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RESUMO
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A proteina CYFIP2 (“Cytoplasmic FMR1-interacting protein 2”) foi inicialmente
caracterizada como proteina de interacdo a FMRP (“Fragile X mental retardation
protein”), uma proteina de regulacéo da traducdo de mRNA. A proteina CYFIP2 faz
parte da familia CYFIP e compartilha 88% de identidade e 95% de similaridade com
sua proteina homodloga: CYFIP1l. CYFIP1 vem sendo associada a desordens
neurologicas ha mais tempo, enquanto CYFIP2 comecgou a ser correlacionada com
essas patologias mais recentemente. Um desses primeiros trabalhos foi a associacao
das variantes Arg87 de CYFIP2 com casos de encefalopatia epiléptica precoce. Nesse
conjunto de sindromes, 0s espasmos e convulsdes epiléticas que ocorrem desde a
primeira infancia levam a um comprometimento do desenvolvimento neurologico
infantil. Ambas as proteinas sdo bem conservadas em diversos organismos e estao
envolvidas nos mesmos processos bioldgicos até hoje descritos. Um deles trata-se do
complexo “Wave Regulatory Complex”, WRC, cuja funcéo esta diretamente envolvida
na regulagao da formacao dos filamentos de actina. Utilizando a estrutura atdbmica do
complexo WRC (PDB 3P8C) — que contém a proteina CYFIP1 dentro do complexo —
Nakashima e colaboradores (2018) apontaram, por compara¢do, que o residuo
variante estaria na interface de interacdo entre a proteina CYFIP2 e a proteina
WAVEL. Levantando-se assim, a hip6tese de que o enfraquecimento desta interacdo
com a mudanca do residuo permitiria uma ativacao constante do complexo WCR. O
objetivo deste trabalho foi realizar a identificacao de ligantes de CYFIP2p.Arg87Cys e
possiveis alvos terapéuticos por analise in silico. Para isso, foram criados modelos
com as diferentes versfes de CYFIP2 e realizadas andlises de docking molecular,
seguidas de simulacdes de dinamica molecular. Foram analisados 3.946 ligantes de
dois bancos de dados: PDE3 e Drugbank. Identificamos 11 compostos que
potencialmente se ligam de forma seletiva a proteina variante e que tém potencial de
mitigar os efeitos dessa modificacéo estrutural, sendo 4 (minocycline, pomalidomide,
remdesivir, maropitant) ja utilizados em alguma aplicacao clinica. Os efeitos desses
compostos precisam ser ainda estudados de maneira a concluir se serdo benéficos.
Nossas andlises estruturais também permitiram uma melhor compreensédo do impacto
da mudanca de residuo na estrutura da proteina, trazendo alguns esclarecimentos
sobre a correlacdo entre a patologia e a variante, e novas evidéncias a hipotese do
enfraquecimento da ligagdo com WAVE. A identificag&o de ligantes a proteina mutada
€ de extrema importancia na busca de alvos para tratamento e podera ser utilizada
para nortear experimentos in vitro e o reposicionamento desses farmacos no futuro.

Palavras-chave: CYFIP2; encefalopatia epiléptica precoce; reposicionamento de
farmacos; docking molecular.
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The CYFIP2 protein (Cytoplasmic FMR1-interacting protein 2) was initially described
as an FMRP (Fragile X mental retardation protein) interactor, a protein that regulates
MRNA translation. CYFIP2 is part of the CYFIP family, sharing 88% identity and 95%
similarity with its homologous: CYFIP1. CYFIP1 has been associated with neurological
disorders for a long time, while CYFIP2 started to be correlated with these pathologies
recently. An early study was the association of Arg87 variants from CYFIP2 with early
epileptic encephalopathy patients. In this set of syndromes, the epileptic spasms, and
seizures that occur since early childhood lead to impaired neurological development in
children. Both proteins are well conserved in several organisms and are involved in the
same biological processes as our actual knowledge. One of these biological processes
is involved with the WRC complex (Wave regulatory complex), whose function is
directly involved in regulating the nucleation of actin filaments. Using the atomic
structure of the WRC complex (PDB 3P8C) - which contains the CYFIP1 protein within
the complex - Nakashima and collaborators (2018) pointed out, by comparison, that
the variant residue would be at the interface between CYFIP2 protein and WAVE1
protein. Thus, the hypothesis that the weakening of this interaction with the residue
modification would allow a constant activation of the WCR complex. This work aimed
to perform the identification of CYFIP2p.Arg87Cys ligands and possible therapy targets
by in silico approaches. We created models with the different versions of CYFIP2, and
molecular docking analyzes were performed, followed by molecular dynamics
simulations. 3,946 ligands were analyzed from two databases: PDE3 and Drugbank.
This characterization allowed us to better predict the impact of the residue modification
on the protein structure. Which adds new evidence to the hypothesis of weakening the
interaction with WAVE. We also identified 11 compounds that potentially selectively
bind to the variant protein and could be capable of mitigating the effects of this
structural modification, of which 4 (minocycline, pomalidomide, remdesivir, maropitant)
are already used in some clinical application. The effects of these compounds have
yet to be studied in order to conclude whether they will be beneficial or not. The
identification of ligands to the variant is extremely important in the search for targets
for treatment. Also, it can be used to guide in vitro experiments and the repurposing of
these drugs in the future.

Keywords: CYFIP2; early epileptic encephalopathy; drug repurposing; molecular
docking.
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1. INTRODUCAO )
1.1. AENCEFALOPATIA EPILEPTICA PRECOCE

As encefalopatias epilépticas sdo um conjunto de desordens neuroldgicas,
onde espasmos e perturbacdes na funcdo cerebral com episédios de convulsao
acabam levando a um comprometimento cognitivo e neuroldgico do paciente. Quando
chamada encefalopatia epiléptica precoce, os sintomas se manifestam logo nos
primeiros meses de vida e afetam o desenvolvimento neurolégico infantil (ENGEL,
2001).

Nove sindromes diferentes sdo reconhecidas como encefalopatias epilépticas
pela “International League Against Epilepsy” (ILAE). Sao elas:

- Encefalopatia miocldnica precoce;

- Sindrome de Ohtahara;

- Epilepsia com crises focais migratorias da infancia;

- Sindrome de West (sindromes dos espasmos infantis);

- Sindrome de Dravet;

- Sindrome de Doose (epilepsia com crises mioclonicas atdnicas);

- Sindrome de Lennox-Gastaut;

- Epilepsia com estado de mal elétrico do sono;

- Sindrome de Landau-Kleffner.

Essas sindromes se diferenciam devido a idade de inicio das crises, tipo e
frequéncia das crises, padrées de eletroencefalograma, entre outras caracteristicas
(DONAT, 1992; ENGEL, 2001). A incidéncia precisa desse conjunto de sindromes ndo
€ reportada, mas estima-se que as sindromes de espasmos infantis (ou sindrome de
West), que também estdo agregadas dentro das encefalopatias epilépticas, tém
ocorréncia estimada de cerca de 0,25 casos a cada 1.000 nascimentos vivos. Sua
prevaléncia gira em torno de 1 em cada 10.000 criancas com idade de 10 anos (LUX,
2013; JIA et al, 2018; PAVONE et al, 2020).

Estudos epidemiolégicos mostram a importancia das causas genéticas
associadas a epilepsia. Cerca de 70 a 80% das sindromes tém envolvida alguma
causa genética (KJELDSEN et al, 2003; HILDEBRAND et al, 2013). Em muitos casos
trata-se de uma heranca complexa e de dificil identificacdo. Mais recentemente, o
desenvolvimento de técnicas de mapeamento genético, como 0 sequenciamento
completo de exomas, técnicas de sequenciamento de nova geracdo e o uso de

“microarrays” para identificagdo de SNPs (“Single Nucleotide Polymorphisms”), tem
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ajudado na identificacdo de variantes e no melhor entendimento dos fatores genéticos
da doenca (MAGALHAES et al, 2019). Mutacdes do tipo de novo tém sido encontradas
de maneira predominante nesse tipo de sindrome, apesar de normalmente se
apresentarem de maneira bem heterogénea, com variantes especificas para cada
paciente (MOLLER et al, 2019).

1.1.1 Genes envolvidos

A variantes da proteina CYFIP1 ja foram associadas a algumas doencas como
autismo, deficiéncias intelectuais e esquizofrenia (ABEKHOUKH & BARDONI, 2014).
Ja a associacédo de variantes de CYFIP2 com desordens neurologicas é mais recente
e apresenta menos trabalhos na literatura (ZHANG et al, 2019c). Por isso, as funcdes
da proteina CYFIP2 sdo menos elucidadas, principalmente nessas doencas. Ambas
estdo envolvidas no complexo WRC. Este complexo atua na regulacédo da dinamica
de formacdo de citoesqueleto de actina sendo responsavel pela regulacdo do
complexo Arp2/3 (EDEN et al, 2002; DERIVERY et al, 2009).

Além das variantes de CYFIP1/2, outras variantes genéticas relacionadas a
doenca séo reportadas na literatura. A plataforma “Orphanet”, portal para o registro
de doencas raras, aponta pelo menos 39 genes relacionados a encefalopatia
epiléptica precoce. Além disso, existe uma lista extensa de outros genes
correlacionados, publicada por Magalhées e colaboradores em seu artigo de revisao
de 2019, como ilustrado na tabela 1.1.
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Tabela 1.1. Amostra do levantamento de genes relacionados as sindromes

realizado por Magalhdes e colaboradores (2019).

epilépticas

Gene Associated phenotypes
Acute encephalopathy with

ADORAZA biphasic seizures and late reduced
diffusion

ALGI3 ]PI]nOx—CF.!.ETE.lUT .
syndrome/infantile spasms
Early-onset epileptic
encephalopathy with optic

AP3B2 atrophy

ARFGEF2 West syndrome

ARHGEF15  Severe early-onset epilepsy
Early infantile epileptic

ARHGEFS encephalopathy/epilepsy in
¥-linked mental retardation
Lennox-Gastaut

ARX syndrome/Ohtahara
syndrome,/West syndrome
Childhood onset

ASAHT epilepsy/early-onset
encephalopathy

ATPIAZ Unclassified epileptic
encephalopathy

ATPEVIA Dg\felogmental encephalopathy
with epilepsy

Cloor2 Early-onset encephalopathy

CACNATA 1fnn0x—(’.aﬂsraur .
syndrome/infantile spasms

CACNATE Developmental and epileptic
encephalopathy

CACNAZDZ Early infantile epileptic
encephalopathy

CASK Ohtahara syndrome
Early-onset

’ encephalopathy/infantile

COKLS/STKS § -
spasms/Lennox-Gastaut
syndrome,West syndrome
Dravet syndrome/i nfantile

CHDZ spasms/Lennox-CGastaut
syndrome
Refractory

- epilepsy/encephalopathy/severse

CHRRA? EECE Lhéluparl?y witlh se?lzures and
hypotonia

CLCNA Severe early-onset epilepsy

CNTNAF2 Focal epilepsy with regression

CNPY3 West syndrome

CPAG Early-onset epileptic
encephalopathy

CSNKITE West syndrome
Early-onset epileptic

CYFIP2 encephalopathy/West
syndrome/Ohtahara syndrome

DCX Lennox-Gastaut

Fonte: MAGALHAES et al, 2019.

syndrome;/infantile spasms

Gene Associated phenotypes
encephalopathy

FOXG Re_l:l: syndrome with early-onset
seizures

CABRAT Lennox—Gclu_sl.?.ul _
syndrome/infantile spasms

GABRE3 1.ennnx—t’r.?sta.ur .
syndrome; Infantile spasms
Dravet syndrome,/generalized

GABRG2 epilepsy with febrile seizures plus
(GEFS +)

GNADT Fpi]epric encephalopathy with
involuntary movements

CRIAZ Jnf.j ntile spasms:epllepsy. in
¥-linked mental retardation

CRINT Lcnnox—t;c:l_st:_\ut )
syndrome/infantile spasms
Epileptic encephalopathy with
continuous spike-and-wave
during sleep/atypical Rolandic

GRINZA epilepsy/Landau-Kleffner
syndrome,/mental retardation
and/or epilepsy/early-onset
epileptic encephalopathy
Lennox-Gastaut

— syndrome/infantile

CRinzg spasms/mental retardation and/or
epilepsy

CRINZD Developmental and epileptic
encephalopathy

HADHE Infantile spasms

HCNI Early infantile epileptic
encephalopathy

HOACA Lennox (n'.l.staur )
syndrome/infantile spasms

HNRNPU Lc'nnok—Gqs[ﬁut _
syndrome/infantile spasms

HOXD Early infantile-onset epilepsy

1QSEC2 Lennox G;Il.st:.ur )
syndrome/infantile spasms

RE2BPL Developmental epileptic
encephalopathy

JNK3 Lennox-Gastaut syndrome

KCNAZ Myorlomclatnnllc epi Iep§y_.-Dravet
syndrome;/ataxia and epilepsy

KCNH5 Severe early-onset epilepsy
Early-onset epileptic

KCNQ2 encephalopathy/Ohtahara
syndrome
Familial benign neonatal

KCNQ3 epilepsy/early-onset epileptic
encephalopathy/Rolandic epilepsy

KCNQS Epileptic encephalopathy

KCNT? Migrating partial seizures of

infancy/Ohtahara syndrome

Dos genes identificados em pacientes portadores de epilepsia monogénica,

cerca de 27% estdo envolvidos com canais transportadores de ions (OYRER et al,

2018). Muitos deles também estdo envolvidos nos processos de controle e

remodelacéo do citoesqueleto celular, indicando a importancia desses processos na

funcdo neuronal (MAGALHAES et al, 2019).

As técnicas de sequenciamento de nova geracdo tém gerado um grande

namero de dados de pacientes com a sindrome. Isso tem permitido a associagéo de

fendtipos com as caracteristicas genéticas, principalmente quando variantes pontuais

séo encontradas (MOLLER et al, 2019).



