomes similares aos
fatores de procariotos, e para diferencia-los ¢ dado o prefixo “e¢” para indicar que ¢ de origem
eucaridtica. O processo comegca com 2 passos que ocorrem de forma independente que
posteriormente convergem: (1) os fatores elF1, elF1A e elF3 se ligam a subunidade menor do
ribossomo; (2) o mRNA de eucariotos geralmente encontra-se circularizado devido a
intera¢des entre os fatores da extremidade 5°, eIF4F e elF4B, ligados a PABs. O fator elF1A
se liga ao sitio A, impedindo a ligagdo de tRNAs e o fator elF3 impede a ligacdo precoce da
subunidade maior. O fator elF4F é um complexo formado por trés subunidades: a elF4A que
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tem uma atividade helicase que desenrola qualquer estrutura secundaria na regido 5’ do
MRNA,; a elF4E que se liga, propriamente dita, ao 5°-cap; e a elF4G que é uma proteina de
sustentagdo que faz uma “ponte” entre elF4F, elF4B e o PAB. J4 a elF4B estimula a atividade
helicase da elF4A. Ap6s isso, 0 Met-tRNAM® (0 aminoacil-tRNA iniciador) se associa ao
complexo elF2-GTP e se liga ao local da subunidade menor onde posteriormente sera o sitio
P, processo este promovido pelos fatores elFl, elF1A, elF3 e provavelmente pelo elF5,
resultando assim no complexo pré-iniciacdo 43S. Assim, o complexo 43S se acopla a
extremidade 5° do MRNA e num processo similar a um “escaneamento” procura pelo cddon
iniciador (geralmente, 5’-AUG-3). Geralmente esse codon iniciador ndo ¢ o Unico indicador
de inicio de traducdo. De fato, sequéncias que flanqueiam o cddon iniciador também podem
exercer tal tarefa. Muita vezes o codon iniciador para ser eficientemente selecionado precisa
estar em um contexto no mMRNA denominado sequéncia de Kozak, que possui como
sequéncia consenso: 5’-NNNPUNNAUGG-3’, onde “N” representa qualquer nucleotideo,
“Pu” ¢ correspondente a uma purina, “AUG” ¢ o cddon iniciador, sendo que as bases mais
importantes desta sequéncia sdo a purina e 0 G logo ap6s o codon iniciador. Tal codon é

reconhecido pelo pareamento de bases com anticédon do Met-tRNAM®

. ApoOs esse
reconhecimento os fatores elF5 e elF5B promovem a hidrélise do GTP ligado ao elF2,
liberando este fator e com isso a subunidade maior pode se ligar. Concomitantemente ao
processo de ligacdo da subunidade 60S ocorre o desligamento dos fatores elF1, elF3, elF4B,
elF4F e elF5, mediado pela elF5B. Apo6s isso a elF5B faz com que ela propria e a elF1A se
desliguem do ribossomo completo (80S) ja formado. Com o sitio A formado, ele agora esta
apto a receber um novo aminoacil-tRNA e continuar a sintese (Lewin, 2009; Watson et al.,
2004; Algire & Lorsch, 2006; Mitchell & Lorsch, 2008; Jackson et al., 2010). O fator de
alongamento eucariético 1A (eEF1A ou eEF-la) catalisa o primeiro passo da fase de
alongamento, pois é ele que carrega 0 aminoacil-tRNA para o sitio A. Ap0s isso a atividade
de peptidil-transferase do ribossomo catalisa a ligagao peptidica da cadeia polipeptidica sendo
formada no sitio P com o novo aminoacido que esta no sitio A, ficando assim um tRNA no
sitio P. Quando o ribossomo se transloca o sitio A fica vazio, e o sitio P agora com estd com o
peptidil-tRNA e, no sitio E, o tRNA ¢ desligado do ribossomo. Este processo € bastante
similar ao de procariotos. Essa reacao de translocacdo do ribossomo é catalisada pela eEF2 e é
dependente de energia (Lamberti et al., 2004). No momento em gue no sitio A ha um codon
de terminacédo, o Unico fator de terminacdo eucariotico de classe I, o eRF1, se liga neste
codon. Ele é capaz de reconhecer os 3 tipos de codons de terminagao (5°-UAA-3’, 5°-UAG-3’
e 5’-UGA-3’) e hidrolisar a cadeia polipeptidica do peptidil-tRNA no sitio P. Um segundo

fator, o eRF3, Unico fator de terminacdo eucariético de classe Il, auxilia o eRF1 no
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reconhecimento do codon de terminacdo e/ou garante a rapida e eficiente hidrolise do
peptidil-tRNA (Salas-Marco & Bedwell, 2004; Alkalaeva et al., 2006 apud Urakov et al.,
2006).

Até 0 momento pouco se sabe a respeito de como o mRNA € traduzido em
tripanosomatideos e, conseqlientemente, como se da a sintese protéica. O conhecimento sobre
0 processo de sintese proteica nesses protozoarios € inferido por evidéncias indiretas, tais
como similaridades de sequéncias entre fatores de traducdo individuais com homoélogos de
eucariotos superiores (Dhalia et al., 2005). Até entdo foram identificadas subunidades dos
fatores eEF1 e eEF2 de T. cruzi, T. bruceieL. major (Nakamuraet al., 1996). As trés
subunidades que compdem o complexo elF4F também foram identificadas nesses
tripanosomatideos. Porém pouco se sabe a respeito da fungdo destes fatores na traducdo
(Dhalia et al., 2006). Analises de bioinforméatica dos genomas dos Tritryps sugerem que eles
possuem a maioria dos componentes da maquinaria de traducdo, com praticamente 0 mesmo
numero de copias como observado em outros eucariotos “inferiores”. Eles também possuem
algumas copias de fatores de traducdo de procariotos, tais como EF-Tu, EF-G, entre outros
(Ivens et al., 2005).

1.5. Descoberta de novos farmacos e alvos terapéuticos

Tradicionalmente, a descoberta de novos farmacos anti-tripanossomatideos (e também
para outros organismos) procede de duas formas distintas: através da varredura de um grande
numero de compostos com atividade contra parasitos integros ou através de um exame mais
focado buscando compostos contra alvos moleculares especificos. A maioria dos farmacos
desenvolvidos foi conseguida através da primeira abordagem, mas nos ultimos vinte anos a
segunda abordagem vem ganhando espa¢co sob o termo “desenho racional de farmacos”
(Hurst, 2006). Até recentemente, um dos “gargalos” no processo era a pequena porcentagem
conhecida de genes dos tripanossomatideos, o que foi resolvido com o recente término do
sequenciamento de seus genomas (lvens et al., 2005; EI-Sayed et al., 2005; Berriman et al.,
2005). Essa grande quantidade de informacgdo possibilita o desenvolvimento de novas
metodologias computacionais para a identificacdo de genes candidatos a novos alvos para
farmacos, assim como seu desenho. A anotagdo correta do genoma e a compreensdo das
funcBes protéicas nestes organismos sdo consideradas cruciais para o desenvolvimento de

farmacos e a prevencao de suas respectivas doencas (Caffrey & Steverding, 2008).
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Nas ultimas décadas a industria farmacéutica adquiriu experiéncia no que diz respeito
ao desenvolvimento de farmacos. Esse fato tem levado a postulagdo de uma série de critérios
de selegdo para uma identificagdo “6tima” de um alvo (geralmente proteinas) (Pink et al.,
2005). No contexto dos tripanossomatideos, os principais critérios incluem: (1) seletividade
(auséncia do alvo no hospedeiro ou diferencas significativas); (2) “druggability” (a estrutura
do sitio do alvo ser compativel com o ligante); (3) propriedades bioquimicas adequadas; (4) o
alvo é essencial para o crescimento e/ou sobrevivéncia do parasita no hospedeiro; (5) grande
reprodutibilidade in vitro; e (6) baixo potencial de desenvolvimento de resisténcia (Pink et al.,
2005; Aguero et al., 2008).

Baseando-se nesses critérios, e ao recente aumento dos investimentos feitos para
pesquisas terapéuticas contra esses parasitos, varias abordagens em bioinformatica estdo
comegando a serem propostas. Estas tiram vantagens da disponibilidade das sequéncias do
genoma completo descritas acima para acelerar o0 progresso no desenvolvimento de
intervencgdes terapéuticas eficazes para as doencas causadas por esses parasitas, e que

alcancem, principalmente, vias que sejam essenciais a eles (Caffrey & Steverding, 2008).

Atualmente a maioria das abordagens leva em consideracdo a estratégia do
aproveitamento de farmacos ja conhecidos para propor alvos que sejam ort6logos a estes.
Outra estratégia visa superar as falhas de tratamentos anteriores propondo a combinacédo de
farmacos existentes (revisado recentemente em Renslo & McKerrow, 2006; Caffrey &
Steverding, 2008; Wilkinson & Kelly, 2009). Um dos exemplos principais sdo os testes em
fase clinica Ill para avaliar a eficidcia da combinagdo entre eflornitina e nifurtimox. A
eflornitina foi desenvolvida ha aproximadamente 20 anos e originalmente foi usada para o
tratamento de T. b. gambiense. Ja o nifurtimox é um medicamento, originalmente para tratar
doenca de Chagas, mas tem sido usado também no tratamento da doenca do sono desde 1970
em alguns locais isolados. O objetivo desse estudo, além de melhorar a eficacia, é também
encontrar uma maneira de evitar o desenvolvimento de cepas resistentes a eflornitina. Essa
terapia de combinacdo esta longe de ser ideal, uma vez que continua a exigir a administracao
intravenosa com a necessidade de pessoal qualificado. Além disso, essa combinagdo SO sera
eficaz para T. b. gambiense e certamente n&o seria suficientemente segura para ser usada em
pacientes que se encontram na primeira fase da doenca (Pécoul, 2004; Renslo & McKerrow,
2006; Simarro et al., 2008; Wilkinson & Kelly, 2009).

A disponibilidade do genoma dos tripanosomatideos, aliada a estratégias de mineracao

do genoma, tem facilitado a identificacdo de vias bioquimicas e familias génicas que sejam
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qualificadas como alvos para novos farmacos. Quando combinadas com gendmica
comparativa, a abordagem pode identificar produtos génicos que sejam essenciais e Unicos a
esses parasitas, isto é, sem ort6logos em humanos. Recentemente essa abordagem vem sendo
empregada em um estudo de identificacdo de alvos para o desenvolvimento de farmacos
contra T. cruzi. Essa pesquisa tem o objetivo de identificar, por analogia, funcdes enzimaticas
antes ndo detectadas na anotac¢do do genoma de T. cruzi. Para isso reconstruiu-se suas vias do
metabolismo de amino&cidos, via esta que participa de varios outros processos metabdlicos,
tendo em vista a proposicdo de novos alvos terapéuticos em T. cruzi (Guimaraes et al., 2008;
Alves-Ferreira et al., 2009).

Sendo assim, espera-se que cada vez mais surjam novas abordagens que proponham
novos alvos para os Tritryps, ja que poucos farmacos chegam efetivamente a fase de testes
clinicos. Certamente, a grande quantidade de informagdes gendmicas desses parasitas
contribuird positivamente para esses novos estudos. A identificacdo de alvos e o entendimento
basico da genética desses parasitas sdo um dos primeiros passos do longo e caro processo de

desenvolvimento terapéutico.

1.6. Reconstrucdo de processos bioldgicos e as enzimas analogas

A maioria das enzimas sdo proteinas altamente especializadas capazes de catalisar as
reacOes que ocorrem nos sistemas biologicos. Além delas, somente um pequeno grupo de
moléculas de RNA, as ribozimas, apresenta propriedades cataliticas. As enzimas possuem um
alto grau de especificidade por seus substratos e sdo fundamentais para qualquer processo
biogquimico. Elas agem em sequéncia organizada catalisando reagdes sucessivas em vias
enzimaticas, que garantem a manutencdo da vida nos diversos organismos (Nelson & Cox,
2004).

O répido desenvolvimento de técnicas de sequenciamento de genomas proporcionou
uma grande quantidade de informacdes. A exploracdo dessa informacéo para a compreensédo
da organizacdo dos processos biolégicos é uma das areas de pesquisa mais importantes
atualmente. A partir dos dados da anotacdo génica, ha uma classificacdo destes em diferentes
grupos funcionais. Grande parte dos produtos génicos sdo enzimas que catalisam reacOes
celulares, fazendo parte de vias bioquimicas complexas. O estudo desses processos vem
ganhando espaco, para um melhor entendimento principalmente no que diz respeito a questéo
da regulacdo e da dinamica dessas vias, bem como o conhecimento de passos ainda

desconhecidos nas mesmas. Varios métodos e bases de dados estdo disponiveis para a
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reconstrucdo de tais vias, a partir de informag6es do genoma, dos quais podemos citar como
principal o KEGG (Ma & Zeng, 2003).

O banco de dados KEGG é um projeto que foi iniciado em 1995, originalmente como
parte do Japanese Human Genome Program. Ele consiste em uma base de dados que integra
16 bancos de dados divididos em (1) informacédo sobre sistemas, (2) informacgdes gendmicas e
(3) informagdes quimicas (fig. 6). E um banco que cobre um grande niimero de organismos e
possui uma colecdo de mapas dos principais processos bioquimicos, que sao manualmente
curados de acordo com a literatura. As vias presentes no banco ilustram um consenso dos
processos bioldgicos conhecidos. Cada via é representada na forma de diagramas com as
enzimas que as compdem podendo ser clicaveis. Além disso, 0 KEGG prové uma série de
ferramentas de analises, como aquelas para busca por similaridade de sequéncias nos mapas,
para a identificacdo de um conjunto de genes conservados nos genomas, auxiliando assim na

reconstrucdo de processos bioldgicos a partir de uma gama de genes (Kanehisa et al., 2010).

