Determinacao estruturual do proteasoma 20S de
Schistosoma Mansoni por modelagem comparativa
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RESUMO

Proteasoma s@o proteinas com atividade proteoliticas sendo atrativos
alvos moleculares para o desenvolvimento de fdrmacos. Neste estudo, a
estrutura da subunidade B1 do proteasoma de Schistosoma mansoni foi
construido por modelagem comparativa empregando o programa Swiss-
PdbViewer conforme protocolo padréo previamente descrito. Como
resultado, a estrutura cristalogrdfica sob o codigo PDB 3UNB, complexado
com peptideo mimético, foi utilizada como molde por apresentar 59% de
identidade. O modelo de proteasoma de S. mansoni possui 4 a-hélices e
10 folhas-PB se dispondo de forma simétrica entre si. O ligante se complexa
sobretudo através de ligagcdo hidrogénio e interagcdes de van der Waals.
Estes achados poderdo contribuir para o desenvolvimento de novos
compostos com atividade contra o Schistosoma mansoni.
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INTRODUGAO

Proteasomas sao maquinas moleculares encontrados no nucleo e no
citoplasma de todas as células eucarioticas. Elas compreendem um conjunto
compartimentado de proteinas em que as atividades proteoliticas sdo
separadas do resto do ambiente celular. Assim, as subunidades individuais
contribuem para o reconhecimento do substrato levando a hidrdlise da
ligacao peptidica de uma maneira altamente eficiente. A regulacdo da
funcdo do proteassoma é rigidamente controlado para evitar a protedlise
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indesejavel. Assim, o nucleo da subunidade 20S pode ser associada com
a atividade reguladora, sendo ATP-dependente Adicionalmente, esta
regula a morte celular através da modulacdo dos niveis de moléculas pré
e antiapoptoticas. Estudos protedmicos em Schistosoma mansoni foram
viabilizado por extenso sequenciamento resultando no projeto genoma
(www.schistodb.org).! Dessa forma, a liberacdo da sequéncia primdria
desta proteina nos motiva a sua construcao por modelagem comparativa
por homologia. De posse desta estrutura 3D estudos de desenvolviemento
de farmacos baseado na estrutrua do alvo molecular podem ser realizados
para que no final do processo se tenha uma molécula com atividade
esquitossomisida.

MATERIAL E METODOS

Inicialmente, a sequéncia primaria da subunidade B1 do proteasoama
do S. mansoni (Fig. 1) foi obtida através do banco de dados schistodb.* A
seguir, uma busca por proteinas homalogas foi realizada pelo servidor de
modelagem comparativa SWISS-MODEL Workspace. Apds a identificacao
da estrutura molde complexada com ligante, o modelo foi gerado utilizando
o protocolo previamente descrito através do programa Swiss PdbViewer.?
As coordenadas atémicas do ligante foram transferidas da estrutura molde
para o modelo. Finalmente, o modelo foi validado através do valor root
mean square desviation (RMSD) e descri¢ao do sitio ativo.

Figura 1: Sequencia FASTA da subunidade B1 do proteasoma de S. mansoni.

>Subunidade Beta
1VLNANQKKLNDFTDDTKGISTGTTLFACEYDGGVVIGADSRTSSGTYVVNRVTDKLTQLTKSIY
CCRSGSAADTQAVADMVRYQLDFHRLEMNREPTVLEAAVSCKHFCYNYRDDLVAGIIVAGWD
EELGGQIYSIPLGGMLIRQPIVIGGSGSTYTYGYVDHGFRKGMTREECVSFVLKGVALAINRDGSS
GGCVRLAIISKDGVERILTKGDEVPVYRFS

RESULTADOS E DISCUSSAO

Dentre as varias estruturas encontradas pela busca por proteinas
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homologas, a cristalografica do proteassoma de rato depositada no Protein
Data Bank (PDB) sob o cddigo 3UNB? 59% de identidade (Fig. 2) foi utilizada
com estrutura molde.

Figura 2: Alinhamento entre os proteasomas de rato (3UNB) com de S. mansoni.

A seguir, a estrutura 3D do proteasoma de S. mansoni foi construida
através alinhamento estrutural utilizando o programa Swiss PdbViewer.
Como resultado, a estrutura modelo possui 10 folhas-B e 4 a-hélices de
forma simétrica (Fig. 3A). O ligante situa-se entre as folhas-B. O valor de
RMSD dos carbonos a entre a estrutura molde e cristalografica foi de 0,06 A.
Os valores obtidos para a identidade (acima de 30%) e RMSD (abaixo de 1,2
A) mostram que o modelo possui qualidade geométrica pela semelhanca
com a estrutura cristalografica. Consequentemente, o sitio ativo esta
conservado, o qual é composto pelos residuos Argd4, Thr45, Ser46, Serd7,
Thr56, Lys58, Arg70, Ser71, Gly72, Ser73, Ala74,Val120, Ser155, Ser194 (Fig.
3B). Adicionalmente, duas moléculas de dgua também estdo presentes na
estrutura do alvo molecular. O ligante peptideo mimético esta complexado
sobretudo através de ligacGes hidrogénio, van de Waals e uma interacgao

cation-rt com o residuo de Lys58.

PRESENTADO EM EVENTO CIENTIFICO

Figura 3: A) Estrutura 3D do proteasoma de S. mansoni representada na forma de ribbon,
enquanto que o ligante estd na forma de tubo. As alfas hélices e folhas betas estdo
representadas de vermelho e azul, respectivamente. B) Destaque do sitio ativo complexado
com o peptideo mimético. As linhas tracejadas em verde mostram ligagoes hidrogénio Os
pontos em vermelho representam as moléculas de agua.

A)

B)
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CONCLUSOES

De posse da estrutura 3D do proteassoma, e da descricao das principais
interagdes de reconhecimento molecular entre o ligante e o receptor, é
possivel o emprego das metodologias de fragment based drug design, de
novo design e ancoragem molecular. Estas metodologias sao capazes de
gerar novos ligantes além de predizer a energia de interacao entre ligante
e receptor, podendo ser aplicadas no desenvolvimento de potenciais
compostos protdtipos contra a esquistossomose.
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