1.1.2. Tratamentos

Uma caracteristica comum nessas sindromes é a rejeicao do tratamento com
drogas antiepilépticas usuais. Como resultado, terapias mais agressivas acabam
sendo empregadas com o0 uso de supressores de espasmos, terapias
imunomodulatorias e dietas especificas. Opcdes cirurgicas também sdo consideradas
(DONAT, 1992; KHAN & BARADIE, 2012).

Estima-se que cerca de 25% dos pacientes com variantes de novo devam ter
um alvo para medicina personalizada, caso possam ter um diagndstico genético
(MOLLER et al, 2019). Alguns estudos ja demonstram resultados promissores.
Mutacdes no gene SCN1A, por exemplo, estdo associadas com o canal ibnico Navl.1.
A perda de funcdo desse canal tem um importante efeito no processo de inibicéo
interneurdnios. Assim, diversos grupos tentam encontrar tratamentos de interacao
especificos para Navl.l, na tentativa de melhorar sua ativacdo em pacientes de
sindromes epilépticas com a mutacdo. Pequenos compostos como A43279, EX15 e
REO1 passam por testes in vitro e in vivo com resultados promissores (BODDUM et
al, 2017; FREDERIKSEN et al, 2017).

Outro exemplo, trata-se das mutacfes no gene SLC2A1. Esse gene codifica
um transportador de glucose especifico que é o principal transportador de glucose
para o cérebro. Sua perda de funcéo resulta em uma reducdo do suprimento de
energia para o tecido. O padrdo ouro para o tratamento de sindromes epilépticas
associadas a essa mutacao é a dieta cetogénica. Esse tipo de dieta, rica em gorduras,
proporciona a producdo de muitas cetonas pelo metabolismo, que conseguem
atravessar a barreira hematoencefélica e servir de fonte energética para as células do
tecido (MAGALHAES et al, 2019).

Sivapalarajah e colaboradores publicaram em 2018 um banco de dados
chamado de PDE3 (“The Prescribable Drugs with Efficacy in Experimental
Epilepsies”). Este banco de dados traz uma série de drogas aprovadas para outras
doencas que tém algum tipo de resultado positivo em testes pré-clinicos e/ou clinicos
para o tratamento de epilepsias (SIVAPALARAJAH et al, 2018). O objetivo dos autores
do trabalho foi criar uma lista de medicamentos que pudessem ser explorados em
novos estudos de reposicionamento de farmacos para o tratamento de sindromes

epilépticas.
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1.2. ESTRUTURA DAS PROTEINAS CYFIP

A proteina CYFIP2 (“Cytoplasmic Fmrp interacting Protein 2”), também
conhecida como PIR121 (“p53 inducible protein”) (SALLER et al,1999), faz parte da
familia de proteinas CYFIP. O seu gene encontra-se localizado no cromossomo
humano 5g33.3 (NCBI gene ID: 26999). Sua proteina homodloga, CYFIP1 ou Sral
(KOBAYASHI et al, 1998), tem mais trabalhos associados na literatura, com
anormalidades estruturais na regido cromoss6mica onde esta localizada (15q11-q13)
sendo correlacionadas a deficiéncias intelectuais, autismo e esquizofrenia desde o
ano 2000 (ABEKHOUKH & BARDONI, 2014). As duas proteinas possuem 88% de
identidade e 95% de similaridade entre si, com cerca de 145 kDa, sendo altamente
conservadas em diversos organismos. As proteinas compartilham cerca de 99% de
identidade com seus ortélogos em camundongos (SCHENCK et al, 2001).
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Figura 1.1. Estrutura tridimensional da proteina CYFIP1. Fonte: (CHEN et al, 2010).

A estrutura tridimensional da proteina CYFIP1 foi resolvida por cristalografia de
raios-X, dentro do “Wave Regulatory Complex” (WRC), no qual desempenha
importante funcdo biolégica, como ilustrado na figura 1.1. As coordenadas atdmicas
dessa estrutura encontram-se armazenadas no PDB (“Protein Data Bank”), sob os
codigos 3P8C (CHEN et al, 2010) e 4N78 (CHEN et al, 2014). J4 a estrutura
tridimensional da proteina CYFIP2 ainda nao foi elucidada por técnicas experimentais
e nao se encontra depositada nos bancos de dados. Por esse motivo e devido a alta

homologia (88% de similaridade) entre as proteinas, esses registros de CYFIP1 sao
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usualmente utilizados também nos estudos de simulagdo com a proteina CYFIP2
(NAKASHIMA et al, 2018).

Estudos utilizando dinamica e docking molecular propdem que CYFIP1 tenha
funcdes diferentes dependendo da sua conformagéo estrutural. Nessas simulacdes
computacionais, pesquisadores demonstraram que a proteina poderia passar de uma
conformacao mais planar para outra mais globular em um movimento de borboleta.
Na forma globular, a proteina estaria mais associada ao complexo de elF4E, enquanto
na planar com o complexo WRC (DI MARINO et al, 2015). Esses dados de simulagéo
sao corroborados por alguns experimentos de FRET (DE RUBEIS et al, 2013). Por
serem tdo semelhantes, as mesmas alteracdes conformacionais poderiam se aplicar
a CYFIP2, no entanto, mais estudos sdo necessarios.

Existem também evidéncias de que a proteina CYFIP2 sofre algumas
modificacdes pos-transcricionais e pdés-traducionais. A modificacdo do mRNA de
CYFIP2 foi descrita como um mecanismo dependente da enzima ADAR (“Adenosine
Deaminases Acting on RNA”), responsavel pela troca de uma adenosina por uma
inosina. Em CYFIP2, essa modificagdo resulta na substituicdo K320E, ocorrendo
principalmente no tecido cerebral, como ilustrado na figura 1.2. Essa edi¢do da
proteina ja foi descrita em diversas espécies, indicando a sua conservacao
(LEVANON et al, 2005).
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Figura 1.2. Extensdo da edicdo de K320E do mRNA de CYFIP2 e niveis de mRNA de
ADAR2 em tecidos humanos. Fonte: traduzido de (NISHIMOTO et al, 2008).

19



Além dessa edicdo do mRNA, estudos utilizando anélise da fosforilagdo do
proteoma, identificaram dois sitios especificos de fosforilacdo da proteina no tecido
cerebral de camundongos (S582 e T1067). Nesse trabalho, a modificacéo do residuo
T1067A resultou em uma diminuicdo da densidade das espinhas dendriticas em
células neuronais (LEE et al, 2017). Como essas modificacdes impactam o

funcionamento neuronal ainda precisa ser elucidado.

1.3. FUNCAO DAS PROTEINAS CYFIP

Em 2014, Abekhoukh & Bardoni propuseram que a funcdo e o papel na
maturacdo neuronal seriam idénticos ou muito semelhantes entre as proteinas
CYFIP1 e CYFIP2. Apesar da alta homologia entre ambas, os estudos mais recentes
sugerem que, mesmo tendo papéis biolégicos muito similares, as proteinas
provavelmente também desempenham algumas funcbes de maneira diferente
(ZHANG et al, 2019c). Experimentos em camundongos mostram que a disrupcéo de
ambos 0s genes da maneira individual & letal, mas em diferentes pontos do
desenvolvimento embrionario. Enquanto os embrides de camundongo com o gene
Cyfipl deletado morrem por volta de 9,5 dias, embrides de camundongo com Cyfip2
deletado morrem em torno de 18,5 dias (CHUNG et al, 2015; ZHANG et al, 2019b).
Isso indicaria que ndo existe uma total sobreposicdo de funcdo das proteinas
homélogas.

Quanto a sua expressao, CYFIP1 parece estar igualmente expressa na maioria
dos tecidos humanos, enquanto CYFIP2 se apresenta de maneira mais abundante no
cérebro, rins e linfonodos (FAGERBERG et al, 2014). Outros estudos apontam ainda
uma diferenca dos locais de expressao entre as duas proteinas em células de
hipocampo de camundongos adultos, como ilustra a figura 1.3. No cérebro dos
camundongos adultos, CYFIP1 € mais expressa em células ndo neuronais enquanto

CYFIP2 é mais expressa em ceélulas neuronais (ZHANG et al, 2019a).
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Figura 1.3. Grafico mostrando a expressado de CYFIP1/2 em diferentes tipos celulares
encontrados no hipocampo do cérebro de camundongos adultos. Fonte: traduzido de
(ZHANG et al, 2019a).

Diferengcas no papel do desenvolvimento dos axénios neuronais também ja
foram reportadas. Cioni e colaboradores (2018), utilizaram células gangliais de retina
(RGCs) de embrides de “Zebrafish” e imagens do cérebro de Xenopus sp. para
observar como o “knockdown” de CYFIP1 ou CYFIP2 afetaria a ordenagdao dos
axobnios. Os resultados deste ensaio estdo ilustrados na figura 1.4. Neste estudo foi
demonstrado que, nos modelos utilizados, CYFIP1 estaria mais relacionada a
extensdo dos axonios e CYFIP2 a sua correta ordenagédo (CIONI et al, 2018).
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Figura 1.4. Experimento demonstrando como o “knockdown” de CYFIP1 e CYFIP2 afeta
o desenvolvimento dos ax6nios neuronais nas células gangliais de retina de embrides
de “Zebrafish”. Fonte: Modificado de (CIONI et al, 2018).

CYFIP2 foi inicialmente descrita como proteina de interacdo com FMRP
(SCHENCK et al, 2001). A funcao de FMRP se encontra relacionada com a regulacao
da tradugé@o nos dendritos neuronais (WEILER et al, 1997). Mutagdes no seu gene
causam a sindrome do X-fragil, uma forma hereditaria de deficiéncia intelectual e
autismo (VERKERK et al, 1991). CYFIP2 interage com FMRP, assim como outros
membros de sua familia, FXR1P e FXR2P. A sua proteina homologa, CYFIP1, apesar
de apresentar também interacdo com FMRP, ndo € capaz de interagir com 0s outros
dois membros da familia (SCHENCK et al, 2001). A funcdo biologica dessas
interacdes, assim como a funcdo de FMRP, ainda néo é totalmente estabelecida. Um
dos pontos do que se sabe é que FMRP também esta envolvida na modulacédo de
proteinas que regulam a reorganizacdo do citoesqueleto (BROWN et al, 2001;
RICHTER & ZHAO, 2021).

A proteina CYFIP2 também é descrita como um fator de apoptose dependente
de p53 (por isso também é conhecida como PIR121) (SALLER et al, 1999). Em 2007,
Jackson e colaboradores identificaram o gene de CYFIP2 como um gene induzivel
por p53 (JACKSON et al, 2007). Eles identificaram no promotor do gene um elemento
responsivo a p53, o que poderia levar a ativagdo de sua transcricdo pelo fator. A
proteina p53 é considerada um supressor tumoral, atuando como um fator de ativacéo
de apoptose (KO & PRIVES, 1996; LEVINE, 1997).

Outra funcéo biolégica muito importante desempenhada por esta proteina,

como ja citado, esté na sua atuacao dentro do WRC. Derivery e colaboradores (2009)
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demonstraram que a proteina é precipitada junto do complexo WRC (DERIVERY et
al, 2009). Outro estudo reportou que CYFIP2 é capaz de estabilizar a proteina WAVE
(também integrante do complexo) no cértex cerebral de camundongos. Nesse mesmo
estudo, os pesquisadores encontraram que uma menor expressado de CYFIP2 ativa
WAVE e permite que esta ative o0 processo de polimerizacdo de actina antes de ser

degradada por sua baixa estabilidade (HAN et al, 2015).

1.3.1. O complexo WRC

O complexo WRC, ilustrado na figura 1.5, € um complexo regulatério de cerca
de 400 kDa atuante na regulacéo da polimerizagéo dos filamentos de actina. Trata-se
de um complexo pentamérico, consistindo dos seguintes grupos de proteinas (EDEN
et al., 2002):

- WAVE1/2/3 (“Wiskott—Aldrich syndrome protein family verprolin-homologous
protein”) também conhecida com SCAR;

- CYFIP1/2 (“cytoplasmic FMR1-interacting protein”) também conhecidas como
Sral ou PIR121, respectivamente;

- NCKAP1 (“Nck-associated protein”)/ Hem1.

- ABI1/2/3 (“Abelson-interacting protein”);

- HSPC300 (“hematopoietic stem progenitor cell 300”).

Figura 1.5. Estruturatridimensional do complexo WRC de acordo com o banco de dados
do PDB. CYFIP1 (verde), 1253 aminoacidos, 145 kDa; NCKAP1 (azul), 1128 aminoacidos,
129 kDa; WAVEL (roxo), 559 aminoacidos, 62 kDa; HSPC300 (amarelo), 75 aminoacidos, 9
kDa; ABI2 (laranja), 513 aminoacidos, 56 kDa. Fonte: (CHEN et al, 2010; Uniprot, 2019).
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Por ser composto de 5 subunidades, das quais a maior parte é codificada por
genes paralogos, existem 36 possiveis formacdes para o complexo (POLESSKAYA
et al, 2020). Sua atividade basal encontra-se na forma inativa. O complexo WRC pode
ser ativado através da sua remodela¢do com a ligacdo de algumas moléculas como
fosfolipidios de inositol e de Rac1-GTP (EDEN et al, 2002; OIKAWA et al, 2004). A
ligacdo de Rac ao complexo € mapeada em duas regides chamadas de “A site” e “D

site”, respectivamente, como mostra a figura 1.6 (SCHAKS et al, 2018).

WRC autoinibido

Ativa o Aumenta a avidez de
WRC (Dominio VCA livre) Rac pelo WRC ativo

Figura 1.6. Esquema representando a ativacdo do complexo WRC por Rac-GTP. Papel
da ligagédo de Rac-GTP no “A site” e no “D site” na ativagdo do complexo. Fonte: traduzido de
(SCHAKS et al, 2018).