Category

Database

Content

Systems
Information

Genomic
Information

Chemical
Information

KEGG PATHWAY
KEGG BRITE

KEGG MODULE
KEGG DISEASE
KEGG DRUG

KEGG ORTHOLOGY

KEGG GENOME
KEGG GENES
KEGG SSDB
KEGG DGENES

KEGG EGENES
KEGG COMPOUND
KEGG GLYCAN
KEGG REACTION
KEGG RPAIR

KEGG ENZYME

Pathway maps

Functional hierarchies

Pathway modules

Human discases

Drugs

KEGG orthology
(KO) groups

KEGG organisms

Genes in high-quality
genomes

Sequence similarities
and best hit relations

Genes in draft genomes

Genes as EST contigs

Metabolites and other
small molecules

Glycans

Biochemical reactions

Reactant pair chemical
transformations

Enzyme nomenclature

Figura 6 — Os 16 bancos que integram o KEGG e seus respectivos conteidos. Fonte: Kanehisa et al., 2010.

Enzimas que sdo evolutivamente relacionadas sdo comumente referidas como
homologas e muitas vezes tém uma funcdo similar (Whisstock & Lesk, 2003 apud Ofran et
al., 2005). AnotagGes funcionais baseadas no método de transferéncia de homologia sdo um
dos métodos de anotagdo mais utilizados atualmente. Outra maneira de inferir funcdo a uma
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sequéncia de DNA ou proteina é por analogia com funcdes de outras sequéncias. Considera-se
analogia como sendo uma relacdo de equivaléncia entre duas outras rela¢gdes. Em um contexto
bioldgico tratam-se como analogas aquelas estruturas com uma mesma funcdo, porém elas
ndo possuem relacdo evolutiva. Tal raciocinio pode ser aplicado nos processos bioldgicos
para identificar a presenca de vias conhecidas no genoma anotado de um organismo. Assim
como podemos prever a funcdo de uma sequéncia desconhecida procurando em um banco de
dados (BD) de sequéncias aqueles que sdo semelhantes, entdo podemos elucidar as vias
bioquimicas a partir de uma sequéncia do genoma, por analogia, a partir de um BD de vias
(Karp et al., 1999).

A reconstrugcdo de vias bioquimicas € considerada uma das partes essenciais das
analises de processos celulares. Tal metodologia representa uma juncéo tanto da anéalise de
dados experimentais como de estudos computacionais. Antes da anotacdo de sequéncias
gendmicas estar disponivel, as informacGes para a reconstrugdo tinham origem na literatura e
da caracterizacdo bioguimica das enzimas envolvidas nas vias. Hoje, com a capacidade de
sequenciar e anotar genomas inteiros pode-se gerar reconstrucdes em larga escala, mesmo
para organismos que possuam poucas informagdes bioquimicas disponiveis na literatura,
somando informagfes derivadas da anotacdo com as bibliograficas. A anotagdo fornece
identificadores Unicos para a reconstrucao, lista as enzimas que possivelmente estdo presentes
no organismo-alvo e indica como o produto génico interage (como subunidades, complexos

protéicos ou isoenzimas) para formar enzimas ativas (Feist et al., 2009).

As aplicacbes dessas reconstrucdes podem variar desde o desenho do sistema
bioldgico, a geracdo de hipdteses testaveis sobre a estrutura e o funcionamento da via, a
elucidacdo de propriedades que ndo podem ser inferidas por simples descricdes dos
componentes individuais (Papin et al., 2003), e a identificacdo de possiveis alvos para o
desenvolvimento de farmacos contra organismos patogénicos, via identificacdo de passos

essenciais nesses processos (Guimaraes et al., 2008).

Uma maneira de vincular os processos bioldgicos a informacao gendmica é por meio
dos nimeros da EC, os quais representam as reacdes que cada enzima catalisa. H4 muitos
outros tipos de classificagbes funcionais (revisado por Ouzouniset al. 2003), mas
provavelmente um dos mais utilizados € o EC. As enzimas sdo classificadas de acordo com a
reacdo catalisada e com essas informacdes é que 0s nimeros sao atribuidos a cada enzima. Tal
processo ¢ feito pela NC-IUBMB associada a IUPAC e a JCBN. O numero € formado por

quatro digitos separados por pontos, 0s quais respeitam uma ordem hierarquica. Os trés

33


http://pt.wikipedia.org/wiki/Fun%C3%A7%C3%A3o_%28biologia%29

primeiros digitos sdo aqueles que definem a reacdo catalisada, e o quarto digito é um

identificador Unico (http://www.chem.gmul.ac.uk/iubmb/enzyme/). Por exemplo:

EC 2.7.7.7 - DNA Polimerase
e “2”—Transferase;
e “2.7” —Transferases que transferem grupos contendo fosforo;
e “2.7.7” — Nucleotidiltransferases;
o “2.7.7.7” — DNA polimerase dirigida por DNA (ou DNA polimerase).

Um grupo particular de enzimas, as enzimas analogas, realiza a mesma fungdo em
diferentes organismos, mas sem similaridade detectavel entre suas estruturas primarias e,
possivelmente, nem entre suas estruturas terciarias. Sabe-se que 0s processos bioldgicos
podem ser catalisados por enzimas ndo relacionadas estruturalmente, ou seja, enzimas
analogas. Um estudo detalhado de tais enzimas pode prover novos dados de passos ndo
detectdveis em vias e também auxiliar no que diz respeito a potenciais alvos para o
desenvolvimento de farmacos. Uma vez detectada analogia entre uma enzima de um patégeno
e sua contraparte humana, pode-se utilizar tal anadlogo como potencial alvo para o
desenvolvimento de farmacos, uma vez que este faca parte de um passo essencial na via do
patdgeno. Entretanto, poucos estudos tém sido realizados para identificar e anotar a

ocorréncia de eventos de analogia (Guimarées et al., 2008).

Sendo assim, a analise dos dados genémicos de L. major, T. brucei e T. cruzi tem
proporcionado uma visdo abrangente dos genes que codificam enzimas pertencentes a vias
importantes neles através da identificacdo de numerosos processos em comum entre oS
parasitas e outras espécies. Um exame a fundo das informacdes provindas dessas anélises
pode, assim, permitir a identificacdo de etapas das vias de processamento da informacdo
genética que parecem ser especialmente acessiveis a potenciais intervencdes terapéuticas.
Novos farmacos antiparasitarios podem ser desenvolvidos a partir de inibidores de processos

bioquimicos que sdo essenciais para a vida do parasito, mas ausente nos hospedeiros.
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2. Objetivos

2.1. Objetivo geral

Reconstruir as vias de processamento de informacdo genética nos Tritryps (0s
parasitos Leishmania major, Trypanosoma brucei e Trypanosoma cruzi), com énfase na busca

de analogos funcionais nas enzimas pertencentes a essas vias.

2.2. Objetivos especificos

1. Importacdo de bases de dados publicas (KEGG) dos genes anotados envolvidos nessas
vias de processamento de informacdo genética, pertencentes aos Tritryps, e
importacdo de seus genomas (TriTrypDB);

2. Reanotacdo dos genomas dos Tritryps com os resultados obtidos através de buscas por
similaridade atraves da ferramenta AnEnPi para a identificagdo de atividades
relacionadas aos genes ja anotados;

3. Obtencdo de uma lista de genes dos Tritryps pertencentes a essas vias com a
ferramenta AnEnPi, os quais sejam anadlogos em relacéo a suas contrapartes humanas,
e portanto candidatos para o desenvolvimento de novos farmacos;

4. Obtencdo de mapas contendo os genes envolvidos nas principais vias de
processamento da informacdo genética nos Tritryps (replicacdo, transcricdo e
traducdo);

5. Buscas por estruturas tridimensionais das proteinas identificadas no PDB
(http://www.pdb.org);

6. Obtencdo de modelos 3D para os analogos funcionais potenciais identificados
utilizando a ferramenta MHOLIine (http://www.MHOLlIine.Incc.br/);
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3. Metodologia

No presente trabalho foram aplicadas as metodologias descritas nos trabalhos de
Guimarées et al., 2008; Otto et al., 2008; e Alves-Ferreira et al., 2009, conforme fluxograma
apresentado na figura 7. Para os primeiros passos desse trabalho foi utilizado, localmente, o

pipeline AnEnPIi, desenvolvido anteriormente pelo nosso grupo (Otto et al., 2008).

Baixar dados do ‘ Clusterizacdo - Reanctacio
KEGG (AnEnPi) ¢

MohiLine l

Gerar Mapas

Comparagaode
atividades
compartilhadas

Andlogos com H.
sapiens

estrutura
resolvida
no PDB?

Armazenar no _
Banco de dados

Sim

Figura 7 — Passos executados para a conclusdo do trabalho.

O AnEnNPi (fig. 8) é um pipeline que combina ferramentas de bioinformatica como o
BLAST (Altschul et al., 1997), HMMer, e scripts feitos pelo nosso grupo, que auxiliam na
identificacdo, anotacdo, comparacdo e o estudo de enzimas homdlogas e analogas. O
algoritmo para deteccdo de analogia é baseado i) na construcdo de grupos de enzimas
homologas e ii) na identificacdo de casos em que uma determinada atividade enzimética é
realizada por duas ou mais proteinas sem similaridade significativa entre suas estruturas
primarias (Otto et al., 2008).
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& Ministério da Saide Destaques do Governo - .!;;:I.‘%

AnENnTt

Analogous Enzyme Pipeline

FIOCRUZ

Documentation

Clustering Help

Fasta File: Enviar arquivo_ GO |Advanced Options

Your E-mail Address

Description: Cluster your protein multi-fasta file

Show Clusters Help

EC number (ie ec31131) | Go

Choose dataset DatasetD =

Description: Al clusters from a given EC class will be printed.

Intergenomic Analogy Detection Help

Choose species: (List of KEGG)

specie 1 Homo sapiens (human) ~ andspecie 2 Leishmania major -

Figura 8 — Parte da interface do AnEnPi. Disponivel em: http://bioinfo.pdtis.fiocruz.br/AnEnPi/.

3.1. Importagdo de dados do KEGG

O AnEnPi é um pipeline construido para identificacdo de enzimas analogas. A
primeira etapa deste pipeline requer um banco de dados com certo grau de confiabilidade, por
esta razdo 0 KEGG foi escolhido como banco de dados. A partir deste banco, foram obtidas
todas as sequéncias de todos os organismos depositados. O arquivo contendo tais sequéncias
se encontra no formato “.tar.gz” que possui arquivos de extensdo “.pep” para cada organismo
catalogado na base de dados. Cada um desses arquivos contém as sequéncias aminoacidicas
de todas as proteinas anotadas de um dado organismo em formato “fasta”. O arquivo foi
obtido em margo de 2009, no seguinte endereco:
ftp://ftp.genome.jp/pub/kegg/release/current/seq_pep.tar.gz. Esta versdo (Release 49.0,
January 1, 2009) possui sequéncias de eucariotos, eubactérias e arqueobactérias, em um total
de 952 organismos, conforme mostra a tabela 4. As enzimas contidas neste banco sdo
classificadas em 2.260 diferentes atividades enzimaticas (EC number).

Tabela 4 — Quantidade de organismos depositados no KEGG na versao 49.0 do banco de dados. Nimero de
organismos e atividades enzimaticas utilizados para clusterizagdo no AnEnPi.

Grupo filogenético NUmero de organismos
Eucariotos 85
Eubacteria 811

Archeaebacteria 56
Total 952
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Ap0s a obtencdo das sequéncias, no préprio KEGG, foram obtidos os dados dos mapas
referentes as vias de replicacdo e reparo, transcricdo e traducdo, disponiveis no endereco:
ftp://ftp.genome.jp/pub/kegg/pathway/map/. Cada via estava armazenada no banco em um
arquivo no formato “.enz”. Estes continham os ECs de uma determinada via. Um script na
linguagem PERL foi desenvolvido para extrair os ECs desses arquivos, gerando ao final um
novo arquivo com uma lista dos ECs encontrados para cada mapa. O KEGG possui um total
de 10 mapas distribuidos entre as vias de: i) replicacdo e reparo, com 6 mapas, todos com ECs
listados; ii) transcri¢cdo, com 2 mapas sendo somente 1 com ECs relacionados; e iii) traducgéo,
também com 2 mapas sendo somente 1 com ECs relacionados. Estes dados estdo

representados na tabela 5.
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Tabela 5 — Descricdo dos mapas provenientes do KEGG utilizados que possuem atividades enzimaticas
relacionadas ao tema central deste estudo.

Descricdo N° mapa no KEGG ECs
Transcri¢do

RNA polimerase map03020 2.7.7.6

Traducéo

2129 6.1.1.16 6.1.1.25
2.7.1.- 6.1.1.17 6.1.1.26
29.1.- 6.1.118 6.1.13
29.11 6.1.1.19 6.1.14
6.1.1.- 6.1.1.2 6.1.1.5

map00970 6.1.1.1 6.11.20 6.1.16
6.1.1.10 6.1.1.21 6.1.1.7
6.1.111 6.1.1.22 6.1.1.9
6.1.112 6.1123 6.356
6.1.1.14 6.1.124 6.357
6.1.1.15

Biossintese de Aminoacil-
tRNA

Replicacdo e Reparo

2.7.7.- 31264 6511

Replicacdo de DNA map03030 2777  36.1- 6.5.1.2
3.--m
24230 3.1.21.2 4.2.99.-
2.7.7.7 3.2.2.- 4.2.99.18

Reparo por exciséo de bases map03410 3--- 3.2220 6511
3.1.-.- 3.2.2.21 6.5.1.2
3.1.11.2 3.2.2.23

neoteos M0 00T a6 6812
21172 3.111.- 3.6.1.-

Reparo de base mal-pareada map03430 2177 3.1.11.1 6.5.1.1
3.1.-.- 3.1.11.6 6.5.1.2
2.7.7.7 3.1.22.- 3.6.1.-

Recombina¢do Homologa map03440 3.1.-.- 3.1.22.4 5.99.1.2
3.1.115 3.6.-.-

) _ ) 27111  3.--- 4.2.99.

f]%rr'ﬁgfogzsemem'dades nao mMap03450 27731 31-- 6511

2.7.17.7 3.6.-.-

Todas as seqliéncias anotadas com um EC (do arquivo seq_pep.tar.gz) foram entdo
reunidas, originando um arquivo para cada EC no formato “.fasta”. Portanto, cada arquivo
corresponde a uma atividade enzimatica (EC) possuindo sequéncias de varios organismos

anotados com o mesmo EC. Uma etapa final de limpeza foi realizada com a retirada das
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sequéncias com menos de 100 aminoacidos por serem tipicamente fragmentos que poderiam

vir a “contaminar” 0s resultados na etapa de agrupamento (clustering).

