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Introducéo

De acordo com a Organizacdo Mundial da Saude (OMS), a malaria continua sendo uma
das doencas infecciosas mais letais no mundo, com 249 milhdes de novos casos e 608 mil
mortes registradas em 2022 (OMS, 2024). Essa doenca € causada por protozoarios do género
Plasmodium, sendo Plasmodium falciparum a espécie responsavel pelos casos mais graves. A
patogénese da maléria estd intimamente ligada ao ciclo replicativo do P. falciparum nos
eritrocitos do hospedeiro, onde o parasita degrada a hemoglobina dos glébulos vermelhos para
obter aminoacidos essenciais ao seu crescimento e multiplicacdo. Durante esse processo, a
hemoglobina é degradada em um vacutolo alimentar &cido, resultando na formacgédo de heme
livre toxico, conhecido como ferri/ferroprotoporfirina 1X (FP), além de espécies reativas de
oxigénio (ROS). Esses compostos aumentam o0s niveis de estresse oxidativo no ambiente
intraeritrocitico, comprometendo a sobrevivéncia do parasita dentro das células do hospedeiro
(Tilley et al., 2001; Allen et al., 2015).

Para sobreviver ao estresse oxidativo, o P. falciparum depende de mecanismos
antioxidantes sustentados pela via das pentoses fosfato (PPP), uma rota metabdlica crucial para
a producéo de NADPH e ribose-5-fosfato. O NADPH ¢ vital para a manutengdo do equilibrio
redox celular, atuando na regeneracao da glutationa reduzida e na estabilizacao da catalase, dois
mecanismos fundamentais de defesa antioxidante nos eritrocitos (Wajcman & Galacteros,
2004). A via das pentoses fosfato inicia-se com a acdo da enzima glucose-6-fosfato
desidrogenase (G6PD), que converte a glicose-6-fosfato em 6-fosfogluconolactona, gerando
NADPH, essencial para neutralizar as espécies reativas de oxigénio. A PfGIluPho, uma enzima
bifuncional que combina as atividades de G6PD e 6-fosfogluconolactonase, desempenha um
papel central nesse processo, tornando-se um alvo terapéutico promissor para o0
desenvolvimento de novos farmacos antimalaricos. Estudos recentes indicam que a PfGluPho
é um alvo atraente para novas abordagens terapéuticas, pois a interrupcdo dessa via pode
comprometer a sobrevivéncia do parasita em ambientes ricos em estresse oxidativo (Allen et
al., 2015). Dado o papel crucial da PfGluPho na fisiologia do P. falciparum, o objetivo deste
estudo € realizar a modelagem por homologia da proteina PfGluPho (Uniprot ID: Q8IKUOQ)
utilizando o servidor Swiss-Model. Essa modelagem permitird entender melhor a estrutura
tridimensional da proteina e fornecera a base para estudos futuros para docagem molecular com
0 &cido elagico e seus derivados, visando avaliar o potencial desse composto como inibidor da
PfGluPho.

Material e Métodos
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Figura 1: - Etapas envolvidas na predicdo tridimensional de proteinas utilizando a
metodologia Modelagem por homologia.

1. Sequéncia Alvo 2. Identificagdo de 3. Selecdo de Molde 4. Alinhamento das
(Formato FASTA) referéncias Sequéncias
5. Modelagem 6. Otl|m|za<;ao e 7. Validacdo da
Refinamento Estrutura

Fonte: Autor, 2024

Obtencéo das Sequéncias de Aminoacidos de PfGluPho: As sequéncias de aminoacidos
da proteina bifuncional glicose-6-fosfato desidrogenase-6-fosfogluconolactonase (PfGluPho)
foram obtidas a partir do banco de dados UniProt (ID: Q8IKUQ) (The Uniprot Consortium,
2019), uma fonte abrangente de informacdes sobre proteinas.

Modelagem Estrutural In Silico: A estrutura tridimensional da PfGluPho foi predita por
modelagem por homologia utilizando o servidor Swiss-Model (Waterhouse et al., 2018). A
estrutura homologa da proteina de Leishmania donovani (PDB ID: 7ZHY, cadeia B, resolucéo
1,99 A) foi selecionada como molde, e o alinhamento das sequéncias foi realizado
automaticamente pelo servidor.

Refinamento e Minimizagcdo: Apds a modelagem, o modelo foi refinado usando o
ModRefiner (Xu & Zhang, 2011), e a minimizacdo energética foi realizada no software
Amber22 (Case et al., 2023) utilizando o método da descida mais ingreme seguido pelo
gradiente conjugado, com 1000 ciclos cada. Esses procedimentos melhoraram a qualidade
estereoquimica da proteina modelada.

Validacdo Estrutural: A estrutura proteica modelada foi validada utilizando dois
principais métodos: analise estereoquimica no servidor Swiss-model e a avaliacdo de
conservacéo estrutural pelo UCSF Chimera.

Resultados e Discussao

A avaliagdo estereoquimica da estrutura modelada foi realizada através do gréfico de
Ramachandran (Figura 2) utilizando o programa MolProbity disponivel no servidor Swiss-
model. O grafico ilustra as conformagdes possiveis dos angulos phi (¢) e psi (y) de uma cadeia
polipeptidica. Neste grafico, o angulo phi representa o eixo X e o angulo psi o eixo Y, com
regides especificas indicando conformagcbes energeticamente favoraveis, permitidas e
desfavoraveis para os residuos de aminoacidos da proteina.