Dentro do complexo WRC & o dominio VCA (“Verprolin-homology, Central,
Acidic”) da proteina WAVE, ilustrado na figura 1.7, o entdo responsavel pela ativacéo
de outro complexo: o Arp2/3. O complexo Arp2/3 é um dos complexos que atua na
iniciagdo da nucleagéo dos filamentos de actina (MULLINS et al, 1998; MULLINS et
al, 2000). Um dos processos de ativagdo do Arp2/3 se da pela interacdo com o

dominio VCA de WAVE, dando inicio a elongacédo de filamentos de actina na célula.
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A interacdo entre as proteinas do complexo WRC, principalmente entre CYFIP e o
dominio VCA de WAVE, impede sua interacdo com Arp2/3 (CHEN et al, 2014). Uma
alteracdo na interacdo entre WAVE e CYFIP poderia resultar em uma exposi¢cao do
dominio VCA e ativagdo constante do complexo Arp2/3, causando a desregulacao da
polimerizacdo de filamentos de actina na célula (NAKASHIMA et al, 2018; SCHAKS
et al, 2020).

2MBP-AWRC

PPP

Figura 1.7. Modelo esquematico representando o complexo WRC com enfoque para a
interacdo do dominio VCA com Sral/Cyfipl. Fonte: (CHEN et al, 2014).

1.3.2. Interacdo com Arp2/3

Os filamentos de actina sé&o estruturas que fazem parte do citoesqueleto e sao
formados por unidades globulares de actina. Para sua formacdo, uma das etapas
fundamentais é o processo de nucleacdo. As unidades de actina podem se agregar
de maneira espontanea, mas essa formagdo é normalmente muito instavel e as
subunidades se desagregam rapidamente. Para que possa haver a polimerizacao do
filamento é necessario que varias unidades de actina se agreguem ao mesmo tempo
de maneira que as interacbes se mantenham mais estaveis. E nesse processo de
nucleacdo que um pequeno agregado € formado de maneira a promover a
polimerizacdo da estrutura (COOPER et al, 1983; FRIEDEN, 1983; TOBACMAN et al,
1983; ALBERTS et al, 2015).

Como ja colocado anteriormente, um dos mecanismos para gque esse processo
ocorra é a ativacao através do complexo Arp2/3. Quando ativado, Arp2/3 inicia o
processo de nucleacdo do filamento de actina através da extremidade menos,
permitindo uma rapida e eficiente elongacdo. Além disso, como ficara ligado na

extremidade menos da estrutura, reduz a velocidade de sua despolimerizacao
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espontanea na ponta menos (MULLINS et al, 1998; ALBERTS et al, 2015). Esse

processo € ilustrado pela figura 1.8.

Fator de
Ativagao
Ponta Ponta
Outras proteinas :
. menos mais
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Complexo Arp2/3 Arp2 Mondmeros Filamentos de actina nucleados
inativo Complexo Arp 2/3 de actina
ativo

Figura 1.8. Processo de nucleacdo dos filamentos de actina iniciado pelo complexo
Arp2/3. Fonte: traduzido de (ALBERTS et al, 2015).

Como também ja citado, o papel de WRC na ativacdo do complexo Arp2/3 é
fundamental. E através de suas modificacbes que o complexo WRC podera ativar o
Arp2/3 e assim regular a polimerizagéo dos filamentos de actina. A remodelagéao de
WRC devido a interacdo com Racl-GTP, permite a exposicdo do dominio VCA da
proteina WAVE. Esse dominio se liga entdo com Arp2/3 para sua ativacdo (CHEN et
al, 2010). A figura 1.9 ilustra a descricdo desse processo. Diversos trabalhos e
evidéncias apontam que a estabilidade deste complexo e a de seus componentes é
altamente regulada, além de sua formacdo e ativacdo. Essa seria uma forma de
manter um controle estrito desse potente mecanismo de nucleacdo de actina
(POLESSKAYA et al, 2020).
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Figura 1.9. Representacdo esquematica de como a remodelacdo do complexo WRC por
Rac1l-GTP, permite a ativacdo do complexo Arp2/3 e consequentemente o inicio do
processo de nucleacdo dos filamentos de actina. Fonte: Modificado de (ZWEIER et al,
2019).
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Dentre os mecanismos de nucleagdo, o que se utiliza da regulacdo pelo
complexo Arp2/3 é o unico conhecido capaz de formar estruturas ramificadas
(KONIETZNY et al, 2017). Isso ocorre porque o complexo pode iniciar o processo de
nucleacdo se conectando aos bracos de filamentos de actina ja existentes em um
angulo de 70° (MULLINS et al, 1998).

1.3.3. Filamentos de actina e a funcédo neuronal

Os filamentos de actina sado formados por proteinas globulares e tem funcéo
estrutural, de movimentacdo e de adesédo na célula. O processo de regulacdo da
polimerizacdo e despolimerizacdo das fibras de actina é vital para as células
eucaribticas. S&o estruturas flexiveis de cerca de 8 nm de didmetro e se organizam
em feixes e redes bi e tridimensionais (ALBERTS et al, 2015).

Os neurbnios séo células extremamente polarizadas, com uma estrutura
complexa necesséria a sua funcéo de distribuicdo e alocacdo de informagbes, como
mostra a figura 1.10 (A) (MAGEE, 2000; GULLEDGE et al, 2005). Os filamentos de
actina e o0s microtibulos sdo as estruturas do citoesqueleto majoritariamente
responsaveis por essa estrutura (COLES & BRADKE, 2015). Os filamentos de actina
sdo particularmente importantes no controle da funcéo e da morfologia dos dendritos
neuronais (OKAMOTO et al, 2004). As espinhas dendriticas sdo pequenas protusdes
das membranas dos dendritos que ajudam a passar 0s sinais para o corpo do
neurdnio. Sao estruturas muito dindmicas na qual a remodelagem do citoesqueleto de
actina é especialmente importante (ALVAREZ & SABATINI, 2007; KONIETZNY et al,
2017).
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Figura 1.10. Diferentes estruturas de actina presentes nos neurdnios. Em foco na parte
B, como as estruturas ramificadas fazem parte das espinhas dendriticas. Fonte:
Modificado de (KONIETZNY et al, 2017).

Nas pontas das espinhas dendriticas, a maior parte do citoesqueleto de actina
se encontra na forma de estruturas ramificadas, como ilustrado na figura 1.10 (B). Isso
ocorre porque essas estruturas conseguem ter melhor forca de tragdo contra a
membrana plasmatica, necessaria a maturacdo e crescimentos das espinhas
dendriticas (BOSCH et al, 2014; SPENCE et al, 2016). Como citado anteriormente, o
processo de nucleacdo do complexo Arp2/3 é o Unico mecanismo conhecido para a
criacao de estruturas ramificadas de actina (ALBERTS et al, 2015; KONIETZNY et al,
2017).

De maneira interessante, no estudo de Pathania e colaboradores (2014) foi
possivel observar como ambas as proteinas CYFIP1 e CYFIP2 estédo localizadas
predominantemente nas espinhas dendriticas de sinapses excitatérias de células
cerebrais de camundongos. O estudo utilizou-se das proteinas acopladas ao gene da
proteina GFP para a avaliacdo das proteinas nas estruturas. A superexpressao das
proteinas também resultou no aumento da complexidade dos dendritos e em espinhas

dendriticas com altera¢fes estruturais (PATHANIA et al, 2014).
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1.3.4. InteragOes com RBPs

Além de sua associagdo ao WRC, CYFIP2 também é mencionada como uma
proteina capaz de interagir com RBPs (“RNA Binding Proteins”), podendo ter
interferéncia na regulacdo da traducdo. A interacdo de CYFIP2 com XxFXR (um
marcador de RNP - ribonucleoproteinas) foi descrita em regides subcelulares
especificas das células gangliais de retina de Xenopus sp. Os resultados sugerem que
existe uma maior associacdo com as RNPs ao longo da regido do axonio que muda
para uma maior associacao ao WRC quando a proteina € transportada para a periferia
da célula (CIONI et al, 2018).

Napoli e colaboradores (2008) mostraram um possivel dominio de ligacéo de
elF4E na porcao C-terminal de CYFIP2, o que indica uma possivel relacdo de
regulacdo de alvos de FMRP (NAPOLI et al, 2008). Inclusive, CYFIP2 ja foi
imunoprecipitada junto de elF4E em neurénios de ratos e seu mMRNA aparece como
um dos alvos do controle por FMRP (DARNELL et al, 2011; GHOSH et al, 2020). Mais
recentemente, foi descrita a interacdo de CYFIP2 com 25 proteinas relacionadas ao
processamento de mRNA através da analise do seu interactoma em cérebros de
camundongos. Entre estas se encontram Pumiliol (Pum1l), Argonauta 1 e 2 (Agol/2)
(LEE et al, 2020). Estudos futuros sao necessarios para esclarecer melhor o papel de

CYFIP2 na regulagéo pGés-transcricional.

1.3.5. As variantes Arg87 de CYFIP2

Em 2018, foi reportada pela primeira vez uma associacao da proteina CYFIP2
com a encefalopatia epiléptica precoce. Foram analisados 489 individuos (com analise
das criancas e de seus pais) com a sindrome. Quatro dessas criancas apresentaram
variantes de novo no residuo Arg87 de CYFIP2, de maneira heterozigotica. As
variantes encontradas foram Arg87Cys, Arg87Pro e Arg87Leu (NAKASHIMA et al,
2018).

Depois desse estudo, a literatura apresenta pelo menos mais seis pacientes
reportados até 2019 com variantes no mesmo residuo da proteina (PENG et al, 2018;
ZWEIER et al, 2018; ZHONG et al, 2019). Temos conhecimento de trés pacientes
(com a variante Arg87Cys) no Brasil por contato de seus familiares com o Instituto

Carlos Chagas - Unidade da Fiocruz no Parana. Todos os pacientes identificados nos
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casos reportados sao heterozigotos para a variante. No estudo de Zweier e
colaboradores (2018) outras variantes da proteina também foram associadas a
sindrome. Sete diferentes variantes “missense” foram encontradas nos pacientes
analisados, sendo que as variantes p.Arg87Cys e p.lle664Met foram as mais
recorrentes. Ambos os estudos, de Nakashima e colaboradores e Zweier e
colaboradores, utilizaram modelos computacionais para avaliar o impacto da variante
no complexo WRC utilizando a estrutura cristalografica do complexo com CYFIP1.

Embora a correlagdo da doenca com a mutacdo da proteina neste sitio
especifico exista, ndo foi possivel ainda comprovar todos 0os mecanismos aos quais
esta associada em células neuronais. Uma hipétese dos autores, com base na anélise
estrutural do sitio Arg87, é de que alteracBes nesse sitio promoveriam a ativacao
continua do WRC. Mais precisamente, a mutacao estaria na interface de interacéo
com WAVE, como ilustra a figura 1.11 (NAKASHIMA et al, 2018). O trabalho de
Schaks e colaboradores (2020) mostra o efeito da mutacdo Arg87Cys em CYFIP1 na
formacéo de lamelipddios em linhagem celular B16-F1, indicando uma superativagao
do complexo WRC (SCHAKS et al, 2020).

Figura 1.11. Estrutura tridimensional do complexo WRC. Foco nos residuos de interacédo
com o residuo Arg87 de CYFIP2. Fonte: (NAKASHIMA et al, 2018).
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O mecanismo proposto pelos grupos seria de que as variantes nesse residuo
promovessem uma interacdo mais fraca entre WAVE e CYFIP2. Essa interacédo faria
com que o dominio VCA se desconectasse e ficasse mais exposto, criando uma
ativacdo constante e aberrante de Arp2/3 (NAKASHIMA et al, 2018; ZWEIER et al,
2018). Isso resultaria na mudanca das estruturas das espinhas dendriticas e afetaria
o balanco entre excitacdo/ inibicdo das sinapses (ZHANG et al, 2019c). Essa hipotese

€ ilustrada na figura 1.12.
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Figura 1.12. Figura esquematica indicando o possivel efeito das variantes Arg87 de
CYFIP2 no complexo WRC. Os autores propdem uma desregulacdo devido a ativagéo
constante de Arp2/3. Fonte: Modificado de (ZWEIER et al, 2018).

Outras hip6teses ou mecanismos que poderiam ser afetados em conjunto com
a desregulacéo do complexo WRC, ilustrados na figura 1.13, seriam:

- Assim como CYFIP1, CYFIP2 pudesse promover a regulacao da liberacao de
neurotransmissores Nos compartimentos sinapticos.

- O complexo WRC também forma interacbes com algumas proteinas de
membrana e canais iGnicos; e as variantes teriam interferéncia nesse complexo.

- Além disso, CYFIP2 também tem o papel de interagir com proteinas ligantes
de mRNA. Assim, teria um papel importante no transporte e na traducao local de

alguns mRNAs.
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Figura 1.13. Hipd6teses de mecanismos de patogenicidade e desregulacdo dos
processos celulares pelas variantes Arg87 de CYFIP2. Fonte: traduzido de (ZHANG et al,
2019c).

O trabalho de Lee e colaboradores (2020) tem dados que reforcam esta Ultima
hip6tese. Eles demonstraram que as variantes Arg87 de CYFIP2 podem impactar na
formacdo dos granulos de estresse. Super expressando diferentes formas de CYFIP2
em células do tipo Hela, foi possivel observar que sob condicbes de estresse apenas
as variantes Arg87 nao apresentaram a formacao desses granulos. O grupo também
observou que as variantes formavam “clusters” de maneira espontdnea nas
células. Através da analise do interactoma de CYFIP2 no cérebro de camundongos
foram identificadas diversas proteinas componentes dos granulos de estresse e
RBPs, por exemplo, as proteinas Argonauta 1 e 2. Por isso, esses autores sugerem
que além do papel das variantes no WRC, haveria também um impacto destas na
regulacdo de traducdo e formacdo dos granulos de estresse, como mostra a figura

1.14. Ambos os mecanismos contribuiriam para a patologia (LEE et al, 2020).
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Figura 1.14. Modelo proposto para a atividade patolégica das variantes Arg87 de
CYFIP2. Fonte: Traduzido de (LEE et al, 2020).