Apobs essa etapa, foi feito o agrupamento das sequéncias, que consiste em rodar o
Blastp (Altschul et al., 1997) com os arquivos de cada atividade enzimatica como query. Cada
sequéncia foi comparada com todas as outras de um mesmo arquivo, todas possuindo o
mesmo EC, segundo a estratégia “all against all”. Os resultados provenientes deste blast
foram analisados de acordo com um limiar de similaridade baseado em uma analise prévia
feita por Galperin et al., (1998). Sequéncias alinhadas com um score acima de 120 foram
agrupadas em um mesmo cluster (grupo), caso contrario (score menor que 120), alocaram-se
em grupos distintos. Sequéncias de proteinas para uma mesma atividade enzimatica, que se
encontram localizadas em um mesmo grupo, foram denominadas de homdlogas, por outro
lado as sequiéncias alocadas em grupos distintos foram assinaladas como possiveis casos de
analogia. Todas estas etapas estdo inclusas em scripts que fazem parte do pipeline do AnEnPi
conforme descrito em Otto et al., (2008). Com os clusters gerados passou-se para 0 passo

seguinte: reanotacdo dos genomas dos Tritryps.

3.2. Importacéo de dados do TriTrypDB e a reanotagao

Para a reanotacdo das sequéncias protéicas dos Tritryps foram obtidas, em abril de
2009, as sequéncias das proteinas preditas de cada protozoario no banco TriTrypDB. A tabela
6 abaixo relaciona o endere¢o de onde foram obtidos cada um dos arquivos “.fasta” de cada
protozoario.

Tabela 6 - Tamanho e endereco de cada um dos arquivos das proteinas preditas de cada um dos Tritryps no
banco TriTrypDB.

Organismo  Tamanho Endereco do arquivo
do arquivo
L. major 6.4Mb  http://tritrypdb.org/common/downloads/release-
1.0/Lmajor/LmajorAnnotatedProteins_TriTrypDB-1.0.fasta
T. brucei 6.4Mb  http://tritrypdb.org/common/downloads/release-
1.0/Tbrucei/TbruceiAnnotatedProteins_TriTrypDB-1.0.fasta
T. cruzi 15Mb  http://tritrypdb.org/common/downloads/release-

1.0/Tcruzi/TcruziAnnotatedProteins_TriTrypDB-1.0.fasta
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Uma vez de posse das sequéncias foi feita uma nova andlise utilizando o Blastp, onde
comparamos essas proteinas contra todos os clusters gerados pelo AnEnPi para todas as
atividades enzimaticas (EC). Nesta etapa de reanotacdo, escolheu-se como ponto de corte para
inferéncia de funcdo o e-value de 10e™®. Este valor é bastante restritivo 0 que confere uma

maior confiabilidade aos resultados e baseia-se em dados da literatura (Elsik et al., 2006).

3.3. Analogos, buscas por estruturas 3D e reconstrucéo das vias

Com as informagOes da reanotacdo, foi feita uma comparacdo das atividades
enzimaticas compartilhadas pelos Tritryps. Com a listagem de todos os ECs para cada
organismo, identificados na reanotacgéo, foi utilizado um script em linguagem PERL, feito em
nosso laboratorio, que comparou essas trés listas e gerava outra com as atividades
compartilhadas. Desses dados foram gerados também mapas para as vias de processamento da
informacdo genética nesses organismos utilizando uma ferramenta disponivel no KEGG
(Color Pathway - http://www.genome.jp/kegg/tool/color_pathway.html). Tal ferramenta
colore ECs, a partir de uma listagem previamente estabelecida, de acordo com a cor que 0
usuario determina. Para a geracdo desses mapas, foram feitos scripts em PERL auxiliando na
filtragem dos ECs referentes a essas vias.

Foi feita uma lista com cada um dos analogos identificados nos Tritryps utilizando os
parametros descritos no item 3.1. A partir dessa lista, procurou-se por estruturas
tridimensionais com modelos resolvidos no PDB dos analogos funcionais para humanos, para

efeito de comparacdo de analogia.

3.4. Modelos 3D e bancos de dados

Uma maneira de validar os analogos funcionais € atraves de suas estruturas
tridimensionais. Para as enzimas analogas que ndo possuiam estrutura tridimensional
resolvida depositada no PDB e que poderiam vir a ser usadas como novos alvos para
desenvolvimento de farmacos, optou-se pela modelagem comparativa utilizando o portal
MHOLlIline (Cavalcanti et al., 2003; Cavalcanti et al., 2005). O MHOLIine consiste em
um workflow que automatiza os processos de predicdo de estrutura protéica a partir de um

modelo ja resolvido. Esta ferramenta encontra-se disponivel em http://www.mbholline.Incc.br/.
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As sequéncias homologas pertencentes ao mesmo cluster do analogo identificado foram

utilizadas como molde para resolver as estruturas destes anélogos.

4. Resultados

4.1. Clusterizacdo e reanotacao das proteinas preditas dos Tritryps

Ap0s o término da etapa de agrupamento, descrita no item 3.1, 830 ECs apresentaram
mais de um grupo, enquanto que 1.430 apresentaram somente 1 grupo (tabela 7). Para a
identificagdo dos analogos, examinamos apenas as atividades enzimaticas contendo mais de
um grupo, que significa que ha a existéncia de sequéncias sem similaridade detectavel entre
suas estruturas primarias, apesar de estarem anotadas com a mesma atividade enzimatica.
Tabela 7 — Total dos ECs utilizados para o agrupamento e o total referente ao processamento da informacéo

genética. Na coluna “Clusters” estdo as quantidades de ECs com mais de um grupo e os ECs Unicos. Apos o
agrupamento, utilizamos os ECs com mais de um cluster.

Clusterizacéo

ECs Clusters
Mais de 1 Unicos
Total 2260 830 1430
Processamento da Inf. Genética 61 33 28

Como o KEGG tem sua propria anotacdo, fizemos uma reanotacdo das proteinas
preditas do genoma dos Tritryps. Para isso fizemos um Blastp das proteinas disponiveis no
TriTrypDB contra os clusters obtidos. Basicamente, para todas as vias do processamento da
informacdo genética, identificamos atividades enzimaticas ndo encontradas pelo KEGG
(tabela 8). A descricdo das atividades enzimaticas encontradas a mais pelo AnEnPi para cada

organismo estéo listadas na tabela 9.
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Tabela 8 — Quantidade de atividades enzimaticas identificadas em cada via do processamento da informacéo
genética. Aqui comparamos os dados armazenados no KEGG e os ECs encontrados pelo AnEnPi para cada um
dos Tritryps. Os mapas de referéncia sdo onde todos os ECs estdo representados de forma organismo-
independente.

Numero do Descricdo Map§1 d(_e T. cruzi T. cruzi_ T.brucei T. bruce_i L. major L. majo_r
Mapa (KEGG) Referéncia (KEGG) (AnEnPi) (KEGG) (AnEnPi) (KEGG) (AnEnPi)
Transcricao
map03020 RNA polimerase 1 1 1 1 1 1 1
Traducéo
Map00970 Biossintese de Aminoacil- 31 21 23 29 23 29 23

tRNA

Replicacdo e Reparo

map03030 Replicacdo de DNA 7 5 6 5 6 5 6

map03410 Reparo por excisdo de bases 14 7 9 7 9 7 9
Reparo por excisdo de

map03420 nucleotideos 6 4 5 4 5 4 5
map03430 Reparo de bases mal-pareadas 9 3 4 3 4 3 4
map03440 Recombinagdo Homoéloga 8 4 5 4 5 4 5
mMap03450 f}‘(‘)’r‘ﬁgfoggsex”emidades néo 8 3 7 3 7 3 7

Tabela 9 — Lista dos ECs a mais encontrados em cada via do processamento da informagdo genética. Destaca-se
a identificacdo pelo AnEnPi do EC 2.1.2.9 (Metionil-tRNA formiltransferase) para T. cruzi. O simbolo “---*
representa que para os organismos T. brucei e L. major tais atividades ja foram identificadas pelo préprio
KEGG, com entradas Tb11.01.7110 e LmjF32.2240, respectivamente, para cada enzima. A excecdo deste EC,
todos os outros encontrados pelo AnEnPi foram 0os mesmos para 0s trés protozoérios.

NUmero do T. cruzi T. brucei L. major

Descri¢do Mapa Descricéo EC

Mapa (KEGG) (AnEnPi) (AnEnPi) (AnEnPi)
Translation
mMap00970 Biogsinte_se de 2.1.29 - Metionil-tRNA formiltransferase
Aminoacil-tRNA 6.1.1.- 6.1.1.- 6.1.1.- O-Fosfoseril-tRNA Sintetase

Replication and Repair

Hidrolases agindo em anidridos

map03030 Replicagdo de DNA 3.6.1.- 3.6.1.- 3.6.1.- .
contendo fosforo
Man03410 Reparo por excisiode  3.1.-.- 3.1.-- 3.1.-- Hidrolases agindo em ligagao éster
P bases 3.1.11.2 3.1.11.2 3.1.11.2 Exodeoxiribonuclease 111
Reparo por excisdo de
map03420 nucleotideos 2.7.11.22 2.7.11.22 2.7.11.22 Quinase dependente de Ciclina
Reparo de bases mal- ) _ _ Hidrolases que agem em anidridos
map03430 pareadas 3.6.1. 3.6.1. 3.6.1. contendo fosforo
Recombinacéo
map03440 Homologa 3.1.-- 3.1.-- 3.1.-- Hidrolases agindo em ligag&o éster
27111 27111 27111 Serlnfa/treon_lna ndo-especifica
proteino-quinase
5 i DNA polimerase direcionada a
map03450 i‘;gﬁgrgglgggfm'dades 2777 2777 2777 DNA
3.1.-- 3.1.-- 3.1.-- Hidrolases agindo em ligacéo éster
4.2.99.- 4.2.99.- 4.2.99.- Outras Carbono-oxygénio liases
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Foi feito um diagrama de Venn destacando a quantidade de atividades enzimaticas
compartilhadas entre os trés microorganismos e as atividades Unicas de acordo com 0s
resultados do AnEnPi (fig. 9). Tal diagrama serviu para apoiar a decisdo na escolha de alvos
que possam servir, futuramente, para o desenvolvimento de novos farmacos, e que sejam
comuns aos trés microorganismos. Apés isso, com os dados da reanotacdo fizemos as

reconstrucgdes das vias do processamento da informacao genética nos Tritryps.

L. major

53

T. cruzi T. brucei

Figura 9 - Diagrama de Venn exibindo o nimero de atividades enziméaticas compartilhadas entre os Tritryps.
Amarelo, ECs Unicos de L. major; vermelho, ECs Unicos de T. cruzi; azul, ECs Unicos de T. brucei; abébora,
ECs compartilhados entre T. cruzi e T. brucei; verde, ECs compartilhados entre L. major e T. brucei; violeta,
ECs compartilhados entre T. cruzi e L. major; cinza, ECs comum a todos os Tritryps.

4.2. Reconstrucdo de vias do processamento de informacao genética dos Tritryps

A partir das informacdes de reanotacdo foi feita a reconstrugdo computacional onde
foram gerados novos mapas das vias de replicacdo e reparo, transcricdo e traducdo. Tais
mapas foram comparados com os mapas de referéncia do KEGG de cada protozoario,
destacando-se as diferencas entre as vias. A tabela 7 (pagina 43) descreve o niUmero de mapas
de cada via, bem como a quantidade de ECs nos mapas de referéncias, e a quantidade de
novas funcgdes identificadas pela nossa metodologia. A seguir estdo os 8 mapas gerados das
reconstrucdes das vias de processamento da informacdo genética para os trés organismos,

comparados com as atividades enziméticas encontradas no KEGG.
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4.2.1. RNA Polimerase

A figura 10 refere-se ao mapa das subunidades que compdem a RNA polimerase.
Porém essa enzima tem diferencas marcantes em relacdo a composicao de suas subunidades
dependendo do organismo: bactérias (procariotos), S. cerevisiae (eucarioto), e
arqueobactérias. Nesta figura o KEGG identificou 16 subunidades para os Tritryps nos
diferentes tipos de RNAP de eucariotos, enquanto que com a metodologia empregada foram
identificadas, além destas, as subunidades de RNAPs de procariotos e arquea, inclusive

algumas para eucariotos que antes ndo haviam sido identificadas.

| RNA POLYMERASE |

RNA polymerass (Thermus acquaticus) RNA polymerase Il (Saccharorayces cerevisise)
Bacterial Eukaryotic Pol II
—%— e | o | &5 | gf: B3 %| B4 BS kx| B6%| BIX
B3 x| BoXx| Blok| Biik| BI12
Archaeal Eukaryotic Pol III
f‘ :. D E E' H gf: C3 | c4 [ C5 [ Citk
K L M N C19%| C25 | c31 | C34
Eukaryotic Pol
—‘—:-T—E-ADIAMIMIAQIAFI

Figura 10 — Mapa das subunidades que comp8em a RNA polimerase em bactérias, eucariotos e arqueobactérias.
As caixas cinza representam as subunidades identificadas pelo AnEnPi para os trés protozodrios. As caixas
brancas sdo as que ndo foram identificadas nem pelo KEGG e nem pelo AnEnPi. (*) Subunidades da RNA
polimerase que 0 KEGG identificou para 0S Tritryps. Modificado de:
http://www.genome. jp/kegg/pathway/ko/ko03020.html.
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4.2.2. Biosintese de aminoacil-tRNAs

No mapa da biossintese de aminoacil-tRNAs (fig. 11), a maioria das atividades

enziméticas detectadas pelo KEGG foi identificada pelo AnEnPi para os Tritryps, com

excecdo da SepRS (tabela 10). Tal enzima ndo foi detectada para nenhum dos

microorganismos no KEGG, mas com a nossa metodologia empregada foi possivel detecta-la.
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Figura 11 — Mapa da biosintese dos aminoacil-tRNA. Estdo representadas as rea¢des de producdo dos 22
aminodacidos conhecidos atualmente, inclusive a selenocisteina e a pirrolisina. As caixas cinza sdo as enzimas
identificadas pelo AnEnPi para os trés protozoarios. As caixas brancas sdo as que ndo foram identificadas nem
pelo KEGG e nem pelo AnEnPi. (%) ECs que o KEGG identificou para os Tritryps. (%) EC identificado pelo
KEGG para L. major e T. brucei. Modificado de: http://www.genome.jp/kegg/pathway/map/map00970.html.
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A atividade enzimatica classificada pelo EC 2.1.2.9 (metionil-tRNA formiltransferase)
somente havia sido identificado pelo KEGG para L. major e T. brucei. Ap0s a anotacédo
realizada com o AnEnPi foi possivel identifica-la também para T. cruzi.