As regides favoraveis sdo aquelas onde os angulos phi e psi resultam em conformacdes
estereoquimica ideais, geralmente associadas a estruturas bem definidas, como hélices alfa e
folhas beta. As regiGes aceitaveis incluem conformagGes que, embora ndo sejam ideais, sdo
consideradas aceitaveis para a estrutura da proteina. Por outro lado, as regides fora do ideal
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indicam conformacdes que podem ser energeticamente desfavordveis e que, em altas
proporcOes, podem comprometer a estabilidade da proteina.

O percentual de residuos que se encontram em regibes favorecidas é fornecido pelo
grafico e se baseia no seguinte célculo:

Percentual de residuos em regides favoraveis = (n° de res. em regides fav.) X 100

(n° total de res.)
Os dados mostram que:

e 82% dos residuos estdo localizados em regiGes favorecidas (indicadas em verde escuro),
sugerindo que a maioria destes possui conformacgdes estereoquimica validas e
esperadas.

e Apenas 3% dos residuos estdo em regides fora do ideal, indicando que uma pequena
fracdo pode apresentar conformacdes menos favoraveis. Isso é comum em estruturas de
proteinas e aceitavel, desde que a maioria dos residuos esteja em conformacdes
permitidas.

e 97% dos residuos estdo em regibes permitidas, reforcando a adequacao da conformacao
global da proteina.

A distribuicao geral dos residuos segue o padrao esperado para proteinas bem estruturadas,
com concentracfes significativas nas regides de hélices alfa e folhas beta, sugerindo uma
estrutura proteica bem dobrada e estavel. A qualidade estereoquimica da estrutura modelada
segue um percentual que esta alinhado com os padrdes de qualidade para modelagem por
homologia. Geralmente, considera-se aceitdvel uma porcentagem acima de 80% em regibes
favorecidas (Laskowski et al., 1993).

A andlise da energia de interacdo entre os residuos é fundamental para entender a
estabilidade e a funcionalidade da proteina. Essa andlise permite identificar interacdes
favoraveis que contribuem para a conformacdo estavel do modelo tridimensional, além de
ajudar a prever como alteracGes na sequéncia de aminoacidos podem afetar a estrutura e a
atividade da proteina. Embora ndo tenha sido realizada uma anélise detalhada da energia de
interacdo neste estudo, sua inclusdo poderia fornecer insights valiosos sobre as interagdes
intermoleculares e as forcas que estabilizam a estrutura.

Figura 2: Gréfico de Ramachandran
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Fonte: Autor, 2024.

A conservagdo estrutural entre a estrutura modelada (PfGIluPho) e a estrutura de
referéncia (7zhy.pdb, cadeia A) foi avaliada utilizando o alinhamento estrutural no Chimera. O
score de alinhamento de sequéncia foi de 1019,9, indicando uma boa correspondéncia entre as
sequéncias das duas proteinas. O RMSD (Root Mean Square Deviation) para os 316 pares de
atomos podados foi de 1,078 A, sugerindo alta similaridade estrutural nas regifes mais
conservadas, ja 0 RMSD considerando todos os 461 pares de atomos foi de 5,117 A, o que
indica maior variacdo nas regifes menos conservadas ou flexiveis da estrutura.

A analise de conservacéo estrutural revelou uma alta similaridade nas regides principais
da proteina modelada, com um RMSD de 1,078 A para os 4&tomos conservados, indicando uma
boa correspondéncia estrutural. O RMSD de 5,117 A para todos os atomos reflete variacdes em
regides mais flexiveis ou menos conservadas, que podem ndo impactar significativamente a
funcdo da proteina. No geral, a estrutura modelada € adequada para estudos adicionais, com
potencial para refinamento em areas com maior discrepancia.

Conclusdes
A modelagem por homologia da proteina PfGluPho apresentou resultados satisfatorios,

evidenciados pelas andlises estereoquimicas e de conservacdo estrutural. A avaliacdo
estereoquimica realizada pelo MolProbity indicou boa qualidade geral da estrutura, com poucas
colisGes estéricas e conformacdes adequadas na maioria dos residuos. Embora alguns outliers
de Ramachandran e rotdmeros tenham sido identificados, esses desvios sdo aceitaveis em
modelos por homologia e ndo comprometem a integridade global da estrutura.

A analise de conservacdo estrutural revelou alta similaridade com a estrutura de referéncia.
O aumento do RMSD, ao considerar todas as regides, aponta variacdes em areas mais flexiveis,
comuns em regides periféricas ou em alcas.
Esses resultados indicam que o modelo gerado é adequado para estudos adicionais sobre a
PfGluPho, como simula¢bes de dinamicas, avaliacdo de mutantes e docagem molecular com
potenciais inibidores. A qualidade estrutural sugere que as regides essenciais da proteina estéo
bem representadas, o que é crucial para compreender sua funcdo bioldgica e para o
desenvolvimento de novos farmacos antimalaricos.
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Além disso, a realizacdo do Docking e Simulac¢Ges de dindmica molecular que serdo as
préximas etapas, fard analise da energia de interacdo entre os residuos, que é fundamental para
entender a estabilidade e a funcionalidade da proteina. Essa analise permitira identificar
interagBes favoraveis que contribuem para a conformacédo estavel do modelo tridimensional,
além de prever como as alteracdes na sequéncia de aminoacidos podem afetar a estrutura e a
atividade da proteina, permitindo uma analise precisa das interagdes entre ligantes e proteinas,
fornecendo informacGes sobre a energia de ligacdo e simulagdo do comportamento de
moléculas em tempo real.
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