Outro dado interessante reportado, que pode ajudar a elucidar o papel de
CYFIP2 na doenca, € o papel do litio na reversdo do fendtipo observado em
camundongos Cyfip2*-. Esses camundongos apresentaram comportamento anormal
(aumento da atividade e velocidade locomotora e reducdo de ansiedade) e
hiperexcitabilidade dos neurdnios de algumas regides do coOrtex pré-frontal sem o
tratamento. O tratamento com o litio foi capaz de mitigar a hiperexcitabilidade e
normalizar a reposta ao teste de ansiedade dos camundongos Cyfip2*-. O
sequenciamento de RNAs dos camundongos Cyfip2*- n&o tratados mostrou uma
reducdo da expressdo de canais de potassio nessas células (LEE et al, 2020). Isso
corrobora a hipotese de algum tipo de interferéncia das variantes em outras proteinas
de membrana, como o0s canais idnicos. Mais estudos sdo necessarios para entender

melhor os mecanismos patoldgicos das variantes de CYFIP2.

1.4. CYFIP2 E SUA RELACAO COM ALGUMAS PATOLOGIAS

Além das desordens neurolégicas associadas as variantes Arg87, outras
alteracdes em CYFIP2 ja foram associadas a patologias. Camundongos heterozigotos
para o gene de CYFIP2 demonstraram comportamentos e sintomas semelhantes a
sindrome do X-fragil. Em combinacdo com a dele¢do de FMRP (proteina associada a

sindrome), esses efeitos se mostraram ainda mais agudos (HAN et al, 2015).
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Para avaliar as intera¢des de CYFIP2 no WRC, assim como efeitos biologicos
e correlagcbes com patologias, diversos grupos realizaram mutacdes pontuais na
proteina. Junto com a avaliagado de expressao, ensaios de imunoprecipitagao e “pull-
down” dos mutantes é possivel observar os efeitos dessas mutagdes no fenotipo
celular. A figura 1.15 mostra algumas das mutacdes ja realizadas em CYFIP1 ou

CYFIP2, na estrutura tridimensional de CYFIP, com a descricédo de seus efeitos.

R190D

P963A _ YI67A
W845A &

C179R - R964D
' s. R87C/IR87P! L841A S968F

B R87L L9670
" Y704D R961D

w ‘ | 844

o
K725E @

Figura 1.15. Modelo da proteina CYFIP (cinza) interagindo com o complexo WRC
(salm&o). As esferas enfatizam as regiées de mutacdes reportadas na literatura para CYFIP1
ou CYFIP2 que levam a efeitos biolégicos: as mutacdes C179R, R190D e M632D (vermelho)
demonstraram a inibicdo da ligagdo de RAC1 no “A site”. L697D, Y704D, L841A, F844A e
W845A (azul) rompem a interagdo de CYFIP e o dominio VCA de WAVE. K725E (amarelo)
apresenta a reducdo da interacdo entre CYFIP e elF4E. R961D, P963A, R964D e Y967A
(laranja) eliminam a ligacdo de RAC1 no “D site”. A mutacdo S968F (roxo) foi associada a
resposta aguda a cocaina e comportamento alimentar compulsivo em camundongos. R87C,
R87P, e R87L variantes (verde) estédo relacionadas as encefalopatias epilépticas precoce.
K320E (rosa) é uma variante resultante da edicdo do mRNA de CYFIP2 por enzimas ADAR.
Fonte: (O autor, 2021).

A proteina também foi identificada como alvo potencial para o tratamento do
mal de Alzheimer. Estudos indicam que a reducdo da expressdao de CYFIP2 em
células neuronais inicia uma cascata de modificacbes na doenga como, a
hiperfosforilagdo do fator tau, a formacdo das placas de amiloides e a perda de
memoria (TIWARI et al, 2016). Além disso, em um estudo recente, foi demonstrado
que camundongos idosos Cyfip2*- apresentaram acimulo de AB no cérebro, gliose,

perda das sinapses e deficiéncia de memoria (GHOSH et al, 2020).
34



Outras patologias que a proteina parece estar envolvida sdo a esclerose
multipla e alguns tipos de cancer, principalmente porque a sua atuacdo na regulacéao
da polimerizacao de actina esta envolvida na adesdo e migracao celular. A adesao de
células do tipo T é elevada em pacientes com esclerose mdltipla. Mayne e
colaboradores (2004) analisaram células do tipo CD4+ em pacientes com a doenca.
Nesses pacientes, a expressao de CYFIP2 encontrava-se com um aumento de cerca
de quatro vezes, o grupo entao sugeriu que os altos niveis da proteina facilitassem a
adesdo de células do tipo T (MAYNE et al, 2004). No estudo de Polesskaya e
colaboradores (2020) com diversos pacientes de cancer de mama, uma maior
expressdo de CYFIP2 foi relacionada a um maior tempo de sobrevida livre de
metastase dos pacientes. Nesse mesmo estudo, experimentos celulares com a
delecdo da proteina indicaram seu papel de inibicdo da migracdo celular

(POLESSKAYA et al, 2020).
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2. OBJETIVOS
2.1. OBJETIVO GERAL

Identificacdo de interacbes da proteina CYFIP2 com a mutacdo Arg87Cys
(CYFIP2p.Arg87Cys) e possiveis agentes terapéuticos utilizando-se abordagens in

silico.

2.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Modelagem das proteinas CYFIP2 selvagem e variante Arg87Cys.

e I|dentificacdo de ligantes especificos para a variante Arg87Cys através de
docking molecular.

¢ Dinamica molecular dos modelos para validacdo dos mesmos e reavaliacédo

dos ligantes.
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3. MATERIAIS E METODOS
3.1 CONSTRUCAO DOS MODELOS

Como a estrutura atdbmica de CYFIP2 ndo se encontrava resolvida e depositada
em bancos de dados, foi necesséria a construcdo de modelos para realizacdo dos
experimentos in silico. Para a predicdo da estrutura terciaria das proteinas (CYFIP2,
CYFIP2p.Arg87Cys e CYFIP2p.Lys320Glu) foi utilizado o método de modelagem por
homologia. Este método é baseado na modelagem por comparagcdo com proteinas
homélogas.

A estrutura cristalogréfica do complexo WRC, contendo a proteina CYFIP1,
encontra-se depositada no PDB sob codigo 3P8C (CHEN et al, 2010). Considerando
gue CYFIP1 e CYFIP2 compartilham 88% de identidade (SCHENCK et al, 2001), as
coordenadas atomicas de CYFIP1 (PDB 3P8C, cadeia A) foram utilizadas como molde
na modelagem por homologia da proteina CYFIP2 nativa e suas variantes. O servidor
HHpred (“Homology detection & structure prediction by HMM-HMM comparison” -
Deteccdo de Homologia e predicao de estrutura por comparacao utilizando modelos
escondidos de Markov) foi utilizado para realizar o alinhamento (a partir da referéncia
NP_001032410), baseado na estrutura secundaria, entre as proteinas
(ZIMMERMANN et al, 2018). A modelagem foi realizada utilizando o software
MODELLER verséo 9.23 (WEBB & SALI et al, 2016). Um conjunto de 50 modelos foi
gerado para cada versédo da proteina. A funcado do MODELLER que calcula o “DOPE
score” (“Discrete Optimized Protein Energy”) foi utilizada para avaliar e selecionar os
modelos finais. As estruturas foram ainda checadas para choques entre os atomos
com distancia menor que 1,5 A, utilizando a ferramenta “find clashes/contacts” do
software Chimera versédo 1.14 (PETTERSEN, 2004). A geometria dos modelos foi
avaliada utilizando a ferramenta Molprobity pelo grafico de Ramachandran (WILLIAMS
et al, 2010).

3.2 DOCKING MOLECULAR

Antes da realizacdo dos experimentos de docking molecular, os modelos foram
preparados para o experimento. A preparacdo envolveu a checagem de atomos e
ligacOes faltantes, checagem de contatos e a minimizagdo de energia utilizando o
pacote “molecular modelling toolkit” (MMTK) dentro do software Chimera verséo 1.14
(HINSEN, 2000). Minimizamos a estrutura para simular o comportamento da proteina
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em solvente, tornando-o mais proximo da realidade. A minimizacdo de energia foi
realizada utilizando os seguintes parametros:

e “Force field”: Amber ff14SB;

e “Steepest descent steps”: 100;

e “Steepest descent step size”: 0.2 A;

e “Conjugate gradient steps”: 10;

e “Conjugate gradient step size”: 0.2 A.

Para a escolha dos ligantes foi utilizada uma lista de 174 farmacos da base de
dados PDE3 (“Prescribable Drugs with Efficacy in Experimental Epilepsies”)
(SIVAPALARAJAH et al, 2018). Como forma de ampliar a base de analise também
foram selecionados aleatoriamente 3.772 compostos do banco de dados Drugbank
(WISHART et al, 2018).

As andlises de docking molecular foram entdo realizadas com todas as
moléculas selecionadas como ligantes para os modelos de ambas as proteinas
(CYFIP2 e CYFIP2p.Arg87Cys) para comparacdo dos resultados. Para isso, foi
utilizado a ferramenta “PyRx-virtual screening” versdo 0.8 composta das bibliotecas
AutoDock (MORRIS et al, 2009) e AutoDock Vina (TROTT & OLSEN, 2010). O
seguinte protocolo foi entdo utilizado:

¢ Os modelos minimizados foram salvos no formato de arquivo pdb e importados
para o PyRX;

¢ Os ligantes foram também importados no formato pdb ou sdf;

e O modulo AutoDock Tools foi utilizado para transformar todos os arquivos

(modelos e ligantes) para o formato pdbqt;

¢ Finalmente, o algoritmo do AutoDock Vina foi utilizado para performar o docking
com os ligantes selecionados. A caixa de analise foi desenhada com as
seguintes dimensées em A: centro (x, y, z) = (0.48, 39.17, 231.72), dimensbdes

(X, y, z) = (20.77, 19.34, 19.84). O parametro de “exhaustiveness” foi definido

como 8.

A posicao e o formato da caixa haviam sido definidos previamente de forma a
cobrir a regido Arg87 da proteina. Além disso, o algoritmo COACH (YANG, ROY &
ZHANG, 2013) foi utilizado para uma analise de predicao de possiveis sitios de ligacéo
de pequenos ligantes nos modelos. Os resultados dessa predicdo séo apresentados
na tabela 4.2. Essa analise também auxiliou na definicdo da caixa de busca, ilustrada

na figura 4.6.
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3.3 ANALISE DOS LIGANTES ENCONTRADOS NO DOCKING

Os resultados do docking molecular foram avaliados pela comparacao do
“score” de afinidade de ligacao (kcal/mol) - preditos pela funcao de “score” do médulo
Autodock Vina — entre os modelos de CYFIP2 e CYFIP2p.Arg87Cys. Os critérios de
selecdo dos ligantes pelo “score” se encontram na tabela 3.1. Aqui, dentre as 8
conformacdes testadas para cada ligante, foi selecionada a de maior afinidade

(nimero mais negativo em kcal/mol).

Tabela 3.1. Critérios de selecdo dos ligantes através do “score” de afinidade de ligacdo
comparado entre CYFIP2 e CYFIP2p.Arg87Cys.

Critérios para selecao dos farmacos na primeira varredura

e “Score” de afinidade de ligacdo para CYFIP2 maior que -6,5
kcal/mol (baixa afinidade);

e “Score” de afinidade de ligagcao para CYFIP2p.Arg87Cys menor

! qgue -6,5 kcal/mol (alta afinidade) e;
e Diferenca de “scores” de afinidade de ligacdo entre as duas
proteinas maior que 1,0 kcal/mol.
e “Score” de afinidade de ligacao para CYFIP2 menor que -6,5
kcal/mol (alta afinidade);
) e “Score” de afinidade de ligacdo para CYFIP2p.Arg87Cys maior
que -6,5 kcal/mol (baixa afinidade) e;
e Diferenca de “scores” de afinidade de ligacdo entre as duas
proteinas maior que 1,0 kcal/mol.
3 e Diferenca de “scores” de afinidade de ligacdo entre as duas

proteinas maior que 1,0 kcal/mol.
Fonte: O autor, 2021.

O software LigPlus (LASKOWSKI & SWINDELLS, 2011) foi utilizado para uma
segunda avaliacdo da interacdo predita entre proteina e ligantes selecionados. A
avaliacao foi feita de maneira a comparar os pontos de interacao dos ligantes com os
residuos de aminoacidos das duas versdes da proteina, na conformacdo de maior
afinidade predita. Avaliamos também a possibilidade da melhor conformacéo predita
para uma versdo da proteina se encaixar no outro modelo. Para isso, 0s arquivos

resultantes do docking foram sobrepostos ao outro modelo (arquivos resultantes do
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docking contra a proteina nativa foram sobrepostos a variante e vice-versa) utilizando
a ferramenta “MatchMaker” do Chimera versdo 1.14 (HINSEN, 2000). Com essa
sobreposicdo, geramos novos modelos que foram também submetidos a mesma

andlise anterior no software LigPlus.