Tabela 10 — Descricdo das atividades enzimaticas destacadas no mapa da biossintese de aminoacil-tRNA. (*)
Esse EC foi atualizado para 2.9.1.2. (1) Esse nome foi substituido pelo EC 6.1.1.27. Ima, L. major; tbr, T. brucei.

EC Definicéo KEGG ANnENPI
SepRS § O-fosfoseril-tRNA sintetase
2.1.2.9  Metionil-tRNA formiltransferase X (Ima e thr)
2.9.1.- * O-fosfo-L-seril-tRNASec:L-selenocisteinil-tRNA sintase X
6.1.1.1  Tirosil-tRNA sintetase X
6.1.1.2  Triptofanil-tRNA sintetase X
6.1.1.3  Treonil-tRNA sintetase X
6.1.1.4  Leucil-tRNA sintetase X
6.1.1.5 Isoleucil-tRNA sintetase X
6.1.1.6  Lisil-tRNA sintetase, classe | X
6.1.1.7  Alanil-tRNA sintetase X
6.1.1.9 Valil-tRNA sintetase X
6.1.1.10 Methionil-tRNA sintetase X
6.1.1.11 Seril-tRNA sintetase X
X
X
X
X
X
X
X
X
X
X

6.1.1.12 Aspartil-tRNA sintetase

6.1.1.14 Glicil-tRNA sintetase cadeia alpha
6.1.1.15 Prolil-tRNA sintetase

6.1.1.16 Cisteinil-tRNA sintetase

6.1.1.17 Glutamil-tRNA sintetase

6.1.1.18 Glutaminil-tRNA sintetase

6.1.1.19 Arginil-tRNA sintetase

6.1.1.20 Phenilalanil-tRNA sintetase cadeia alpha
6.1.1.21 Histidil-tRNA sintetase

6.1.1.22 Asparaginil-tRNA sintetase

X X X X X X X X X X X X X X X X X X X X X X X
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4.2.3. Replicacdo de DNA

Na replicacdo de DNA, o KEGG identificou para os 3 protozoarios a maioria das
subunidades das principais enzimas encontradas em eucariotos. A DNA polimerase, principal
enzima do processo, tem diferencas marcantes em relacdo a composicdo de suas subunidades
dependendo do organismo. Com o AnEnPi foram identificadas além destas, algumas outras de
procariotos (fig. 12). A descricdo completa de cada uma das subunidades do mapa de
replicacdo do DNA encontra-se na tabela 11. A subunidade RNaseH2B, que faz parte da
RNaseH1, foi identificada para T. cruzi somente pelo KEGG, ndo sendo identificada pela

metodologia empregada neste trabalho.

DNA REPLICATION
Replication complex (Prokaryotes)

5
lagging strand RNase H/poll

DNA ligase \ »

3 \ ]éimfm& primer DNA polymerase 11T holoenzyme
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;]
/ T J pol Il core
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clamp [ ¥ 5 18 complex
[e | x1[s

» helicase primase
5 . [DnaB] [DmG] [SSB ]
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DNA polymerase I DNA ligase
DNA polymerase [11 holoenzyme SSB helicase [RNaseH Dpol Lig
* *

DNA pols i
Replication complex (Eukaryotes) polymerase -primase complex

[t T o2 [pal [ P2}
* * x

RNase HI or Dna2 DNA polymerase § complex

50
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3 \ Gapfilling * *
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compléx DNA polymersse = complex

ENL,
DNAngil \ /chmr [ [ 2 [ & [ @]
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complex o[ Memd | Mors | |[RFAZA
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P— -
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. i %! , clamp
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complr T Drad | [Reih|RedE R

L

DNA higase
Iﬁf_‘l

Figura 12 — Mapa da replicacdo de DNA representando as principais enzimas e suas subunidades tanto em
procariotos como em eucariotos. As caixas cinza sdo as subunidades identificadas pelo AnEnPi para os trés
protozoarios. As caixas brancas sdo as que ndo foram identificadas nem pelo KEGG e nem pelo AnEnPi. ()
Subunidades que o KEGG identificou para os Tritryps. (%) Esta subunidade foi identificada para T. cruzi
somente pelo KEGG. Modificado de: http://www.genome.jp/kegg/pathway/ko/ko03030.html.
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Tabela 11 — Definicdo das siglas das enzimas e subunidades do mapa da replicacdo de DNA e seus respectivos
ECs, caso possuam. tcr, T. cruzi.

Sigla Defini¢ao EC KEGG AnENPi
Procariotos
2777 X
Cerne Pol Il ¢ 2177 X
27177 X
vy&t 2.1.7.7 X
Pol 111 ] 2777 X
’ 27177 X
Complexo y8 2777 X
) 27177 X
% 27.7.7 X
DnaB DNA helicase 3.6.1.- X
DnaG Dna primase 2.7.7.- X
RNaseH Ribonuclease HI 3.1.26.4 X X
Dpol DNA polimerase | 2.7.7.7 X X
Eucariotos
Complexo ol Subunidade A 2.1.7.7 X X
Pol o a2 Subunitdade B _
: Pril DNA primase subunidade menor 2.7.7.- X X
primase Pri2 DNA primase subunidade maior 2.7.7.- X X
51 Subunidade 1 27177 X X
Complexo 82 Subunidade 2 X
Pol & 83 Subunidade 3
84 Subunidade 4
el Subunidade 1 27177 X X
Complexo €2 Subunidade 2 2.1.7.7 X X
Pol ¢ €3 Subunidade 3 27177 X
&4 Subunidade 4 2777 X
Mcm2 Minichromosome Maintenance Proteina 2 X
Mcm3 Minichromosome Maintenance Proteina 3 X
Complexo Mcm4 Minichromosome Maintenance Proteina 4 X
MCM . . .
(helicase) Mcm5 M!n!chromosome Ma!ntenance Protel,na 5 X
Mcm6 Minichromosome Maintenance Proteina 6 X
Mcm7 Minichromosome Maintenance Proteina 7 X
RFA1 Fator de Replicagdo Al X
RPA RFA2/4 Fator de Replicagdo A2 X
RPA3 Fator de Replicagdo A3 X
PCNA Proliferating Cell Nuclear Antigen X
Clamp RFC1 Fator de Repl?cagéo C Subun?dade 1 X
loader RFC2/4 Fator de Replicacdo C Subunidade 2/4 X
RFC3/5 Fator de Replicacdo C Subunidade 3/5 X
Dna2 Dna2 helicase ATP-dependente 3.6.1.- X
RNaseH2A Ribonuclease H2 Subunidade A 3.1.26.4 X (ter) X
RNaseH1 RNaseH2B Ribonuclease H2 Subunidade B
RNaseH2C Ribonuclease H2 Subunidade C
Fenl Flap endonuclease-1 KR X X
Ligl DNA ligase 1 6.5.1.1 X X

49



4.2.4. Via de reparo por excisdo de bases

A maioria das proteinas envolvidas nos dois tipos de via de excisdo de bases (curto e
longo) néo foi identificada pelo KEGG. Muitas reagGes apresentavam muitas lacunas. Apesar
de tal fato, o AnEnPi conseguiu detectar um numero maior de proteinas, cerca de 35,
enquanto que o KEGG identificou cerca de 22 (fig. 13). A tabela 12 tem a descricdo das

enzimas, bem como das subunidades encontradas em tal mapa.

| BaSE ExcISION REPARR |
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Figura 13 - Mapa da via de reparo por excisdo de bases. As principais enzimas e suas subunidades tanto em
procariotos como em eucariotos e em ambos 0s tipos (longo e curto), estdo representadas. As caixas cinza sdo as
proteinas identificadas pelo AnEnPi para os trés protozoarios. As caixas amarelas representam proteinas
identificadas pelo AnEnPi somente para L. major enquanto que caixas abéboras somente para T. brucei e T.
cruzi. As caixas brancas sdo as que ndo foram identificadas nem pelo KEGG e nem pelo AnEnPi. (%)
Subunidades que o KEGG identificou para os Tritryps. (%) Proteina identificada no KEGG somente para T.
cruzi e T. brucei. (*) Proteina identificada pelo KEGG somente para L. major. Modificado de:
http://www.genome.jp/kegg/pathway/ko/ko03410.html.
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A proteina PARP, presente nos complexos de excisao de bases da via curta e longa, foi
identificada tanto pelo KEGG quanto pelo AnEnPi somente para T. cruzi e T. brucel, ja a
proteina AIKA foi identificada somente para L. major com ambas as metodologias.

Tabela 12 — Descrigdo e o EC correspondente das enzimas e/ou subunidades enzimaticas encontradas no mapa

da via de reparo por excisdo de bases tanto pelo KEGG como pelo AnEnPi. Ima, L. major; tcr, T. cruzi; tbr, T.
brucei.

Sigla Descricao EC KEGG  AnEnNPi
Procarioto
Fpg Formamidopirimidina-DNA glicosilase 3:2:2.23 X
4.2.99.18 X
Nei Endonuclease VIII S22 X
4.2.99.18 X
Xth Exodeoxiribonuclease 111 3.1.11.2 X
Dpol DNA polimerase | 2.17.7.7 X X
Lig DNA ligase 6.5.1.1 X X
AIKA DNA-3-metiladenina glicosilase 11 32221 X (Ima) X (Ima)
Rec) Exonuclease especifica de fita simples de DNA 3.1.-- X
Eucarioto
0GG1 N-glicosilase/DNA liase 3.2.2.-14299.18 X X
NTH Endonuclease Il 4.2.99.18 X X
NEIL1 Endonuclease VIlI-tipo 1 3.2.2.-/4.2.99.18 X
NEIL2 Endonuclease VIlI-tipo 2 3.2.2.-/4.2.99.18 X
APE1 AP endonuclease 1 4.2.99.18 X X
APE2 AP endonuclease 2 4.2.99.18 X
Lig3 DNA ligase 3 6.5.1.1 X
UNG Uracil-DNA glicosilase 3.2.2.- X X
MUTY Glicosilase especifica de A/G 3.2.2.- X X
MBD4 Methyl-CpG-binding domain protein 4 3.2.2.- X
TDG/MUG Familia da proteina TDG/mug DNA glicosilase 3.2.2.- X
MPG DNA-3-metiladenina glicosilase 32221 X
SMUG1 Zilr;gées-ilsgznd Selective Monofunctional Uracil DNA 329.- X
polp DNA polimerase subunidade beta 27.7.714299.- X X
polx DNA polimerase subunidade lambda 2.7.7.714.2.99.- X
PCNA Proliferating Cell Nuclear Antigen --- X
pold DNA polimerase subunidade delta 1 2777 X X
pole DNA polimerase subunidade epsilon 1 2.7.7.7 X X
Fenl Flap endonuclease-1 KR X X
Ligl DNA ligase 1 6.5.1.1 X X
APEX AP endonuclease 1 4.2.99.18 X
PARP poli[ADP-ribose]polimerase 2.4.2.30 X (tbretcr) X (tbretcr)
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4.2.5. Via de reparo por excisdo de nucleotideos

Existem dois tipos de reparos por excisao de nucleotideos com grande diferenca entre
eles, sendo um de procarioto e o outro de eucarioto. Cerca de 19 subunidades protéicas desta
via de reparo ja haviam sido identificados pelo KEGG para os Tritryps. Entretanto, o
programa AnEnPi detectou algumas das subunidades antes ndo identificadas (fig. 14). As

enzimas que atuam em tal via e identificadas por ambos os sistemas estdo descritas na tabela
13.

A proteina ERCC1 (DNA excision repair protein ERCC-1), que faz parte do complexo
ERCC1-XPF e atua para que haja a excisdo de bases erradas quando se liga ao TFIIH, foi

identificada em T. cruzi e T. brucei somente pelo KEGG.
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I NUCLEOTIDE EXCISION REPAIR

Prokaryofic type Eukaryotic type
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Figura 14 - Mapa da via de reparo por excisdo de nucleotideos. As caixas cinza sao as subunidades identificadas pelo AnEnPi para os trés protozodrios. As caixas brancas sdo as que
ndo foram identificadas nem pelo KEGG e nem pelo AnEnPi. () Proteinas que o0 KEGG identificou para os Tritryps. (%) Proteinas detectados somente em T. brucei e T. cruzi, pelo
KEGG. Modificado de: http://www.genome.jp/kegg/pathway/ko/ko03420.html.
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Tabela 13 — Enzimas encontradas tanto pelo KEGG como pelo AnEnPi na via de reparo por excisdo de
nucleotideos. ter, T. cruzi; tbr, T. brucei.