3.4 DINAMICA MOLECULAR

As simulagdes de dinamica molecular foram realizadas em colaboragéo com o
grupo de pesquisa em engenharia de proteinas e solu¢bes para a saude, da unidade
da Fiocruz no Ceara. Os experimentos foram realizados pela Msc. Natalia Fernandes
Frota e pelo Dr. Marcos R. Lourenzoni. A metodologia utilizada pelo grupo para
realizacdo dos experimentos é descrita a seqguir:

A simulagéo foi realizada utilizando o pacote GROMACS 2018 ( BERENDSEN
et al., 1995; LINDAHL & HESS, 2001; VAN DER SPOEL et al., 2005; HESS et al.,
2008; PRONK et al., 2013; ABRAHAM et al., 2015; PALL et al., 2015) usando o campo
de forca CHARMM36 para descrever as interacbes atbmicas (HUANG &
MACKERELL, 2013). As coordenadas atémicas das proteinas foram submetidas no
servidor H++ (GORDON et al., 2005) e, em seguida, colocadas em uma caixa
dodecaédrica solvatada com moléculas de agua do tipo TIP3P (JORGENSEN et al.,
1983). A distancia entre a extremidade da proteina e a extremidade da caixa foi de 2
nm. Os comprimentos de ligacao envolvendo os atomos de hidrogénio da proteina
foram controlados utilizando o algoritmo LINCS (HESS et al., 1997; HESS, 2008;) e
os das aguas, utilizando o algoritmo SETTLE (MIYAMOTO & KOLLMAN, 1992). As
interacdes entre atomos nao ligados, de van der Waals e Coulomb, foram avaliadas
com um raio de corte de 1.3 nm, sendo que as corre¢des para interacdes eletrostaticas
foram calculadas utilizando o método “Particle mesh Ewald” (PME) (DARDEN et al.,
1993).

A temperatura foi controlada pelo termostato “V-rescale” com proteina,
solvente e ions acoplados separadamente (BUSSI et al., 2007), com uma constante
de acoplamento de 0.2 os. Da mesma forma, a presséo do sistema foi controlada pelo
barostato de Berendsen (BERENDSEN et al., 1995) com uma constante de 0.2 os em
1 bar.

As trajetorias obtidas foram analisadas utilizando programas do pacote
GROMACS 2018. As variacfes na estrutura das proteinas foram avaliadas pelo

desvio quadratico médio (RMSD — “Root Mean Square Deviation”) dos atomos, pelo
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programa gmx rms. O RMSD em fung¢éo do tempo é obtido apds a sobreposicdo dos
carbonos alfa (Ca), de cada estrutura ao longo do tempo da dinamica molecular, em
relacdo a primeira estrutura (t = 0). O célculo do RMSD provém da média do desvio
das distancias entre as posi¢cdes dos atomos dos Ca das duas estruturas em tempos
distintos. As representacdes de estruturas foram geradas usando o software Pymol
2.2.0 (Schrodinger).

O software LigPlus (LASKOWSKI & SWINDELLS, 2011) foi utilizado para
avaliar as interacfes entre os residuos Arg87 (Cys87 na proteina variante) e outros

residuos da estrutura da proteina.

3.5 ALINHAMENTO

A conservacao da sequéncia de CYFIP2 em diferentes espécies foi avaliada,
especialmente para os residuos Arg87 e Glu624. Para isso, foi utilizado a ferramenta
Blastp (ALTSCHUL et al, 1990) para alinhamento de sequéncias a partir da referéncia
NP_001032410. O servidor “BoxShade” (SIB-SWISS, s.d.) foi utilizado para criar a

imagem do alinhamento entre as sequéncias selecionadas.
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4. RESULTADOS
4.1 MODELOS CONSTRUIDOS

A ferramenta online HHpred foi utilizada para uma busca por modelos
experimentais similares, baseado em estrutura secundaria para encontrar o
alinhamento da sequéncia de CYFIP2 no banco de dados. Esse alinhamento foi
realizado com a finalidade de encontrar uma estrutura base para construcdo dos
modelos pelo método de modelagem por homologia. Como esperado, conforme o0s
dados contidos na literatura, foi encontrada a proteina CYFIP1 (c6digo PDB 3P8C)
como melhor base para realizar a modelagem, com 88% de identidade. Os resultados

desse alinhamento encontram-se na figura 4.1 e no apéndice 1.

Figura 4.1. Resultado da busca por alinhamentos para a proteina CYFIP2 no banco de

dados. Para o melhor alinhamento encontrado, com a cadeia PDB 3P8C_A, foram

encontrados 0s seguintes resultados de pareamento: Probabilidade = 100.00, E-valor
3,4*102%0, “Score” = 2352,96, Colunas alinhadas = 1252, Identidade = 88%, Similaridade
1,377.

Selecionamos entdo esse alinhamento para geracdo dos modelos utilizando o
software MODELLER. Os “scores” de todos os modelos gerados encontram-se nas
figuras 4.2, 4.3 e 4.4.
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Scores dos modelos gerados - CYFIP2

0 5 10 15 20 25 30 35 40 45 50
-156000

-159000

DOPE score

-162000

Modelo 23 selecionado
DOPE score: -160.988

-165000 .
Numero do modelo

Figura 4.2. Grafico ilustrando os “DOPE scores” calculados para cada um dos modelos
gerados por homologia para CYFIP2. O modelo 23 foi selecionado por possuir o menor

“score”; -160.988.

Scores dos modelos gerados - CYFIP2 R87C

0 5 10 15 20 25 30 35 40 45 30
-156000

-159000

DO PE score

-162000

Modelo 39 selecionado
DOPE score: -161.301

-165000 .
Nimero do modelo

Figura 4.3. Grafico ilustrando os “DOPE scores” calculados para cada um dos modelos
gerados por homologia para CYFIP2p.Arg87Cys. O modelo 39 foi selecionado por possuir

0 menor “score”; -161.301.
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Scores dos modelos gerados - CYFIP2 K320E
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Maodelo 17 selecionado
DOPE score: -161.130

-165000
Nimero do modelo

Figura 4.4. Gréfico ilustrando os “DOPE scores” calculados para cada um dos modelos
gerados por homologia para CYFIP2p.Lys320Glu. O modelo 17 foi selecionado por possuir

o menor “score”; -161.130.

Os modelos finais foram escolhidos com base no menor “DOPE score”, o que
indica que possuiam uma melhor otimizacdo energética do arranjo de atomos.
Produzindo, ao final, estruturas com enovelamento conservado ao da proteina

CYFIP1 contendo trés dominios distintos, como apresentado na figura 4.5.

Figura 4.5. Comparacao da estrutura PDB 3P8C_A (cinza) com os modelos gerados de
CYFIP2 (RMSD 1,626 A, ciano) e CYFIP2p.Arg87Cys (RMSD 1,901 A, bege). As regies
dos trés dominios sao apresentadas como A, B e C.
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A checagem final mostrou ainda que os modelos nédo apresentavam choques
entre 0s atomos na estrutura. A andlise pelo grafico de Ramachandran determina o
guanto a geometria do modelo se enquadra nos angulos W (psi) versus os ¢ (phi)

possiveis espacialmente. Os dados da analise se encontram na Tabela 4.1.

Tabela 4.1. Geometria dos modelos de CYFIP2.

CYFIP2 CYFIP2p.Arg87Cys
Ramachandran outliers 4 5
Ramachandran favorecidos 95,2% 96,3%
Ramachandran permitidos 99,7% 99,6%

Fonte: O autor, 2021.

Os modelos também foram analisados através do software COACH, de
maneira a investigar possiveis regides de interagdo com ligantes. As regifes

encontradas pela analise se encontram na figura 4.6 e na tabela 4.2.
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Figura 4.6. Modelos de CYFIP2 (em cinza) com residuos preditos para interacdo com

ligantes pelo software COACH (em vermelho). Destaque para o desenho da caixa utilizada

nos experimentos de docking molecular (em verde). 1- CYFIP2 WT, 2- CYFIP2p.Arg87Cys.
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Tabela 4.2. Posi¢cdes dos residuos apontados como sitios de ligacdo pelo algoritmo de

predicdo do COACH nos modelos das proteinas.

Versédo da proteina  Residuo de ligagéo predito

CYFIP2 688, 689, 995, 996, 120, 121, 122, 123, 124, 125, 705, 708,
460, 475, 85, 87, 118,121, 766, 767, 342, 345, 410, 413, 414,
446, 669, 672, 805, 821, 824, 836, 839, 918, 919, 920

CYFIP2p.Arg87Cys 689, 693, 705, 708, 995, 996, 1001, 1002, 85, 86, 87, 91, 118,
184, 621, 623, 624, 627, 628, 634, 635, 636, 685, 689, 776,
780, 155, 570, 595, 860, 863, 798, 801, 802, 805, 820, 821,
824, 828, 830, 834, 836, 839, 918, 919, 920, 923, 924, 190,
211,212

Fonte: O autor, 2021.

Nessa analise pode-se observar que a regido que engloba o residuo Arg87 da
proteina, encontra-se coberta. Com esses dados, a caixa para “screening” dos
ligantes pelo docking molecular foi desenhada.

4.2 LIGANTES IDENTIFICADOS NA 12 VARREDURA

Uma primeira analise dos resultados de docking molecular, nos retornou 65
ligantes de acordo com os critérios estabelecidos na tabela 3.1. Os resultados para
todos os “scores” dos 3.946 ligantes avaliados nos experimentos tanto para CYFIP2
guanto para CYFIP2p.Arg87Cys se encontram no link listado no apéndice 2. Os 65
ligantes selecionados, assim como seus cédigos CID, critérios de selecdo e acgao

farmacoldgica (quando existente) se encontram na tabela 4.3.

46



Tabela 4.3. Lista de compostos selecionados apds o primeiro “screening”. Na tabela sdo apresentadas suas afinidades de ligacdo (da

conformacdo de melhor afinidade das 8 testadas) para cada um dos modelos, seu critério de selecdo e grupo de uso farmacolégico (quando

existente).
(continua)
oo Coltode  Anisieds fiimew
ID Nome do composto gzr:liggsmde (CID (Kcal/mol) —  (Kcal/mol) — Diferenga  Critério de Selegéo Grupo do composto
pubchem) modelo WT modelo R87C
1 Remdesivir Drugbank 121304016 -6.0 -8.2 2.2 ﬁ;:z:g:gg gg ::ggggg er;8>7-CB)§;< 65 antiviral
2 EXPT02813 Drugbank 17754151 5.6 7.3 1.7 ﬁgzggggg gg ::ggggg X\g;gg; < 65 Semgrupo
3 Mdl-29951 Drugbank 446916 57 71 1.4 ﬁmiﬂﬁ gg ::ggggg X\g;gﬁ;( 5 neuroreceptor
4  EXPT01499 Drugbank 448471 52 6.6 1.4 ﬁmiﬂﬁ gg ::ggggg X\g;gﬁ;( 65 Semgrupo
5 Branebrutinib Drugbank 121293929  -6.1 7.4 1.3 ﬁmiﬂﬁ gg ::ggggg X\g;gﬁ;( 65 i(’;iigig‘r’T:aBi;ﬁne)
6 E)aese(lcrﬁ:/ti)?mimidoyl) Drugbank 445533 -54 -6.7 1.3 ﬁ;:z:g:gg gg ::ggggg er-glg—8>7236)}2;< 65 antiviral
7 EXPT02428 Drugbank 448249 -6.3 7.4 1.1 ﬁ;:g:gggg gg ::ggggg X\g;gg; <65 Semgrupo
o apaser  ougew mems  ea  ws a1 Aneledelmaowtoos | aagsad
9 EXPT02245 Drugbank 5288855 55 6.6 1.1 ﬁggzgggg gg ::ggggg X\g;g?( 65 Semgrupo
10 Porfiromycin Drugbank 13116 5.6 6.6 1.0 ﬁggzgggg gg ::ggggg X\g;g?( 65 gg;ig‘re”to de
11 EXPT01096 Drugbank 461279 56 6.6 1.0 222:2:32 gg ::gggig X\g;gg; < 5 Semorupo
12 Macelignan Drugbank 10404245 -7.5 -6.0 15 222:3232 gg ::ggggg er;8<7-c63}2;> 65 fitoestrégeno
o o ek s s a0 as  Andedlmaowtoos e
14 MBX-8025 Drugbank 11236126  -7.4 5.6 1.8 ﬁgg:gggz 32 ::ggggg Xg&&fﬁé 65 PPAR-5 agonista
15 DB08322 Drugbank 11669698 7.9 5.9 2.0 Afinidade de ligagao WT < -6.5; sem grupo

Afinidade de ligacdo Arg87Cys > -6.5
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Tabela 4.3. Lista de compostos selecionados apés o primeiro “screening”. Na tabela sao apresentadas suas afinidades de ligacdo (da conformacéao

de melhor afinidade das 8 testadas) para cada um dos modelos, seu critério de selecéo e grupo de uso farmacoldgico (quando existente).

(continua)
sacode ool e pede
ID Nome do composto gﬁggsmde (CID (Kcallmol) —  (Kcal/mol) — Diferenca  Critério de Selecdo Grupo do composto
pubchem) modelo WT modelo R87C
16 DB08013 Drugbank 130188 -8.2 -6.4 1.8 ﬁ;:::gzgg gg ::ggggg er;8<7-c6);2;> 65 Semagrupo
17 DBO08784 Drugbank 1432578 7.9 6.1 1.8 ﬁgmgggg gz ::ggggg X\g;f}g; 65 Semgrupo
18 DBO07355 Drugbank 14368760 -6.5 -4.8 1.7 ﬁ;:::gzgg gg ::ggggg er;8<7-c6);2;> 65 Semagrupo
19 DB08297 Drugbank 150889 7.0 6.0 1.0 ﬁmiﬂﬁ gg ::ggggg X\g;gﬁ; 65 Semgrupo
20 Melperone Drugbank 15387 -6.8 -5.7 1.1 222:2:3§ gg ::ggggg er-glg—8<7g3}§;> 65 antipsicotico
21 (S)-Fluoxetine PDE3 1548968 7.4 6.4 1.0 ﬁgmgggg gg ::gggzg ng?fy'i 5 antidepressivo
22 Arverapamil Drugbank 15593907  -7.1 58 13 ﬁ;:g:gggg gg ::ggggg ng<7g}2;> 65 g;?gi"’c‘)vascular
23 DB08193 Drugbank 15876 6.7 5.7 1.0 ﬁgmgggg gg ::ggggg ng<7g}2;> 65 Semgrupo
24 DB08401 Drugbank 16741209  -7.2 5.8 1.4 ﬁ;:g:gggg gg ::ggggg X\g;gﬁ; 65 S€m grupo
25 Cobiprostone Drugbank 16757521 -7.1 -5.9 1.2 2;:2:22& gg ::ggggg er-glg—8<7£)}§;> 65 Semgrupo
2o DIOOMOESN bugoac g0 T4 4 10 gmemedelamoll e 68 homono
27 DB07782 Drugbank 1722 7.4 6.0 14 ﬁgmgggg gz ::ggggg X\g;'&i 65 SEMQpo
28 Proxibarbal Drugbank 17336 -6.7 -5.7 1.0 2;:2:3232 32 ::ggggg er-g8<7-c63}2;> 65 SL?(%%S:(EZ
29 Dobesilic acid Drugbank 17507 -6.9 -5.7 1.2 222:3:32 gz ::ggggg er;8<7-cg}2;> 65 anti-hemorragico
30 Bis-Benzamidine Drugbank 17753851 -7.8 -6.4 1.4 Afinidade de ligagao WT < -6.5; inibidor de protease

Afinidade de ligacdo Arg87Cys > -6.5
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Tabela 4.3. Lista de compostos selecionados apés o primeiro “screening”. Na tabela sao apresentadas suas afinidades de ligacdo (da conformacéao

de melhor afinidade das 8 testadas) para cada um dos modelos, seu critério de selecéo e grupo de uso farmacoldgico (quando existente).

(continua)
Cédigo do Afinidade de Afinidade de
Banco de composto Ligacao Ligacao
ID Nome do composto 8z;1id(:nde (CID (Kcal/mol) —  (Kcal/mol) — Diferenca  Critério de Selecdo Grupo do composto
9 pubchem) modelo WT modelo R87C
. Afinidade de ligagdo WT < -6.5; tratamento de
31 Etalocib Drugbank 177941 -8.5 -6.4 21 Afinidade de ligacio Arg87Cys > -6.5 cancer
i i Afinidade de ligacdo WT < -6.5;
32 EXPT01529 Drugbank 188347 7.4 6.1 1.3 Afinidade de ligacio Arg87Cys > -6.5 sem grupo
i i Afinidade de ligacdo WT < -6.5; tratamento de
33 Ramelteon PDE3 208902 7.0 6.0 1.0 Afinidade de ligagdo Arg87Cys > -6.5 insfnia
_— i i Afinidade de ligacdo WT < -6.5; antagonista de
34 |dalopirdine Drugbank 21071390 83 6.1 22 Afinidade de ligacdo Arg87Cys > -6.5 receptor neural
. Afinidade de ligagdo WT < -6.5; .
35 Capromorelin Drugbank 216208 -7.8 -6.4 1.4 Afinidade de ligacio Arg87Cys > -6.5 horménio
Afinidade de ligagdo WT < -6.5;
36 DB07269 Drugbank 23653503 -7.6 -5.7 1.9 Afinidade de ligacio Arg87Cys > -6.5 sem grupo
. Afinidade de ligagdo WT < -6.5; droga
37 Carvedilol Drugbank 2585 73 6.3 1.0 Afinidade de ligacdo Arg87Cys > -6.5 cardiovascular
. . Afinidade de ligagdo WT < -6.5; S
38 Diphenidol Drugbank 3055 -7.8 -6.3 1.5 Afinidade de ligacio Arg87Cys > -6.5 anti-nausea
Afinidade de ligacdo WT < -6.5; .
39 Arformoterol Drugbank 3083544 -7.0 -5.7 1.3 Afinidade de ligacio Arg87Cys > -6.5 broncodilatador
Afinidade de ligagdo WT < -6.5;
40 EXPTO00994 Drugbank 445383 -8.5 -6.4 21 Afinidade de ligacio Arg87Cys > -6.5 sem grupo
Afinidade de ligagdo WT < -6.5;
41 EXPT01967 Drugbank 445569 -7.9 -6.0 1.9 Afinidade de ligacio Arg87Cys > -6.5 sem grupo
Afinidade de ligagdo WT < -6.5;
42 EXPTO00747 Drugbank 446783 -7.0 -5.8 1.2 Afinidade de ligacio Arg87Cys > -6.5 sem grupo
Afinidade de ligagdo WT < -6.5;
43 EXPT02408 Drugbank 447049 -7.8 -6.1 1.7 Afinidade de ligaco Arg87Cys > -6.5 sem grupo
Afinidade de ligacdo WT < -6.5;
44 EXPTO00813 Drugbank 5287870 -7.7 -6.2 15 Afinidade de ligacio Arg87Cys > -6.5 sem grupo
45 EXPT01301 Drugbank 65070 7.4 6.4 1.0 Afinidade de ligagao WT < -6.5; sem grupo

Afinidade de ligacdo Arg87Cys > -6.5
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Tabela 4.3. Lista de compostos selecionados apés o primeiro “screening”. Na tabela sao apresentadas suas afinidades de ligacdo (da conformacéao

de melhor afinidade das 8 testadas) para cada um dos modelos, seu critério de selecéo e grupo de uso farmacoldgico (quando existente).

(continua)
Cédigo do Afinidade de Afinidade de
Banco de composto Ligacao Ligacao
ID Nome do composto 8z;1id(:nde (CID (Kcal/mol) —  (Kcal/mol) — Diferenga  Critério de Selegéo Grupo do composto
9 pubchem) modelo WT modelo R87C
Afinidade de ligagdo WT < -6.5;
46 EXPT01184 Drugbank 65103 -7.6 -6.3 1.3 Afinidade de ligacio Arg87Cys > -6.5 sem grupo
- L tratamento de
. o Afinidade de ligacdo WT < -6.5; A
47 Aminoglutethimide  PDES3 9uQ -6.9 -5.9 1.0 Afinidade de ligacio Arg87Cys > -6.5 can_cer/ _
anticonvulsivo
hipertensao/
48 Nisoldipine PDE3 4499 -5.4 -6.4 1.0 Resultados de docking interessantes  bloqueador de canal
de sédio
49 Protirelin PDE3 638678 -6.7 -8.1 1.4 Resultados de docking interessantes  horménio
tratamento de
50 Pomalidomide Drugbank 134780 -7.0 -8.2 1.2 Resultados de docking interessantes  cancer/sistema
imune
51 Cyprenorphine Drugbank 20054882 -6.9 -8.0 1.1 Resultados de docking interessantes  opioide
52 N- . Drugbank 1738118 -4.4 -6.3 1.9 Resultados de docking interessantes mgtabohsmo de
Acetylglucosamine glicoproteinas
: i i Afinidade de ligacdo WT < -6.5; analogo de
53 Misoprostol PDE3 5282381 6.6 55 11 Afinidade de ligacdo Arg87Cys > -6.5 prostaglandina
. , i i Afinidade de ligacdo WT < -6.5; hormonio e
54 Epinephrine PDE3 5816 6.5 55 1.0 Afinidade de ligacdo Arg87Cys > -6.5 neurotransmissor
- i i Afinidade de ligacdo WT < -6.5; analgésico
55 Dexmedetomidine PDE3 5311068 7.0 5.9 1.1 Afinidade de ligacio Arg87Cys > -6.5  veterinrio
56 Minocycline PDE3 54675783 -7.0 -8.1 1.1 Resultados de docking interessantes  antibi6tico
droga
57 Ataciguat Drugbank 213037 -8.1 -9.2 1.1 Resultados de docking interessantes  cardiovascular
experimental
58 Sulfamazone Drugbank 187764 -8.2 -9.2 1.0 Resultados de docking interessantes  sem grupo
59 Tipifarnib Drugbank 159324 -7.6 -8.9 1.3 Resultados de docking interessantes inibidor de

farnesiltransferase
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Tabela 4.3. Lista de compostos selecionados apés o primeiro “screening”. Na tabela sao apresentadas suas afinidades de ligacdo (da conformacéao

de melhor afinidade das 8 testadas) para cada um dos modelos, seu critério de selecéo e grupo de uso farmacoldgico (quando existente).

(conclusao)

Banco de Cadigo do Afinidade de Afinidade de
composto Ligacao Ligacao . o ~ Grupo do
ID Nome do composto gﬁdzfnde (CID (Kcal/mol) —  (Kcal/mol) — Diferenca  Critério de Sele¢éo composto
9 pubchem) modelo WT modelo R87C
60 Experimental Drugbank 6323200 -7.4 -8.6 1.2 Resultados de docking interessantes  sem grupo
61 Alisertib Drugbank 24771867 -7.5 -8.6 1.1 Resultados de docking interessantes gg;eérgrento de
_ tratamento de
62 BMS-986158 Drugbank 118196485 -7.3 -8.3 1.0 Resultados de docking interessantes cancer experimental
N,O-DIDANSYL-L- L
63 TYROSINE Drugbank 446468 -7.0 -8.1 1.1 Resultados de docking interessantes  sem grupo
. N tratamento de
64 Torcetrapib Drugbank 159325 -7.0 -8.0 1.0 Resultados de docking interessantes hipercolesterolemia
65 Maropitant Drugbank 204108 6.5 7.7 1.2 Afinidade de ligagdo WT > °6.5; antagonista de

Afinidade de ligacdo Arg87Cys < -6.5

receptor

Fonte: O Autor, 2021.
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4.3 REFINAMENTO DA VARREDURA INICIAL

De forma a realizar uma inspecéao visual do “screening” inicial, utilizamos o
software LigPlus para visualizar as interagdes entre proteinas e ligantes preditas para
a melhor conformacao do ligante na analise por docking molecular (figuras 4.7 e 4.8,

apéndices 3 e 4).
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Aok
i

©—@ Ligacaono Ligante ;;“‘;\\ Residuos (da proteina) envolvidos em interagées hidrofébicas

@@ Ligacdes na proteina
@ -—® Ligacdes de hidrogénio @ Residuos (do ligante) envolvidos em interacées hidrofébicas

Figura 4.7. Avaliacdo no Liglot dos 16 ligantes selecionados na conformacg&o de maior
afinidade no docking com a proteina nativa. 1- Remdesivir, 2- EXPT02813, 3- MdI-29951,
8- AZD-1981, 12- Macelignan, 34- ldalopirdine, 37- Carvedilol, 43- EXPT02408, 44-
EXPT00813, 50- Pomalidomide, 51- Cyprenorphine, 56- Minocycline, 59- Tipifarnib, 63- N,O-

didansyl-I-tyrosine, 64- Torcetrapib, 65- maropitant.
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Figura 4.8. Avaliagdo no Liglot dos 16 ligantes selecionados na conformagéo de maior
afinidade no docking com a proteina variante. 1- Remdesivir, 2- EXPT02813, 3- MdI-
29951, 8- AZD-1981, 12- Macelignan, 34- Idalopirdine, 37- Carvedilol, 43- EXPT02408, 44-
EXPT00813, 50- Pomalidomide, 51- Cyprenorphine, 56- Minocycline, 59- Tipifarnib, 63- N,O-
didansyl-I-tyrosine, 64- Torcetrapib, 65- maropitant.
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Como uma forma de validar a diferenca de afinidade predita entre proteina

nativa e variante, avaliamos o encaixe da melhor conformacé&o na proteina nativa se

inserido na proteina variante, e vice-versa (figuras 4.9 e 4.10, apéndices 5 e 6).
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Figura 4.9. Avaliacdo no Liglot dos 16 ligantes selecionados na conformacgé&o de maior

afinidade no docking com a proteina nativa contra a proteina variante. 1- Remdesivir, 2-
EXPT02813, 3- MdI-29951, 8- AZD-1981, 12- Macelignan, 34- Idalopirdine, 37- Carvedilol, 43-
EXPT02408, 44- EXPT00813, 50- Pomalidomide, 51- Cyprenorphine, 56- Minocycline, 59-
Tipifarnib, 63- N,O-didansyl-I-tyrosine, 64- Torcetrapib, 65- maropitant.
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Foram observadas as interagBes das moléculas nas estruturas. Ao analisar as
moléculas na melhor conformacédo para uma das proteinas no modelo oposto, vimos
quais interacdes eram especificas apenas para um dos modelos. Assim, pode-se
concluir para quais moléculas os scores do “screening” inicial eram mais consistentes
com as interagdes. Apods o refinamento do “screening” inicial, as moléculas da tabela
4.4 foram consideradas como os melhores potenciais inibidores seletivos para CYFIP2

variante ou CYFIP2 nativa.

Tabela 4.4. Lista de compostos selecionados apds o refinamento do primeiro “screening”. Na
tabela sdo apresentadas suas afinidades de ligacdo (da conformacao de melhor afinidade das
8 testadas) para cada um dos modelos e listadas suas interacdes com o modelo da proteina

de maior afinidade.

(continua)
Ligacdes de .
o . . _ L Interacbes
Cadigo Afinidade  Afinidade  hidrogénio _ o
Nome do _ . hidrofobicas
Ligante WT R87C (proteina de )
composto . (proteina de
(CID) (kcal/mol)  (kcal/mol)  maior ) .
o maior afinidade)
afinidade)
Met82, Thr85,
Trp86, Cys87,
) ) Cys87 e P Y
Minocycline 54675783 -7.0 -8.1 Cys89, Vall114,
Met82
Lys121, Lys683 e
Phe685.
Met82, Thr85-
Cys89, Arg91,
Met82, Y J
Valll4, Glul1s,
o Thr85,
Remdesivir 121304016 -6 -8.2 Glu624, Leub27-
Ser88 e
Glu628, Arg634-
Arg91l
lle635, Lys683,
Phe685 e Glu689
Cys87, Ser88,
Ser88,
Arg91, Ala9z2,
. . Arg9l,
Pomalidomide 134780 -7 -8.2 Glu624, Leu627,
Glu628 e
Glu628, Gly632 e
Gly632
lle635
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Tabela 4.4. Lista de compostos selecionados ap6s o refinamento do primeiro “screening”.