Sigla Descricdo EC KEGG  AnEnPi
Procarioto

MFD DNA helicase 11 / DNA helicase PcrA ATP-dependente 3.6.1.- X
Dpol DNA polimerase | 2.1.7.7 X X
Lig DNA ligase (ATP) 6.5.1.1 X X
UVRD DNA helicase Il / DNA helicase PcrA ATP-dependente 3.6.1.- X
Eucarioto

RBX1 Proteina RING-box 1 --- X

XPC Xeroderma Pigmentosum Group C-Complementing Protein  --- X

HR23B UV excision repair protein RAD23 - X

CsSB Proteina de reparo por excisdo de DNA ERCC-6 X

CDK7  Quinase dependente de ciclina 7 2.7.11.22 X
XPB Proteina de reparo por excisdo de DNA ERCC-3 3.6.1.- X X
XPD Proteina de reparo por excisdo de DNA ERCC-2 3.6.1.- X X
TFIIH2 Fator de iniciacdo da transcricdo TFIIH subunidade H2 X

TFIIH4 Fator de iniciacdo da transcricdo TFIIH subunidade H4 X (tbr e tcr)
XPG Proteina de reparo por excisdo de DNA ERCC-5 X

RPA Fator de replicacdo Al X

XPF Proteina de reparo por excisdo de DNA ERCC-4 3.1.-.- X X
ERCC1 Proteina de reparo por excisdo de DNA ERCC-1 X (tbr e tcr)
pold DNA polimerase subunidade delta 1 2.7.7.7 X X
pole DNA polymerase subunidade epsilon 1 2.7.7.7 X X
PCNA  Proliferating Cell Nuclear Antigen X

RFC Fator de replicacdo C subunidade 1 X

Ligl DNA ligase 1 6.5.1.1 X X
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4.2.6. Via de reparo por mal-pareamento de bases

Muitos dos componentes identificados pelo KEGG na via de reparo por mal-

pareamento ndo foram detectados pelo AnEnPi. O KEGG identifica cerca de 13 proteinas

para esta via de reparo, enquanto que com a metodologia empregada foram detectadas 7

proteinas, sendo que trés destas sdo “novas” (UVRD, Dpolll e Recl) (fig. 15). Os

componentes identificados por ambos e que atuam em tal via estdo descritos na tabela 14.

| MISMATCH REPAIR |

Prokaryotic type Eukaryotic type
MWispair DNA Mhispair DNA
Cls / CHs
5 : 3 Teraplate strand 5 3
3 ' 5 Daughter strand k2 ' \ 5
Ilismatch recognition Misratch recognition nick
IutS Major coraponents in cells
Ivhutl MutLe [ PMS2 [ MLHL e
MutSe. | MSHs | MSH2 |
PCNA&
oo v CF
30 . - % Mutle | MLHI | PMS2
Lol * MutSp [ MSH2 | MSH3 [k
Incision
MLHIMILH3 [ MLHI | MLH3
MutH ¢ * * MutSp | MSH2 | MSH3 |k
. v PCNA&
5 O s OB . 5 RFC .
| 8 | @
Tvintl 3 \ 5
Mus ¥ N Mufl
Helicase I Excision Exonucleases homolog Excision homolog
*
c C
P P ; .
3 Helicase IT ' 5 3 - 5
\ Exonuclease \*
DN re-synthesis DNA re-symthesis Exonuclease
l %[5 l I
ofs SSB ot
5 OOOS 3 5 OOOOOD
3" 5 3 ' =)
ation DN4pol il igation
te Toloerayae e DN Apolymerase 5
¥ [ | l w [t ] l
5 Cle Chs . ; .
. Lig - . Ligl o
? cls cls 3 3 5
(Escherichia coli) (Human)

Figura 15 — Via de reparo por mal-pareamento de bases para procariotos e eucariotos. As caixas cinza sdo as
proteinas identificadas pelo AnEnPi para os trés protozoarios. As caixas brancas sdo as que ndo foram
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Tabela 14 — Enzimas, seus ECs e as proteinas encontradas tanto pelo KEGG como pelo AnEnPi na via de reparo
por mal-pareamento de bases.

Sigla Descricao EC KEGG  AnENPi
Procariotos

UVRD DNA helicase 11 / DNA helicase PcrA ATP-dependente  3.6.1.- X
RecJ Exonuclease especifica de DNA fita simples 3.1.-.- X
Dpolll DNA polimerase 111 subunidade alpha 2.7.1.7 X
Lig DNA ligase (ATP) 6511 X X
Eucariotos

MLH1 Proteina de reparo de bases mal-pareadas MLH1 X

MSH?2 Proteina de reparo de bases mal-pareadas MSH2 X

MSH3 Proteina de reparo de bases mal-pareadas MSH3 X

MLH3 Proteina de reparo de bases mal-pareadas MLH3 X (tbr e tcr)
Exol Exonuclease 1 3.1-- X X
pold DNA polimerase subunidade delta 1 2777 X X
RPA Fator de replicagdo Al X

Ligl DNA ligase 1 6.5.1.1 X X

4.2.7. Via de recombinacdo homologa

O KEGG apresenta 10 proteinas identificadas para os Tritryps na via de recombinacgao
homologa, 3 delas ndo identificadas pelo AnEnPi (Mrell, RPA e Rad51). JA4 o AnEnPi
identificou 11 proteinas, e destas 4 ndo haviam sido detectadas anteriormente pelo KEGG
(RecJ, PriA, Dpolll e RecG). Estas proteinas estdo assinaladas na figura 16. Os componentes
identificados por ambos e que atuam nessa via estdo descritos na tabela 15 e com seus
respectivos ECs, caso possuam.
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Figura 16 - Via de recombinacdo homologa de procariotos e eucariotos. (%) ECs que o KEGG identificou para os Tritryps. As caixas cinza sdo as proteinas identificadas pelo
AnEnPi para os trés protozoarios. As caixas brancas sdo as que ndo foram identificadas nem pelo KEGG e nem pelo AnEnPi. Modificado de:
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Tabela 15 — Enzimas e/ou proteinas encontradas pelo AnEnPi e pelo KEGG na via de recombinagdo homoéloga.

Sigla  Definic¢éo EC KEGG AnENPI

Procariotos

RecJ  Exonuclease especifica de DNA fita simples 3.1.-.- X

Dpol  DNA Polimerase | 2177 X X

Dpolll DNA Polimerase 11l Subunidade Alpha 2.7.1.7 X

RecG  DNA Helicase RecG ATP-dependente 3.6.1.- X
. Proteina primossomal N' (Fator de replicacéo Y)

PriA (Superfamilia Il Helicase) 36.1- X

Eucariotos

RAD50 Proteina de reparo de DNA RAD50 36.-.- X X

Mrell Proteina de reparo de quebras em fita-dupla MRE11 --- X

RPA  Fator de replicacdo Al X

Rad51 Proteina de reparo de DNA RAD51 X

Proteina de reparo de DNA e recombinacdo RAD54

Rads4 proteina tipo-RAD54 361- X X

pold DNA polimerase subunidade delta 1 2.7.7.7 X X

BLM  Bloom Syndrome Protein 36.1- X X

TOP3 DNA Topoisomerase IlI 599.1.2 X X

4.2.8.Via de reparo de juncdo de pontas ndo homologas

A figura 17 representa a via de reparo de juncdo de pontas ndo homologas onde o
KEGG tem relatado 6 enzimas para os Tritryps, 3 ndo encontradas pelo AnEnPi (Ku70, Ku80
e Mrell). J& o AnEnPi identificou 10 proteinas para os trés protozoarios, sendo 7 destas ndo
detectadas anteriormente para nenhum deles pelo KEGG (Artemis, DNAPKcs, poly, polA,

pol4, Dnl4 e Lig4). A tabela 16 tem a descricdo dessas enzimas.
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Figura 17 — Mapa da via de reparo de juncdo de pontas ndo-homdlogas. O mapa exibe as diferengas entre
procariotos e eucariotos, e neste Ultimo caso a diferenca entre S. cerevisiae e outros mamiferos. (%) ECs que o
KEGG identificou para os Tritryps. As caixas cinza sdo as proteinas identificadas pelo AnEnPi para os trés
protozodrios. As caixas brancas sao as que ndo foram identificadas nem pelo KEGG e nem pelo AnEnPi.
Modificado de: http://www.genome.jp/kegg/pathway/ko/ko03450.html.
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Tabela 16 — Descrigdo das enzimas e proteinas identificadas pelo AnEnPi e KEGG na via de juncdo de pontas
ndo homdlogas.

Sigla Descricdo EC KEGG AnEnPi
Procariotos

Lig DNA ligase (ATP) 6.5.1.1 X X
Eucariotos

Ku70 DNA helicase 2 dependente de ATP subunidade 1 X
Ku80 DNA helicase 2 dependente de ATP subunidade 2 X
Rad50 Proteina de reparo de DNA RAD50 3.6.-.- X X
Mrell Proteina de reparo de quebras em fita-dupla MRE11 X

Artemis  DNA cross-link repair 1C protein 3.1.-.- X
DNAPKcs Proteino-quinase dependente de DNA subunidade catalitica 2.7.11.1 X
Pol4 DNA polimerase 1V 2.71.7.7 X
Rad27 Flap endonuclease-1 3.--- X X
polx DNA polimerase subunidade lambda ‘212597_ X
polu DNA polimerase subunidade mu 2.7.1.7 X
Dnl4 DNA ligase 4 6.5.1.1 X
Lig4 DNA ligase 4 6.5.1.1 X

4.3. Analise dos analogos funcionais entre Tritryps e humanos e buscas por estruturas
tridimensionais

Para a selecdo de andlogos funcionais que possam ser candidatos a alvos terapéuticos,
fizemos uma busca pelo que chamamos de analogia intergendmica, onde comparamos as
estruturas primarias das enzimas dos Tritryps com as humanas (sempre para um mesmo EC).
O termo “analogia intergendmica” refere-se aos casos de analogia encontrados entre uma
sequéncia de um determinado organismo “X” e outra com a mesma fun¢do de um organismo
“Y”. Procuramos pelas sequéncias de cada Tritryp e de humano, com o mesmo EC,
assinaladas em 2 clusters distintos. Identificamos, nessas vias, 3 possiveis casos descritos na
tabela 17.

Tabela 17 - ECs identificados como analogos funcionais, representando estes as enzimas que servirdo de
possiveis alvos para desenvolvimento de farmacos. O “X” marca em que organismo este EC foi encontrado.

ECs Descrigéo Via TCR TBR LMA
Anélogos
3.1.11.2 Exodeoxyribonuclease 111 Basieep);'rs'on X X X
3.2.2.91 DNA-3-methyladenine Base excision «
glycosilase I repair
6.11.- 0-phosphoseryl-tRNA Aml_noacyl-tF\_’NA X N X
synthetase biosynthesis

60



Nenhum desses analogos funcionais tinha estrutura resolvida para nenhum dos
Tritryps no banco de dados PDB, porém apresentam estruturas resolvidas para enzimas de
outros organismos. Por isso, optamos por fazer uma modelagem por homologia utilizando o
MHOLIine. Os ECs 3.1.11.2 e 3.2.2.21 tinham estruturas resolvidas para humanos.

4.4. Modelagem por homologia dos analogos funcionais sem estrutura resolvida em
bancos de dados

Foi gerado um modelo da enzima O-fosfoseril-tRNA sintetase (EC: 6.1.1.-) de T.
brucei, com atividade enzimatica inferida através do AnEnPi, por modelagem comparativa
utilizando o portal MHOLIline. O MHOLIline possui uma classificacdo para a qualidade do
modelo gerado baseando-se no percentual de identidade no alinhamento entre as sequéncias
primérias do modelo a ser gerado e do molde escolhido para modelagem comparativa (tabela
18). A sequéncia de T. brucei se enquadrou na classificagao “Qualidade Média para Boa”, isto
¢, com uma identidade variando de 35% a 50% no alinhamento entre as sequéncias. Além da
identidade, o0 MHOLIine também leva em consideracdo a cobertura deste alinhamento. Para
isso, calcula-se o Indice de Variacdo do Tamanho (LVI), um pardmetro designado pelo
proprio MHOLLIline onde um LVI menor ou igual a 0.1 equivale a uma cobertura maior igual a
90%. No caso da sequéncia de T. brucei, o LVI encontra-se na classificacdo de menor ou

igual a 0,3.

Tabela 18 — Agrupamento feito pelo MHOL line levando em conta o percentual de identidade e o LVI. O LVI é
um valor que o MHOLine calcula e utiliza para expressar valores de cobertura (um LVI < 0.1 é equivalente a
uma cobertura > 90%). Modificado de: http://www.mholline.Incc.br/index.php?pag=2.

| Qualidade | Identidade [ LVI |
|1.Muito alta [ >75% [ <0.1 |
2.Alta [ >50% e < 75% [ <0.1 |
3.Boa [ >50% | >01e<03 |
4.Média paraboa || >35% e < 50% [ <03 |
|5.Média para baixo | >25% e < 35% [ <0.3 |
16.Baixo [ >25% | >03e<05 |
[7.Muito baixo [ >25% | >05e<07 |
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A figura 18A exemplifica tal modelo de T. brucei comparado com um modelo obtido
no PDB de Escherichia coli (figura 18B) para esta atividade enzimatica. As sequéncias destes
organismos se alocaram em grupos diferentes, sendo, portanto, consideradas como um
possivel caso de analogia. A figura 19 representa o grafico de Ramachandran do modelo
gerado pelo MHOLIine para a sequéncia de T. brucei. Alguns aminoacidos se encontram na
zona proibida devido a qualidade do modelo gerado. N&o foi possivel fazer um alinhamento

estrutural entre esses dois modelos uma vez que suas estruturas sdo muito distintas.