Na tabela sdo apresentadas suas afinidades de ligacdo (da conformacdo de melhor

afinidade das 8 testadas) para cada um dos modelos e listadas suas interacbes com o

modelo da proteina de maior afinidade.

(continua)
Ligacdes de .
o o o ) . Interagbes
Cadigo Afinidade  Afinidade  hidrogénio _ .
Nome do _ ) hidrofobicas
Ligante WT R87C (proteina de )
composto _ (proteina de
(CID) (kcal/mol)  (kcal/mol)  maior ] o
o maior afinidade)
afinidade)
Trp86-Cys89,
] Cys89 e
Cyprenorphine 20054882 -6.9 -8 Aspl184 Glull8, Aspl84 e
S
P Lys682-Phe685
Met82, Trp86-
AZD-1981 11292191 -6.4 -7.5 Lys121 Cys89, Glul18,
Lys121 e Phe685
Cys87, Ser88,
Ser88, Arg91, Glu624,
EXPT02813 17754151 -5.6 -7.3 Arg9l e Leu627, Glu628,
Arg634 Gly632, Arg634 e
lle635
Met82,
Met82, Thr85-
Thr85,
Cys87, Cys89,
Mdl-29951 446916 -5.7 -7.1 Trp86,
Glull8 e Lys683-
Cys89 e
Phe685
Aspl84
Thr85-Ser88,
. Arg9l, Leu627,
Carvedilol 2585 -7.3 -6.3 Arg87
Gly632-11e635,
Lys683 e Phe685
Thr85 e Thr85-Arg87,
EXPT00813 5287870 -7.7 -6.2
Arg87 Cys89 e Phe685
Glull8 e Thr85-Arg87,
EXPT02408 447049 -7.8 -6.1 Lys683- Glul18, Lysl2l e
Phe685 Lys683-Phe685
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Tabela 4.4. Lista de compostos selecionados ap6s o refinamento do primeiro “screening”.

Na tabela sdo apresentadas suas afinidades de ligacdo (da conformacdo de melhor

afinidade das 8 testadas) para cada um dos modelos e listadas suas interacbes com o

modelo da proteina de maior afinidade.

(conclusao)

Nome do

composto

Cadigo
Ligante
(CID)

Afinidade
WT
(kcal/mol)

Afinidade
R87C
(kcal/mol)

LigacOes de
hidrogénio
(proteina de
maior

afinidade)

Interagbes
hidrofébicas
(proteina de

maior afinidade)

Macelignan

Idalopirdine

Tipifarnib

N,O-
DIDANSYL-L-
TYROSINE

Torcetrapib

Maropitant

10404245

21071390

159324

446468

159325

204108

-7.5

8.3

-7.6

-6.5

-6.1

-8.1

-1.7

Leu627

Arg634

Cys87

Trp86,
Cys87,
Cys89 e
Aspl84

Cys87

Arg87-Cys89,
Arg91l, Serl180,
Leu627-Glu628,
Gly632, Arg634-
lle635 e Phe685
Trp86-Cys89,
Arg91, Glul1s,
Leu627, Gly632,
Arg634-1le635 e
Phe685

Met82, Thr85-
Cys87, Cys89,
Glull8 e Lys683-
Phe685
Trp86-Cys89,
Arg91-Ala92,
Glul18, Aspl84,
Leu627, Arg634-
lle635 e GIn684-
Phe685
Trp86-Cys89,
Ala92, lle635,
Phe685 e Glu689
Thr85-Cys89,
Ala92, Glu118,
Aspl84 e
Lys683-Phe685

Fonte: O autor, 2021.
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4.4 AVALIACAO DOS MODELOS NA DINAMICA MOLECULAR

Realizamos a avaliacdo da geometria dos modelos ap6s a dindmica pelo
grafico de Ramachandran da mesma forma que para os modelos iniciais. Os dados

da andlise se encontram na Tabela 4.5.

Tabela 4.5. Geometria dos modelos de CYFIP2 apds a dinamica molecular.

CYFIP2 CYFIP2p.Arg87Cys
Ramachandran outliers 18 13
Ramachandran favorecidos 93,5% 94,4%
Ramachandran permitidos 98,5% 98,9%

Fonte: O autor, 2021.

Ao sobrepor os modelos ao final da dinAmica molecular, é possivel notar uma
mudanca significativa na regido da alca em torno do residuo Arg87/Cys87. A algca na
proteina variante parece muito mais solta e afastada do restante da estrutura da
proteina quando comparado com a versao nativa, como mostra a figura 4.11(A). Por
este motivo, buscamos as interac6es de aminoacidos que sdo perdidas quando o
residuo Arg87 é modificado para Cys87 e que poderiam contribuir para o afastamento
dessa alca. Nessa andlise foi possivel verificar que o residuo Glu624 forma ligacdes
de hidrogénio com Arg87, importantes para a estabilizacdo da alca na proteina nativa.
Observamos entdo todas as interacdes que estes residuos (Arg87 e Glu624) fazem
nos nossos modelos apds a dinAmica molecular, tanto na proteina nativa quanto na
variante. Também comparamos com 0S seus residuos respectivos na estrutura
cristalogréfica da proteina CYFIP1 dentro do complexo WRC (PDB 3P8C), figura 4.11

(B).
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181 A AN
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C O WRC
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CYFIP1_[H. sopiens

CYFIP2_[M. musculus] 5°
CYFIP2_isoform_X1_[M. musc
CYFIP2_isoform_X1_[G. gollus] 2
CYFIP2_isoferm_X2_[G. goi

CYFIP2_[X. laevis

Figura 4.11. A variante Arg87Cys parece afetar a estrutura do loop em que se encontra

na proteina CYFIP2. A) Modelos de CYFIP2 estabilizados por dindmica molecular. Modelo

da proteina nativa (ciano) e da proteina variante (bege). Foco para a al¢a da qual o residuo

R87/C87 (esferas) faz parte. B) Tabela destacando as intera¢gfes de R87 e E624 com outros

residuos de aminoacidos, nos modelos e seus equivalentes na estrutura cristalografica de
CYFIP1 (PDB 3P8C). Note como o residuo C87 em CYFIP2p.Arg87Cys faz menos interagbes

que seus equivalentes. C) Alinhamento entre a sequéncia da proteina CYFIP2 humana e seus

homdlogos em diferentes organismos mostrando a conservacao dos residuos 87 e 624.

Na proteina variante, vérias ligacdes de hidrogénio que o residuo 87 realiza

(com os residuos Glu624 e Thr85), quando comparado com a nativa, sao perdidas.

Isso parece acontecer porque a cadeia lateral do aminoacido cisteina é muito mais

curta e permite menos ligagcbes de hidrogénio que o de arginina, como mostra a figura

4.12. Analisamos entdo com mais cuidado as interacdes que Glu624 realiza com

outros residuos, por se tratar de um residuo que ja apresentava interagcdes com Arg87

no modelo de CYFIP1 e que tem essa interacdo afetada pela variante. Além disso,

outras modificagcfes de interacdo desse residuo poderiam afetar a estabilidade da alca

do residuo 87. Com essa analise verifica-se que a mutagédo desloca a interacdo do

residuo Glu624 com Arg87 para o residuo Lys178. Além disso, a interacao que Glu624
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faz com Thr85 também € perdida. A diminuicdo no numero de interacfes indica a

desestabilizacdo de toda essa regido e o aumento de sua flexibilidade.

arginine cysteine

(Arg, or R) (Cys, or ©)
H O H Q)

(

Figura 4.12. Comparacdo das cadeias laterais dos aminoacidos Arginina e Cisteina.
Fonte: ALBERTS et al, 2015.

Os residuos Arg87 e Glu624 de CYFIP2 sdo conservados em seus homologos
em diversos organismos, como mostra a figura 4.11(C). Este é mais um indicio da
importancia da interacdo destes dois residuos na manutencao e estabilidade da

estrutura desta proteina.
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5. DISCUSSAO

A proteina CYFIP2 foi identificada pela primeira vez em 1999 e nomeada como
PIR121 devido a inducéo do seu gene por p53 (SALLER et al, 1999). Foi renomeada
em 2001 para CYFIP2 pela identificacdo de sua interagcdo com a proteina FMRP
(SCHENCK et al, 2001), sendo relacionada a doencas do neurodesenvolvimento
apenas em 2018 (NAKASHIMA et al, 2018).

Embora outros estudos realizem andlises estruturais pontuais para tentar
entender melhor o impacto das variantes de CYFIP2 tanto na estrutura da proteina
guanto no complexo WRC, estes se utilizaram da comparacdo com CYFIP1 e ndo da
criacdo de modelos especificos de CYFIP2 (NAKASHIMA et al, 2018). Neste trabalho
realizamos a criacdo de modelos tanto de CYFIP2 quanto CYFIP2p.Arg87Cys com o
objetivo de realizar uma analise estrutural mais aprofundada. Além disso, estes
modelos passaram por simulacdes de dinamica molecular, o que nos confere dados
de simulacéo sobre a movimentacédo da proteina em solucdo e da estabilidade de sua
estrutura terciaria. Observando estes modelos apds as simulacdes de dinamica
molecular notamos uma movimentacao da alca onde fica o residuo 87 da proteina. Na
estrutura da proteina variante essa alca encontra-se mais afastada do restante da
proteina quando comparado com o modelo da proteina nativa e com a estrutura
cristalografica de CYFIP1 (PDB 3P8C). Na estrutura cristalogréafica do complexo WRC
com CYFIP1, esta mesma alca esta em uma zona de interacdo com a proteina WAVE.
O deslocamento da alca em CYFIP2p.Arg87Cys encontrado nas simulacfes de
dindmica molecular mostra uma flexibilidade dessa regido o que poderia prejudicar o
encaixe e a interacdo entre WAVE e CYFIP2.

Nos primeiros estudos para entender a modulacdo do complexo WRC,
especulava-se que o complexo se desagregasse ao interagir com Racl-GTP e que
ISSO permitisse a interagdo de WAVE com o complexo Arp2/3 (EDEN et al, 2002). O
modelo revisado e mais atual da ativagcdo do WRC aponta, baseado em uma série de
evidéncias, que esse complexo ndo se desagrega, apenas sofre um remodelamento
que permite a interacdo do dominio VCA de WAVE com o Arp2/3 (LEBENSOHN et al,
2009; SCHAKS et al, 2018). Portanto, a alteracdo estrutural devido a variante
Arg87Cys que observamos nos nossos modelos poderia sim impactar nessa
remodelacdo do complexo e sua regulacdo. Inclusive, através de andlises de co-
imunoprecipitacdo, ja foi apontado que as variantes Arg87Cys, Arg87Pro e Arg87Leu

nao tem a interagdo com WAVEL1 diminuida, mas a interagdo especifica com o dominio
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VCA de WAVEL1 é prejudicada (NAKASHIMA et al, 2018). Como ja notado também
por Nakashima e colaboradores (2018) e Zweier e colaboradores (2019), o residuo
Arg87 forma ligacdes de hidrogénio com Glu624, nossos modelos indicam que essa
importante interacdo é perdida na variante CYFIP2p.Arg87Cys. Os residuos de
Arginina possuem sua cadeia lateral longa e carregada positivamente no pH
fisioldgico, inclusive em ambientes hidrofébicos como no interior das proteinas
(HARMS et al, 2011). Estas caracteristicas fazem com que seja um residuo propenso
a interacdes com residuos polares, principalmente na interacdo do seu grupamento
guanidina da cadeia lateral com os grupamentos carboxila carregados negativamente
da cadeia lateral de residuos como o Glutamato e o Aspartato. Neste trabalho,
apontamos essa perda de interacdo, com o deslocamento da interacdo de Glu624
com Arg87 para Lys178, como possivel causa da instabilidade estrutural da alca
(figura 4.11 A e B). Os residuos Arg87 e Glu624 sdo conservados em proteinas
homologas de uma série de organismos (figura 4.11 C), apontando mais uma vez a
importancia da interacdo entre eles na estrutura de CYFIP2.

Apesar dos modelos serem excelentes ferramentas de estudo, a importancia
de CYFIP2 em diversas patologias aumenta a necessidade da resolucdo de sua
estrutura. I1sso nos ajudaria na compreensao do seu papel nos pacientes com as suas
variantes. Por isso, temos a perspectiva de realizar a determinagdo estrutural de
CYFIP2 e CYFIP2p.Arg87Cys por cristalografia de raios-X. Essa determinagdo nos
fornecera dados atémicos sobre os efeitos da modificagdo do amino&cido na proteina
e podera corroborar as diferencas estruturais apontadas através da dinamica
molecular nos modelos. No entanto, € importante ressaltar que a cristalografia de
raios-X nos dard principalmente a informacao do comportamento estatico da proteina,
sendo a combinacdo dos dados dinamica molecular imprescindivel para entender o
comportamento estrutural da proteina em solucao.