Figura 18 - Modelo 3D do analogo de 0-phosphoseryl-tRNA synthetase (EC: 6.1.1.-). (A) Modelo de T. brucei
(Th927.8.5330) obtido pelo MHOLIline. (B) Modelo obtido do PDB (id: 2ZLZ) de Escherichia coli.
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Figura 19 — Gréafico de Ramachandran do modelo de O-fosfoseril-tRNA sintetase (EC: 6.1.1.-) gerado pelo
MHOLIline para a sequéncia de T. brucei.
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5. Discussao

5.1. Genomas, vias de processamento de informacéo genética e analogos funcionais

O genoma tem seu funcionamento dependente da eficiéncia e da exatiddo da
replicacdo do DNA, bem como de seu reparo. Através de uma série de interacGes complexas,
0 genoma é transcrito e boa parte traduzido, sendo utilizado para, principalmente, produzir
todas as proteinas do organismo. Tais moléculas formam a estrutura do organismo, ou
participam de reacOes necessarias a manutencdo da sobrevivéncia desse organismo. Por estas
raz0es as vias de replicacéo, transcri¢do e tradugédo, consideradas como algumas das vias de
processamento da informacdo genética, compreendem alguns dos processos de maior
importancia para a sobrevivéncia do organismo e da espécie (Pavlov et al., 2006; Lewin,
2004) e por isso, foram escolhidas como alvos desse estudo.

Apesar do genoma dos Tritryps estar sequenciado desde 2005 (lvens et al., 2005;
Berriman et al., 2005; El-Sayed et al., 2005a) e com todos 0s cromossomos bem
caracterizados (exceto T. cruzi devido ao alto grau de repeticdo no genoma), algumas das vias
de processamento da informagdo genética ainda continuam com algumas "lacunas" (gaps)
(Klingbeil et al., 2007). A reconstrucdo desses processos representa uma nova caracterizacao
a respeito dessas vias, as quais, apesar dos recentes esforgos, ainda continuam pouco
conhecidas. Para a sua reconstrucdo foi utilizada uma abordagem de anotacéo por analogia
funcional. Analogos funcionais séo enzimas que, mesmo com pouca ou nenhuma similaridade
significativa ao nivel de sua seqiiéncia priméaria (que se reflete nas diferencas entre suas
estruturas 3D), sdo responsaveis por catalisarem a mesma reagdo em diversos processos
bioldgicos (Galperin et al., 1998). Por este motivo, esforcos recentes tém sido propostos para
tentar fazer anotacGes funcionais baseados em enzimas analogas visando um melhor
entendimento das vias bioldgicas (Otto et al., 2008; Guimaraes et al., 2008; Alves-Ferreira et
al., 2009). A inferéncia de funcgéo, se feita somente por similaridade de sequéncia, pode ser

insuficiente uma vez que analogos funcionais ndo sao detectados por tais metodologias.

5.2. O banco de dados KEGG e a classificacdo funcional de atividades enzimaticas

O KEGG arquiva genomas individuais, produtos génicos e suas funcdes, mas o seu
diferencial fundamental est4 na sua integracdo de informagfes bioquimicas e genéticas (Lesk,
2008), sendo considerado um dos bancos de dados mais utilizados para consulta de mapas de
vias bioquimicas. Apesar de ndo ser organismo-especifico ele armazena um amplo nimero de
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dados de muitos organismos, além de ser curado manualmente de acordo com a literatura
(Kanehisa et al., 2008; Bauer-Mehren et al., 2008). Cada mapa de referéncia pode ser
visualizado como uma rede de enzimas ou uma rede de ECs interconectados. Isso geralmente
ocorre para aquelas proteinas com alguma funcdo enzimatica determinada. Quando ndo ha um
EC relacionado para uma determinada proteina, 0 KEGG geralmente assinala a sigla desta
proteina, por exemplo. Uma vez identificados os genes que codificam enzimas em um
genoma, 0s numeros de EC sdo devidamente atribuidos por homologia. Assim, vias
organismo-especificas podem ser reconstruidas computacionalmente, correlacionando esses
genes com seus produtos (enzimas) nas vias de referéncia depositadas no KEGG de acordo
com seus ECs (Kanehisa & Goto, 2000).

Uma das classificacfes funcionais mais utilizadas para proteinas € o EC, que esta
basicamente ligado a atividade enzimatica. De fato, tal classificacdo se aplica somente a
enzimas (Whisstock & Lesk, 2003). A metodologia aplicada utiliza a ferramenta AnEnPi na
busca de enzimas analogas comparando sequéncias primarias de enzimas anotadas com um
mesmo EC (Otto et al., 2008). Por isso todas as sequéncias obtidas no KEGG, sem esse
numero, ndo foram processadas pela ferramenta. Para as vias de replicacdo e reparo,
transcricdo e traducdo, o KEGG tinha disponivel 10 mapas, sendo somente 8 com ECs
relacionados, e portanto, somente estes foram analisados pelo AnEnPi. Os outros dois mapas
remanescentes consistiam em mapas de fatores de transcricdo (map03022) e 0 mapa com as
proteinas ribossomais e 0s rRNAs (map03010), os quais ndo possuem atividades enzimaticas
descritas. A auséncia de atividades enzimaticas descritas no KEGG ndo significa a
inexisténcia destas, mas sim, a ndo atribuigdo feita pelo KEGG. A cada dia, novas atividades
enzimaticas e até mesmo vias inteiras sdo adicionadas a base de referéncia deste banco. Neste
trabalho, foi utilizada uma versao que ndo continha atividades descritas para tais mapas, mas

no futuro esse quadro pode mudar com a incorporacgao de novas fungdes enzimaticas.

Para a clusterizacdo, juntamos as sequéncias anotadas com o mesmo EC a partir dos
952 arquivos iniciais em um mesmo arquivo fasta para cada EC e retiramos aquelas com
menos de 100 amino&cidos que podem representar fragmentos protéicos. Utilizando um score
de 120 (e-value < 10®) as sequéncias foram agrupadas no mesmo cluster caso o score do
alinhamento fosse maior que este valor, e abaixo disso ficavam em clusters separados. Esse
score foi baseado em estudo anterior (Galperin et al., 1998), onde se concluiu que com este
valor se poderia separar sequéncias com estruturas 3D distintas. Apds isso, os ECs com

apenas 1 cluster foram descartados, pois segundo a metodologia utilizada, sequéncias de
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proteinas definidas como anélogas eram aquelas com o mesmo EC, mas com sequéncias

identificadas em clusters distintos.

O KEGG faz sua propria anotacdo onde genes de genomas completos sdo anotados
com um EC. Como a metodologia do KEGG néo ¢é clara isso faz com que a comparagdo de
dados se torne uma tarefa dificil. Por isso optamos por fazer uma anotacdo independente das
atribuicbes de funcdes feitas pelo KEGG. Além disso, erros de anotacdo que poderiam

“contaminar” as analises foram levados em conta na decisdo de anotar os trés organismos.

A partir da nova anotacdo das proteinas preditas nos genomas dos Tritryps feita com o
AnEnNPi, foi possivel inferir novas fungdes nao detectaveis pelo sistema do KEGG nas vias
em questdo. Utilizando um e-value bastante restritivo de 10%°, foram identificadas em
praticamente todas as vias mais enzimas que no KEGG (tabela 7), evidenciando que a
metodologia de anotagdo empregada neste trabalho se mostrou bastante eficiente. Com essas
informacoes, foram reconstruidas algumas das vias de processamento da informagdo genética.
A escolha do ponto de corte utilizado no parametro e-value vai de acordo com dados de
projetos de anotacdo para diferentes organismos (Elsik et al., 2006). Dados ndo mostrados
neste trabalho indicaram que e-values mais restritivos, como 10 e 10®° nio obtiveram

resultados tao distintos.

No mapa das subunidades que compdem a RNA polimerase (fig. 10), ficaram
coloridas aquelas caixas que tinham um EC relacionado no mapa de referéncia quando feita a
comparagdo das atividades enzimaticas que detectamos contra o mapa de referéncia do
KEGG. Algumas subunidades ndo foram identificadas pelo AnEnPi uma vez que estas nao
possuiam ECs relacionados nos mapas de referéncia no KEGG. Apesar disso, quando
analisados os organismos-especificos presentes no banco de dados, foi possivel identificar tais
subunidades, provavelmente por terem sido identificados no préprio projeto genoma de cada
organismo. Sendo assim, o KEGG leva em conta as anotacBes atribuidas para cada
organismo. Como a reconstrucdo das vias foi feita com base nos mapa de referéncia, tais

subunidades ndo foram detectadas.

A SepRS (atualmente designada pelo EC 6.1.1.27), foi uma enzima ndo detectada
anteriormente pelo KEGG no mapa da biossintese de aminoacil-tRNA (fig. 11). Essa enzima
liga a O-fosfoserina, um precursor do aminoacido “original” cisteina, ao tRNAS®. Apés isso a
O-fosfoseril-tRNA®™ é convertida em cisteinil-tRNA®* pela enzima SepCysS (EC: 2.5.1.73).
Essa formacdo alternativa de Cis-tRNA®®, até o momento, somente foi detectada em

arqueobactérias metanogénicas, onde em algumas espécies falta a enzima da via direta de
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producdo de Cis-tRNAC®, a cisteinil-tRNA sintetase (EC: 6.1.1.16) (Fukunaga & Yokoyama,
2007; Hauenstein & Perona, 2008). Apesar de identificarmos a SepRS para os Tritryps, ndo
conseguimos no entanto identificar a segunda enzima que completa a formacéo alternativa de
Cis-tRNAC", podendo este fato ser explicado por essa via ser basicamente essencial a
arqueobactérias que ndo possuem a via direta de formacéo, o que ndo ocorre nos Tritryps (El-
Sayed et al., 2005a; Ivens et al., 2006; Berriman et al., 2005).

A enzima metionil-tRNA formiltransferase (EC: 2.1.2.9), que também faz parte do
mapa da biossintese de aminoacil-tRNA, é a responsavel por adicionar o radical formil ao
tRNAM® servindo como tRNA iniciador da cadeia polipeptidica durante a traducio em
bactérias. Ja em eucariotos, essa enzima tem essa mesma funcao, porém esse tRNA iniciador
atua na traducdo em mitocondrias (Lewin, 2009). Isso ocorre uma vez que mitocondrias tém
origem evolutiva bacteriana, e seu sistema de traducdo segue, portanto, 0 modelo bacteriano.
A presenca da metionil-tRNA formiltransferase foi detectada para os trés protozoarios com o
AnENPi, porém o KEGG ndo conseguiu identifica-la para T. cruzi. No DNA mitocondrial
desses microorganismos (KDNA), geralmente ndo ha a ocorréncia de genes de tRNAs, sendo
estes exclusivamente importados do citoplasma e sendo codificados principalmente no DNA
nuclear (Charriére et al., 2005; Adhya, 2008; Vickers et al., 2009). Como os dados gendmicos
dos organismos obtidos neste trabalho sdo provenientes do DNA genémico nuclear, possiveis

enzimas codificadas pelo DNA mitocondrial ndo foram analisadas.

A maioria das subunidades com ECs relacionados esperadas para 0s eucariotos na via
de Replicacdo de DNA (fig. 12) foram detectadas pelo AnEnPi para os Tritryps. Para as
demais subunidades que ndo foram identificadas 0 KEGG néo atribuiu ECs as mesmas. Além
das subunidades de eucariotos, 0 AnEnPi identificou subunidades de procariotos, enquanto
que o KEGG somente identificou 2 proteinas nos seus mapas organismo-especifico de
Tritryps. Isso pode se dever ao fato de que ECs relacionados a estas subunidades podem fazer

parte de outras vias.

5.3. Vias de reparo

O reparo por excisdo de bases (BER) (fig. 13) comeca quando, a partir de uma base
danificada, uma glicosilase hidrolisa a ligacdo entre essa base e a desoxirribose, gerando um
sitio AP. Algumas glicosilases também tém atividade liase (DNA glicosilases bifuncionais)

que abre o anel de agUcar da desoxirribose, desfazendo-o. As glicosilases séo especificas para
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um tipo particular de base danificada, além de, geralmente, serem diferentes dependendo do
tipo de organismo (procarioto ou eucarioto). Esse tipo de reparo tem dois caminhos a serem
seguidos, o curto e o longo, que dependem se a base é reparada por uma glicosilase ou por
uma liase. Temos as que atuam na via do segmento curto: Fpg e Nei, ambas exclusivas de
procariotos; OGG1 e NTH, comuns em procariotos e eucariotos; e NEIL 1, 2 e 3 especificas
de eucariotos. Ja as que atuam na via do segmento longo sdo: AIKA e Tag, especificas de
procariotos; a UNG, MutY, TDG/Mug, MPG, SMUG e MBD, que sd8o comuns aos
procariotos e eucariotos; e a MBD4 exclusiva de eucariotos. A acdo da glicosilase é seguida
pela clivagem da ligacdo fosfodiéster da extremidade 5’ do sitio danificado por uma AP-
endonuclease. Na via curta, ocorre a agdo de uma liase, e com isso uma polimerase repde um
nucleotideo. J& na via longa, apds a acdo da endonuclease ha o acoplamento da polimerase;
juntas, realizam um processo de propagacdo do corte que se estende de dois a dez
nucleotideos apos o que esse material é removido. Nas duas vias, ap0s esses passos, ocorre a
selagem da cadeia pela DNA ligase (Zharkov, 2008; Lewin, 2009). Muitas enzimas
especificas de procariotos e algumas exclusivas de eucariotos conseguiram ser identificadas
pelo AnEnPi, sendo esta via uma das mais bem representadas. Esta € uma via considerada
conservada. Algumas das atividades enzimaticas de eucariotos pertencentes a essa via ndo
foram identificadas, mas no que se referia a procariotos algumas foram identificadas. Tal fato
pode levar a suposicdo de que para os Tritryps ainda haja remanescentes destas atividades
enzimaticas de procariotos. As enzimas SMUG, TDG/Mug e MBD4, até 0 momento nao
haviam sido identificadas por outros estudos (Pefia-Diaz et al., 2004; El-Sayed et al., 2005a) e
foram identificadas usando o AnEnPi. Essas enzimas tem papel importante no
reconhecimento e remoc¢do da base danificada. Duas delas, SMUG e TDG/Mug sdo comuns a
eucariotos e procariotos, enquanto que MBD4 ¢ exclusiva de eucariotos. A AlkA, identificada
tanto pelo AnEnPi quanto pelo KEGG somente para L. major, € tipica de procariotos, tendo

sido identificada provavelmente por estar envolvida em alguma outra via.

No sistema de reparo por excisdo de nucleotideos (NER) (fig. 14), o tipo uvr é um dos
principais reparos encontrados em E. coli. Inicialmente a proteina uvrA complexada com a
uvrB reconhece erros como dimeros de pirimidina e outras lesbes que provocam uma
distor¢cdo volumosa no DNA. Em seguida, a uvrA se dissocia do complexo, e a uvrC se
associa a uvrB. Combinadas, uvrBC fazem uma incisdo de cada lado do sitio danificado. A
uvrD é uma helicase que auxilia a desenovelar o DNA, permitindo que a fita simples entre 0s
dois cortes seja liberada. A DNA polimerase | remove a fita danificada e sintetiza um novo

segmento de DNA na regido de fita simples. Com isso, a ligase sela o corte, refazendo as
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ligacBes fosfodiéster em ambas as pontas do DNA recém-formado. Outro tipo de reparo que
se utiliza da maquinaria de reparo uvr é o que ocorre durante a transcricdo em procariotos.
Quando a RNAP encontra DNA danificado na fita molde, esta para porque ndo é capaz de
utilizar sequéncias danificadas. A proteina Mfd desempenha dois papéis: (1) ela desloca a
RNAP do DNA,; e (2) ela promove a ligacdo das enzimas uvrAB ao DNA danificado. Tais
acoes levam ao reparo deste. Apos isso a proxima RNAP que atravessa 0 gene é capaz de
produzir um transcrito normal (Lewin, 2009). Apesar do KEGG somente identificar duas
proteinas que participam nesse tipo de reparo (Dpol e Lig), o0 AnEnPi foi capaz de identificar
mais duas (uvrD e Mfd), porém ndo pdde encontrar todas as proteinas participantes desta via,

uma vez que ndo havia EC associado.

O sistema NER global de eucariotos tem como primeiro passo o reconhecimento do
dano no DNA pelo complexo XPC-hHR23B + CETN2 + o complexo XPE (ou Cul4-DDB,
formado por RBX1, Cul4, DDB1 e DDB2). No sistema de reparo ligado a transcri¢do, a RNA
polimerase para a transcricdo quando chega a regido danificada e é desacoplada da fita de
DNA, dando espaco a entrada do complexo de reconhecimento do dano composto por CSB +
0 complexo Cul4-CSA (formado por RBX1, Cul4, CSA e DDB1). Apos isso, a via torna-se
comum a ambos os tipos, global e ligado a transcri¢cdo. O reconhecimento do dano é seguido
pela ligacdo de 10 componentes, incluindo alguns da maquinaria basal de transcricao TFIIH.
Estes se ligam as proteinas XPG, XPA e RPA. No complexo da TFIIH, a XPD é uma helicase
envolvida na desespiralizacdo 5°-3° do DNA na regido vizinha a base danificada. A XPF e
ERCC1 (nuclease) se unem ao complexo TFIIH, e apo6s isso, ocorre a clivagem da
extremidade 5’ e a extremidade 3’ ¢ clivada pela atividade nuclease da XPG. Ocorre a
liberacdo do oligonucleotideo e entdo a maquinaria de replicacdo pode se acoplar para
sintetizar uma nova fita no espaco remanescente, com as liga¢des fosfodiéster ao final sendo
refeitas pela ligase (Cleaver et al., 2009). O AnEnPi ndo encontrou nenhuma das proteinas
envolvidas nos dois tipos de inicio desse reparo, uma vez que essas proteinas ndo possuiam
ECs relacionados. No entanto, 0 KEGG tem identificado as proteinas RBX1, XPC, HR23B e
CSB, que foram identificadas com os genomas dos protozoarios. (Ivens et al., 2005; Berriman
et al., 2005; El-Sayed et al., 2005a). Os tripanosomatideos contém muitos dos componentes
do sistema eucariotico de reparo por excisdo de nucleotideos, o0s quais estdo identificados no
KEGG. O AnEnPi identificou a enzima CDK7, do complexo TFIIH, que no reparo tem um
papel principal de fornecer uma helicase para a abertura da dupla fita (Lewin, 2009). Alguns
novos componentes biogquimicos, como, por exemplo, a propria CDK7, podem ser

compartilhados com sistemas menos caracterizados de plantas e Plasmodium falciparum.

69



Algumas helicases como XPB e XPD, bem como algumas endonucleases como XPG, XPF e
ERCC1, foram identificadas pelo KEGG e pelo AnEnPi, pois estavam descritas a partir do
projeto genoma dos Tritryps, porém a XP4 ndo foi detectada nem pela metodologia aplicada e
nem pelo KEGG. A pold e a pole foram identificadas tanto pelo KEGG como pelo AnEnPi, ja
o0 restante da maquinaria para amontagem dessas polimerases que incluem o PCNA e o RFC,

so foram detectados pelo KEGG, uma vez que estes ndo possuem ECs relacionados.

O sistema de reparo por mal-pareamento de bases (MMR) (fig. 15) é bastante
conservado em procariotos e eucariotos. Esse sistema tem como alvo bases mal-pareadas e
insercOes-delecdes mal-pareadas que surgem como resultado de erros de replicacdo que
escapam da fung¢do de “revisdao” das DNA polimerases. Em procariotos ocorre o
reconhecimento da base mal-pareada pela proteina MutS. Acoplada a MutS uma segunda
proteina conservada, a MutL, age em conjunto com a MutS permitindo o comego do reparo
ativando a clivagem por uma terceira proteina, a MutH. Antes da clivagem, esse complexo
busca pelo sitio especifico para tal formando uma estrutura em forma de loop no DNA. O
sitio de clivagem geralmente ocorre na fita ndo-metilada™ complementares a sitios GATC
metilados. Assim, essa clivagem atua como um ponto de entrada de uma helicase Il (UVRD)
que desenovela o DNA permitindo a entrada das SSB. Isso faz com que haja a exposi¢éo da
fita a exonucleases como Exol, ExoVIIl, ExoX ou RecJ, que removem o segmento clivado a
ser desligado. A lacuna deixada é reparada em uma reacdo envolvendo a Pollll e uma ligase,
restaurando a dupla fita, que é metilada pela enzima Dam (Hsieh & Yamane, 2008). Em
eucariotos, o sistema MSH-MLH é homdlogo ao sistema Mut de procariotos, que incluem
homologos a MutS e a MutL. O MMR em eucariotos é considerado muitas vezes como
incisdo-dirigido, sendo esta a forma de diferenciar a fita recém sintetizada, uma vez que a
incisdo é especifica nesta fita. Os homologos de Mut em eucariotos formam heterodimeros
que, dependendo do tipo de erro, reconhecem um determinado substrato. S&o eles: 0 MutSa
formado pelo MSH2-MSH6; o MutSp formado pelo MSH2-MSH3; MutLa formado pelo
MLH1-PMS2; ¢ o MutLy (ou MLH1/MLH3) formado pelo MLH1-MLH3. O PCNA interage
com os homdlogos de MutL e MutS, sendo carregado pelo RFC. Apds isso a Exol remove 0
segmento com o DNA danificado. A RPA se liga a fita simples exposta, € a pold se acopla ao
PCNA para fazer a sintese do novo segmento. Ap0s isso ocorre a agdo de uma ligacdo
refazendo as ligacBes fosfodiéster do novo segmento (Jiricny, 2006; Modrich, 2006; Li,
2008). O KEGG ndo tinha identificado nenhuma das proteinas que fazem parte do reparo de

bases mal-pareadas em procariotos, com excec¢édo da ligase. Esta, além de ter sido identificada

1 Fitas de DNA recém-sintetizadas em procariotos sdo metiladas.
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pelo KEGG também foi detectada pelo AnEnPi, assim como a DNA polimerase IlI,
exonuclease Recl e a helicase UVRD em procariotos, que antes ndo haviam sido descritas
pelo KEGG. A fungdo dessas proteinas encontradas nessa via ainda ndo é muito bem
entendida para os tripanossomatideos. Varias proteinas identificadas fazem parte da via
encontrada em procariotos; entretanto, proteinas pertencentes a via encontrada em eucariotos
também foram identificadas. As UVRD/REP helicases sdo uma familia de helicases. O
dominio que corresponde a essa familia foi encontrado nos Tritryps nos seus respectivos
projetos genomas, porém suas respectivas anotacGes ainda continuam como provaveis
(putative) dominios helicases e, provavelmente por isso, ainda ndo tiveram ECs atribuidos. A
Dpolll e RecJ presentes na via de procariotos foram identificadas somente pelo AnEnPi. Em
relacdo aos eucariotos, grande parte das proteinas da MMR estavam descritas no KEGG para

os Tritryps, com exce¢do da MSH3 que foi descrita somente para T. cruzi e T. brucei.

Tanto o AnEnpi, como o KEGG, identificaram a Exol de eucariotos, mas ndo de
procariotos. Uma possivel explicacdo para a ndo identificacdo pelo AnEnPi é que elas sdo
enzimas com diferentes ECs, a de procariotos € classificada com o EC 3.1.11.1, e a de
eucariotos com o EC 3.1.-.-. Ou seja, o de eucariotos é um EC ainda ndo totalmente bem

determinado.

Os mapas de referéncia do KEGG para esta via se baseiam em dados de organismos
especificos para representar eucariotos e procariotos. E. coli e humanos sdo os escolhidos,
porém podem ndo representar todas as possibilidades existentes de caminhos possiveis para a
execucao de todos 0s passos dessa via. Assim, 0 mapa pode restringir as op¢Oes de proteinas

que estariam envolvidas nesta via em tripanossomatideos.

5.4. Processos de recombinacao

O processo de recombinacdo homdloga (fig. 16) conta com o pareamento de
sequéncias similares e a formagdo de uma juncdo Holliday. Esses passos sdo catalisados pela
RecA ou um homdlogo da RecA. O esquema geral de recombinacdo homdloga é comum a
maioria dos organismos estudados. A RecA esta presente na maioria dos organismos
procaridticos e é bem conservada. A troca de fitas é precedida pela acdo de enzimas
denominadas enzimas pré-sindpticas. Em procariotos existem dois possiveis caminhos para se
seguir, que sdo distinguiveis pelo tipo de enzimas atuantes (1) RecBCD ou (2) RecFOR.
Ambos os caminhos fornecem uma regido de sSDNA que posteriormente séo revestidas com a

RecA para permitir a entrada de uma molécula de DNA homologa. A RecBCD promove o
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reparo de quebras em fitas duplas (dsDNA), enquanto que a RecFOR estd envolvida em
reparos em fitas simples de DNA que tenham lacunas. O sistema RecBCD tem todas as
funcdes necessarias, como helicase, nuclease e carregamento da RecA, compostas em uma
Gnica molécula. A RecBCD se liga a uma ponta da dupla fita de DNA, desenrola-a, e degrada
esse DNA até encontrar um sitio . A atividade da RecBCD ¢ modificada neste sitio fazendo
com que haja a degradacdo de somente uma das fitas, gerando assim uma porcdo de fita
simples. Com isso ocorre 0 acoplamento da RecA revestindo a fita simples. A exonuclease
RecJ atua juntamente com a RecFOR para estender a regido de fita simples somente quando
necessario. A troca de fitas é catalizada pela RecA, formando a juncdo Holliday. A RecA é
uma proteina multifuncional envolvida principalmente na facilitagdo da replicacdo de DNA
lesionado. A juncdo formada pela RecA é resolvida pelo complexo protéico RuvABC, ou, de
uma forma pouco conhecida ainda, pela RecG. Antes da entrada do complexo RuvABC, a
polimerase atua preenchendo as lacunas pela sintese de DNA. A RuvAB e a RuvC catalizam a
migracdo de uma parte da fita simples e resolvem os intermediarios da juncdo Holliday,
respectivamente. Tais proteinas sdo consideradas resolvases, que Sdo enzimas que
reconhecem estruturas de DNA cruciforme e introduzem incisbes pareadas que ajudam a
dividir a estrutura em duas hélices de DNA. Evidéncias sugerem que essas trés proteinas
interagem em um complexo denominado resolvassoma, que rastreia 0 DNA, com a RuvC
capaz de detectar sequéncias clivaveis. Apos isso, com as fitas separadas e a recombinacgéo
feita, ocorre a entrada da PriA, que consiste em um primossomo que remonta a maquinaria de
replicacdo. Ja a via da RecFOR comeca quando a RecJ cliva o DNA fita dupla deixando uma
fita-simples exposta. A SSB entdo se liga a essa regido evitando que haja repareamento. O
aparato RecFOR carrega a RecA na fita-simples que remove as SSB. Forma-se uma estrutura
em forma de loop na regido que esta sendo aberta. A DNA polimerase | alonga a extremidade
livre da fita “invasora”, deslocando a regido em forma de loop. A RecA promove a troca de
fitas formando assim a juncdo Holliday. Esta jungéo é resolvida pelo complexo RuvABC (ou
pela RecG). O KEGG encontrou somente a Dpol para a via de recombinacdo homdloga em
procariotos. No entanto o AnEnPi foi capaz de encontrar além da Dpol, a Dpolll, a RecG,
Rec) e a PriA. A Rec] ja havia sido detectada anteriormente na via de reparo por mal
pareamento de bases, para procariotos. Apesar de ndo termos encontrado as enzimas do
complexo RuvABC, que é usualmente utilizado nesse tipo de reparo, encontramos a RecG
gue se mostra uma alternativa aqueles organismos mutantes (Kowalczykowski, 2000; Michel
et al., 2007; Sakai & Cox, 2009). A RecG, como o complexo RuvABC, consiste em uma

resolvase que resolve a juncdo Holliday. Apesar de somente o AnEnPi ter identificado a PriA,
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0 KEGG ndo tem descrita nenhuma proteina pertencente ao complexo PriA, PriB, PriC e
DnaT.

Em eucariotos a recombinacdo homdloga ¢ iniciada pelo complexo MRX em S.
cerevisiae (RAD50, MRE11 e XRS2), e nos demais mamiferos pelo complexo MRN
(RAD50, MRE11 e Nbsl), que geram extremidades fita simples 3’. A RPA se liga as fitas
simples para ndo ocorrer repareamento. Com isso, proteinas como RAD55 e RAD57 (em S.
cerevisiae), e RAD51 e RAD52, e BRCA2 se ligam ao complexo multiprotéico tendo uma
funcdo que, a principio, seria buscar uma regido dupla fita, homéloga a danificada para
comegar a recombinacdo. A fungdo da BRCA2+DSS1, em especifico, ainda ndo estd muito
bem elucidada, mas evidéncias mostram que ela interage com a RAD51 (considerada a
homologa da RecA), removendo as RPA. Essa interacdo com a RAD51 aparentemente auxilia
em sua funcdo de formar a juncdo Holliday (Yang et al., 2002; Powell & Kachnic, 2003).
Apos isso essa juncao é resolvida, o DNA é sintetizado e religado (Baumann & West, 1998;
Sasaki et al., 2010). Todas as proteinas identificadas pelo KEGG o AnEnPi identificou

também, com excecédo da RPA, Mrell e Rad51, as quais ndo possuiam ECs relacionados.

Ainda que, de acordo com a literatura, a recombinacdo homdloga esteja bem
caracterizada nos tripanosomatideos devido, principalmente, a manipulagdo experimental dos
seus genomas, alguns genes participantes dessa via ainda ndo foram caracterizados, como por
exemplo, o Rad52 (El-Sayed et al., 2005a). Por esse motivo 0 KEGG ndo possuia algumas
proteinas identificadas como o proprio Rad52, Rad55, Rad57, Rad59 e XRS2. O AnEnPi ndo
foi capaz de identificar novas enzimas uma vez que a maioria dos componentes,
principalmente aqueles que participam do inicio da recombinagdo homdloga, ndo possuem

ECs relacionados.

A via de reparo de juncdo de pontas ndo-homdlogas (fig. 17) é um tipo de
recombinagdo que liga pontas sem homologia aparente entre as terminagdes. Em procariotos,
algumas proteinas tipo Ku foram identificadas. A Mt-Ku se liga a pontas quebradas de DNA
dupla-fita, as aproximam e a acdo de uma ligase liga as pontas dos cromossomos. Essa ligase
possui uma variedade de atividades que incluem nuclease que remove bases mal-pareadas,
uma polimerase que preenche as lacunas formadas, e a ligase (Della et al., 2004; Shuman &
Glickman, 2007). Em eucariotos a primeira etapa deste processo de reparo consiste na ligacéo
do heterodimero Ku70 e Ku80 (XRCC5); ambos fazem com que 0 DNA seja protegido de ser
digerido. Apo0s isso, ocorre o0 recrutamento da subunidade catalitica DNAPKcs e o Artemis

(Complexo MRX [Mrell + Rad50 + Xrs2] em S. cerevisiae), que € fosforilado pela
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DNAPKCc. Interacdes entre proteinas aproximam as extremidades das moléculas de DNA.
Com isso ha o recrutamento da DNA ligase 1V, sendo esta associada ao XRCC4, que liga as
pontas dos cromossomos. No case de S. cerevisiae a ligase corresponde a Dnl4 (Chen et al.,
2001). O KEGG ndo possuia muitas proteinas descritas em eucariotos nesse processo,
possuindo somente a Rad50, Rad27, Ku70, Ku80, e Mrell. O AnEnPi identificou além da
Rad27 e Rad50 a pol4, polA, poly, a Dnl4, a Lig4, Artemis + DNAPKGcs, as quais possuiam
ECs relacionados e por isso foram detectadas. As proteinas encontradas pelo KEGG estdo
baseadas em dados do genoma dos Tritryps, como por exemplo, a identificagdo de homdlogos
de Ku70 e Ku80. Os componentes de heterodimero de Ku sdo encontrados em T. brucei
atuando na regulacdo do comprimento dos teldmeros (Conway et al., 2002 apud EI-Sayed et
al., 2005). O que pode ter ocorrido nessa via é que ela tenha se perdido ou tenha sido alterada,
e como os mapas do KEGG sdo bem restritivos, algumas enzimas podem ndo ser

representadas (El-Sayed et al., 2005a).

Uma possivel explicacdo da ocorréncia de enzimas detectadas pelo AnEnPi nos
mecanismos de reparo, replicacdo, transcricdo e traducdo de procariotos, é que elas possam
estar envolvidas na maquinaria de processamento da informagdo genética mitocondrial. Por
isso, algumas delas podem estar sendo codificadas no genoma nuclear. Tal fato poderia
também explicar a auséncia de determinadas proteinas (ou enzimas), ndo detectadas nem pelo

KEGG e nem pelo AnEnPi, podendo estas serem codificadas pelo genoma mitocondrial.

5.5. Enzimas multiméricas

A clusterizacdo com ECs pode parecer um tanto limitada, uma vez que a classificacdo
por ECs falha quando ha a ocorréncia de enzimas multiméricas, onde cada subunidade possui
funcdes distintas. A classificacdo por EC, nesse caso, pode subestimar um possivel “real”
nimero de atividades enzimaticas que poderiam ser encontradas. Galperin et al. (1998)
constataram que a via de replicacédo de DNA poderia ser uma via com exemplos relevantes de
enzimas analogas, uma vez que todos 0s organismos precisam replicar. No entanto, estas
analogias funcionais ndo sdo facilmente detectadas pelo processo de classificacdo por EC,
devido a moléculas essenciais, como a DNA polimerase, serem multidominios, havendo
assim uma dificuldade de encaixa-la em um unico EC. O mesmo pode ocorrer para as outras
vias de processamento da informacdo genética. Uma abordagem para a detec¢do de andlogos
seria especialmente interessante uma vez que muitas das enzimas de replicacao, por exemplo,
ndo sdo ortélogas quando comparadas as bactérias com as arqueobactérias e 0s eucariotos.
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Uma possivel clusterizacdo ideal poderia envolver a separacao desses dominios enzimaticos,
classificando-os de acordo com sua funcdo, mas para ndo perder a origem de tal subunidade, o
EC poderia ser mantido. Ou preferencialmente utilizar uma ontologia adequada para sua

descricdo em detalhes.

5.6. Analogos funcionais como possiveis alvos terapéuticos

Os dados produzidos nos projetos dos genomas dos Tritryps permitem aos
pesquisadores estabelecerem estratégias para tentar solucionar os problemas causados por
essas doengas, que afetam uma grande parcela da populagdo mundial (Worthey & Myler,
2005). A maioria dos farmacos propostos até o momento foi descoberta ha muitos anos;
muitos deles sdo toxicos e tem baixa eficacia devido ao alto risco de desenvolvimento de
resisténcia (Caffrey & Steverding, 2008). Por estes motivos ha uma eminente necessidade de
desenvolvimento de novos farmacos para o tratamento de doencgas tropicais causadas pelos
protozoarios Trypanosoma cruzi (doenca de Chagas), Trypanosoma brucei (doenca do sono) e
Leishmania major (leishmaniose cutanea). A grande quantidade de informacéo disponivel nos
genomas dos Tritryps bem como algumas anotagbes funcionais, possibilitou o
desenvolvimento de novas abordagens computacionais para a identificagdo de genes
candidatos a novos alvos (geralmente proteinas) para farmacos. Para tal, sistemas de
informacdo que automatizam a analise de dados e recuperam informacdes implicitas nestes

tem se tornado bastante necessarios (Caffrey & Steverding, 2008).

Para propormos uma droga contra os trés microorganismos, é de grande interesse que
tenhamos um alvo que seja comum aos trés patdgenos. Para apoiar tal decisdo fizemos
diagramas de Venn representando tais atividades, levando em conta todas as vias (fig. 9).
Apos isso, fizemos as comparagdes com humanos, ¢ identificamos “analogos verdadeiros”
(em clusters distintos e sem homologos). Esses ECs estdo relacionados na tabela 2. O EC
3.1.11.2 corresponde a uma atividade exodeoxiribonuclease Ill, ou seja, essa enzima é uma
exonuclease que cliva o lado 5° de um sitio AP, atuando na via de reparo por excisdo de base
(Harrison et al., 2006). J4 o EC 3.2.2.21 consiste em uma glicosilase (DNA 3-metiladenina
glicosilase 1) que quebra a ligagdo entre a adenina danificada e seu grupamento fosfato,
removendo-a deixando um sitio AP. O EC 6.1.1.-, hoje designado pelo namero 6.1.1.27,
corresponde a enzima 0-phosphoseryl-tRNA synthetase que catalisa a formacéo alternativa do
Cys-tRNA®Y.
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A funcdo de uma proteina estd intimamente relacionada com sua estrutura
tridimensional (Lee et al.,2007). Diferentemente da sequéncia primaria, a estrutura
tridimensional de uma proteina ndo é tdo facilmente elucidada. Embora ja existam diversas
estruturas depositadas no principal banco de estruturas, o PDB, ainda ndo é possivel fazer
uma andlise global baseada exclusivamente em estruturas tridimensionais. Para melhorar esse
panorama, técnicas de inferéncia estrutural utilizando predicdo in silico sdo adotadas. A
modelagem comparativa vem sendo utilizada nos Gltimos anos para tentar aumentar o nimero
de modelos de biomoléculas (Sleator & Walsh, 2010). No estudo de proteinas analogas é de
fundamental importancia a analise das estruturas 3D, uma vez que enzimas analogas possuem

a mesma funcdo, mas com estruturas diferentes.

O exemplo representado neste trabalho foi gerado com o MHOLIine, um pipeline
gratuito, disponivel online. A escolha deste pipeline se deu pela facilidade em se obter um
modelo usando uma grande quantidade de dados iniciais. Além disso, o Modeller, um
software amplamente utilizado na geracdo de modelos tridimensionais por modelagem
comparativa, esta integrado no MHOLIline. Outra vantagem desse pipeline é a escolha do
molde usado na modelagem, que é dado por uma série de pontuagdes calculadas e definidas
por scripts internos e que levam em conta diferentes pardametros na decisdo do melhor

alinhamento entre a sequéncia a ser modelada e os possiveis moldes.

Formas enzimaticas ausentes em eucariotos (particularmente nos seres humanos)
podem ser usadas como alvos para o desenvolvimento de novos farmacos por diminuir
inicialmente as chances de efeitos colaterais. Esta estratégia pode ser especialmente
promissora para 0 estudo de bactérias patogénicas, pois seus genomas geralmente tém um
baixo nivel de redundancia, codificando em geral para apenas uma forma enzimatica
(Galperin et al., 1998). Sendo assim, com todas as informagdes da reconstrucédo dessas vias,
bem como as novas enzimas que identificamos e os alvos, montaremos um banco de dados

permitindo que estes sejam acessados publicamente.
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6. Conclusoes

e O AnEnPi foi capaz de identificar ECs anteriormente ndo identificados pelo KEGG,

fornecendo um quadro mais detalhado e completo das enzimas das vias estudadas;

e Algumas proteinas e subunidades protéicas ndo foram detectadas pelo AnEnPi por ndo

terem atividade enzimatica descrita e consequentemente nenhum EC associado;

e Foram identificados analogos funcionais que podem ser considerados como novos

candidatos a alvos para o desenvolvimento de farmacos;

e A abordagem utilizada neste estudo, levando em conta a identificacdo de analogos
funcionais entre os tripanossomatideos e humanos pode ser uma alternativa na busca
de novos alvos para o desenvolvimento de farmacos contra esses organismos, podendo

ser empregada em outras vias metabdlicas;

e Um modelo do anélogo identificado foi obtido para T. brucei, da enzima O-fosfoseril-
tRNA-sintetase, utilizando o MHOLlIine. De acordo com o grafico de Ramachandran

tal modelo teve seus aminoacidos localizados principalmente em regides permitidas;

e As vias envolvidas no processamento da informagdo genética ainda nao tinham sido
bem estudadas em tripanossomatideos e se mostraram uma escolha interessante como

fonte de novos alvos;

e Futuras anélises com e-values mais restritivos (10e™® e 10e®) serdo realizadas para
comparar o potencial de reanotacdo nessas vias quando aplicada nossa metodologia.
Outros filtros serdo adicionados para permitir um refinamento maior dos genes
candidatos identificados, como por exemplo, sua essencialidade no que diz respeito a

sobrevivéncia do organismo.
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Baixar livros de Literatura

Baixar livros de Literatura de Cordel
Baixar livros de Literatura Infantil
Baixar livros de Matematica

Baixar livros de Medicina

Baixar livros de Medicina Veterinaria
Baixar livros de Meio Ambiente
Baixar livros de Meteorologia
Baixar Monografias e TCC

Baixar livros Multidisciplinar

Baixar livros de Musica

Baixar livros de Psicologia

Baixar livros de Quimica

Baixar livros de Saude Coletiva
Baixar livros de Servico Social
Baixar livros de Sociologia

Baixar livros de Teologia

Baixar livros de Trabalho

Baixar livros de Turismo
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