O reposicionamento de farmacos é uma estratégia utilizada no intuito de
aproveitar moléculas ja estudadas com um objetivo farmacoldgico, muitas ja utilizadas
na clinica, para um novo uso (ASHBURN & THOR, 2004). Quando ha um alvo claro,
o docking molecular pode ser empregado entdo para uma primeira varredura dessas
moléculas. Uma abordagem que diminui os custos associados a prospecc¢ao de novos
compostos e acelera o desenvolvimento de novas terapias (BRECKENRIDGE &
JACOB, 2018; PUSHPAKOM et al, 2018). Identificamos em uma primeira varredura
(estratégia para selecdo na tabela 3.1) 65 compostos que tem uma afinidade predita

de ligacao alta (menor que -6.5 kcal/mol) e especifica para a proteina nativa e para a
63



proteina variante. Este se encontram listados na tabela 4.3. Destes, 16 compostos
foram selecionados ap0s uma inspecao visual das interacdes preditas, sendo 11 com
uma afinidade predita alta (menor que -6.5 kcal/mol) para a proteina variante. Dessas
moléculas, quatro (minocycline, pomalidomide, remdesivir, maropitant) ja sao
utilizadas na clinica em outros tratamentos. Considerando que a variante afeta
diretamente as células do sistema nervoso central dos pacientes, é importante
também avaliar se existem informacdes sobre a passagem desses compostos pela
barreira hematoencefélica e se ha evidéncias que seu uso como tratamento continuo
seria seguro.

Minocycline € um antibiético analogo das tetraciclinas (REDIN, 1966), que
também ja foi identificado como tendo acéo no sistema nervoso, é capaz de atravessar
a barreira hematoencefélica (CHENG et al, 2015) e tem estudos clinicos em criancas
com sua aplicacdo para o tratamento de autismo e portadores da sindrome do X-fragil
(“Clinical trials”: NCT01053156, NCT02680379, NCT04031755). Aprovado como
medicamento em 1971 pelo FDA, normalmente é utilizado com administracao oral em
capsulas ou cutdnea. Em casos especificos a aplicagdo € feita de maneira
intravenosa. Seu uso prolongado € bem tolerado e apresenta poucos riscos
(GOULDEN, GLASS & CUNLIFFE, 1996). Em ensaios de citotoxicidade in vitro
utilizando linhagem celular de leucemia mieloide (HL-60) apresentou ICso estimado de
9,9 ug/ml (SONG et al, 2014).

Pomalidomide é um imunomodulador e agente antineoplasico aprovado para
tratamento de alguns tipos de mieloma (TERPOS et al, 2013; GERTZ, 2013). Existem
evidéncias da sua capacidade de passagem pela barreira hematoencefélica (LI et al,
2018). Analogo da talidomida, normalmente é utilizado com administracdo oral em
capsulas em adultos (SCOTT, 2014). Apesar de sua hematotoxicidade em pacientes,
seu uso prolongado ja se mostrou bem toleravel em alguns casos clinicos (DANHOF
et al, 2015). O uso pediéatrico ja foi testado em ensaios clinico de fase | para o
tratamento de tumores do sistema nervoso central com boa tolerancia pelos pacientes
(FANGUSARO et al, 2020).

Remdesivir € um antiviral (WARREN et al, 2016) que foi aprovado
recentemente pelo FDA para tratamento de pacientes com COVID-19 (FDA, 2020).
Normalmente é utilizado com administracao intravenosa ou por inalagao (SUN, 2020).
Em testes em primatas apresentou passagem pela barreira hematoencefalica menor
gue 5% (WARREN et al, 2016).
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Maropitant € um medicamento de uso oral veterinario, para enjoo em cées e
gatos (BENCHAOUI et al, 2007) sem evidéncias de sua aplicacdo em humanos.

Duas moléculas também estdo em fase de testes clinicos: tipifarnib para o
tratamento de leucemia (“Clinical trials”: NCT02807272, NCT02210858) e AZD-1981
para tratamento de asma (“Clinical trials”: NCT01197794). Analises de simulacao
serdo ainda utilizadas para verificar a capacidade de 4 destes compostos
(minocycline, tipifarnib, pomalidomide e AZD-1981) estabilizarem a alca do residuo 87
e assim reverter as alteragOes estruturais causadas pela variante. Estes foram
selecionados com base em seus “scores”, capacidade de interagdo com os residuos
da alca e disponibilidade para compra no mercado.

Este trabalho traz entdo novas evidéncias sobre as alteracBes estruturais da
proteina CYFIP2 decorrentes da modificacao do residuo Arg87Cys, presente também
em pacientes portadores de encefalopatia epiléptica precoce. Essas evidéncias
parecem estar de acordo com a hipotese do enfraquecimento da ligagdo com WAVE
ja levantada na literatura e com resultados experimentais da interacdo de
CYFIP2p.Arg87Cys e WAVEL. Vale ressaltar que os efeitos desses compostos,
selecionados a partir de sua interagdo com a proteina CYFIP2 e sua variante
Arg87Cys (lembrando que os pacientes sdo heterozigotos), precisam ser ainda
estudados de maneira a concluir se serdo benéficos. No entanto, a identificacdo de
ligantes a proteina mutada auxilia na busca de alvos para tratamento e sera utilizada
para nortear experimentos in vitro e em linhagens celulares de modelos da patologia

no futuro.
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6. CONCLUSOES

Neste trabalho criamos modelos computacionais para o estudo de CYFIP2,
através de técnica de modelagem por homologia com CYFIP1, que foram
posteriormente estabilizados por meio de dinamica molecular.

Esses modelos permitiram a realizacdo de experimentos de docking molecular,
utilizando dois bancos de farmacos: o PDE3 — 174 ligantes (SIVAPALARAJAH et al,
2018) e o Drugbank — 3772 ligantes (WISHART et al, 2018). A partir desses ensaios
in silico, foram identificados 11 compostos com potencial para inibicdo seletiva para a
proteina variante, ou seja, com uma afinidade predita baixa (maior que -6.5 kcal/mol)
para CYFIP2 e alta (menor que -6.5 kcal/mol) para CYFIP2p.Arg87Cys. Dentre eles,
4 compostos ja sdo aprovados para o tratamento de outras condi¢cdes (um antibidtico,
um antiviral, um imunomodulador para o tratamento de cancer e um bloqueador de
receptor para o tratamento de enjoo de uso veterinario). No futuro, esses compostos
serdo testados in vitro e em modelos celulares da patologia (com a mutacéo
Arg87Cys) que estdo sendo desenvolvidos em colaboracdo com o laboratério de
células-tronco do Instituto Carlos Chagas — Fiocruz/PR.

Os modelos também contribuiram para a confirmacdo de uma desestabilizacédo
da estrutura terciaria de CYFIP2 na alca da qual o residuo 87 faz parte, que teria
impacto na interacdo com o dominio VCA da proteina WAVE. Esse processo seria um
efeito da perda de ligacdes de hidrogénio entre os residuos Arg87 e Glu624 com a
substituicdo do aminoé&cido por um de cadeia lateral mais curta, como a cisteina. Outra
evidéncia da importancia desses residuos esta na sua conservacdo em diversos
organismos.

Por fim, os resultados apresentados neste trabalho permitem estender a
compreensao do impacto das variantes do residuo Arg87 na estrutura de CYFIP2 e
seu possivel impacto na estrutura e regulacdo do complexo WRC. A identificacao de
compostos que se ligam a CYFIP2p.Arg87Cys pode servir como opgdo para
estabilizar essa estrutura e na tentativa de reverter seus efeitos biolégicos. Essas
moléculas poderéo ser utilizadas como alvos no desenvolvimento de farmacos para o

tratamento de sindromes relacionadas a essa modificacao estrutural.
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APENDICES

1. Alinhamento baseado na estrutura secundaria, entre CYFIP2 e a cadeia A da
estrutura PDB 3P8C, cadeia de CYFIP1 na estrutura atdmica do complexo WRC,
resolvida por cristalografia.

Ho 1

>3PBC_A Cytoplasmic FMR1-interacting protein 1, Nck-associated; actin polymerization, PROTEIN BINDING; HET: GOL; 2.29A {Homo sapiens}; Related PDB entries: 4N78_A

h ss_pred CCCcccHHHHHHRhchhe CCCCCCCCCocCCCCeeeeeeccCCCCCccHHHHhhhhHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHH
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T ss_dssp - == -CCHHHHHHHHHHHTTCCC - - - - - o oo oo CTHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHH

T ss_pred CCCcccHHHHHHChHhhhcCCCCCCCCCCCCCCeeeEEeecCCCChhhHHNhRAC o CcChHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHH
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T ss_dssp HHHHTCCCSGGGSCCCCSTTCT THHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHTS TTGGGS CCCHHHHHH

T ss_pred HHHHhe cecceecececcCCCCCCeHHHHHHHHHHHHHARHHHHHHHHHHHHHHAHHHHHHHHHCc cc e cc e € e cHHHHHH

Q ss_pred HHHHHHHHHHHHHHHA CC hhHHHHHHHHHHHHHHHHR ¢ CChHHHHHHHHHHHHHH chHHHHHHHHHHHR < CCeHHHHHHH

Q Q_77654590 161 LGKFINMFAVLDELKNMKCSVKNDHSAYKRAAQFLRKMADPQSIQESQNLSMFLANHNRITQCLHQQLEVIPGYEELLAD 248 (1253)

Q Consensus 161 LgkllrenlramlDesl kneKas LvNDresnYKR @regr Lnmsneginsminmors@nanara | ronsf | grarsrans Iurare| ke Lranejrarsrvgdnlone 248 (1253)
[ 14+ ]t [#] [aa s | [ ] - ] [t o | | | o [ s |

T Consensus 161 Lg~1L~n~lrel Del keerbonss LaNDFSY PRl nmnsmmmsminns rrorsrs|_groF L @nemrnsfronne | oo Lo Lons - 248 (1253)

T 3P8C_A 161 LGKFINMFAVLDELKNMKCSVKNDHSAYKRAAQFLRKMADPQSIQESQNLSMFLANHNKITQSLQQQLEVISGYEELLAD 248 (1253)

T ss_dssp HHHHHHHHHHHHHHHHHC HHHHHHHHHHHHHHHT TTC CCCHHHHHHHHHHHHHHHS TTHHHHHHHHHHH TS TTHHHHHHH

T ss_pred HHHHHHHHHHHHHHHh ¢ CHHHHHHHHHHHHHHHHHHB ¢ CChhhHHHHHHHHHHHHhh hHHHHHHHHHHC < CccHHHHHHH

Q ss_pred HHHHHHHHHHh ¢ ¢CCCHHHHHHHHHHHHHHHHHRh cCCeccccccchhec cCHHHHHHHHHhCCCeeeec c ceeeHHHHHH

Q Q_776543@ 241 IVNICVDYYENKMYLTPSEKHMLLKVMGFGLYLMDGNVSNIYKLDAKKRINLSKIDKFFKQLQVVPLFGDMQIELARYIK 328 (1253)

Q Consensus 241 ii preekeens 11y Loeners Loe 1 1 drees: rarsk Kk i~ Lo 1 ook 1 FKK~pwV P LG D ~fL~ 328 (1253)

B B i e e e e e n e

T Consensus 241 ii P 11rvmemm 1L 1 i~vik~lokivkk~pyVplegdemmnpanfle 328 (1253)

T 3P8C_A 241 IVNLCVDYYENRMYLTPSEKHMLLKVMGFGLYLMDGSVSNIYKLDAKKRINLSKIDKYFKQLQVWPLFGDMQIELARYIK 328 (1253)

T ss_dssp HHHHHHHHHHTTCC CSHHHHHHHHHHHHHHHHHHS S SCCHHHHHHT TS SCHHHHHHHHHHSCEEEEETTEEEETHHHHH

T ss_pred HHHHHHHHHH € c cc CCHHHHHHHHHHHHHHHHhccCCccchhhhccCCCCCHHHHHHHHHhcCCeeeecce EEeHHHHHH

Q ss_pred hCcchhheccccccCCCCccchhHHHHHHHHARHHHHHARHHHHHHHHRhhcccCCCCCeC - CCHHHHHHAHHHHAHHHHA

Q Q 7765490 321 TSAHYEENKSKWTCTQSSIEPQYNICEQMVQIRDDHIRFISELARYSNSE\NTGSGLDSQ KSDEEYRELFDLALRGLQL 399 (1253)

Q Consensus 321 1 ¥ 1~1~GL~L 399 (1253)
B L T o, ++++| e Tl [ = = = = TV PO bbb ebR b |4

T Consensus 321 Lrarvranarans] 1 1~1nGlvl 408 (1253)

T 3P8C_A 321 TSAHYEENKSRWTCTSSGSSPQYNICEQMIQIREDHMRFISELARYSNSEWTGSGRQEAQKTDAEVRKLFDLALQGLQL 408 (1253)

T ss_dssp TSTTTGGGGGGCSTTCC------- CHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHTC - - - - - - - - - - CCCCHHHHHHHHHHHHHHHHH

T ss_pred HeCCcececccccccCCCCCceHHHHHHHHARHRHHHARHHHHAHHRhhhcccCCCehhhe cCHHHHHHAHHHHHHHHHH

Q ss_pred HHHHHHHHHHHHHHHHAC CC c cc cCCCCCCCHAHHHHHHR cCCCHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHH R CHHHHHHHHHHHH

Q Q_776549@ 40@ LSKWSAHVMEVYSHKLVHPTDKFCNKDCPGTAEEYERATRYNYTSEEKFAFVEVIAMIKGLQVLMGRMESVFNQAIRNTL 479 (1253)

Q Consensus 480 1s~wt: K LrereP P YEra~rylyS~~ErAL~el TnmIKs I lnprmmes i remsms [oenenei 479 (1253)
FTY PR e |+ ||+++ ey prwwarn f [ | Y Py PR P P Y (P PR PRI (P

T Consensus 401 ls~~t P YEra~rylys~venmalrelInmiKelnmn lvmmmmn i oo T 480 (1253)

T 3P8C_A 401 LSQWSAHVMEWSWKLVHPTDKYSNKDCPDSAEEYERATRYNYTSEEKFALVEVIAMIKGLQVLMGRMESVFNHAIRHW 480 (1253)

T ss_dssp HHHHHHHHHHHHHHHHHS CCCTTTCTTCCTTSCHHHHHTGGGC CHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHTHHHHHHHHHHHH

T ss_pred HHHHHHHHHHHHHHHhhC CCCeCCCCCCCCeHHHHHHHHRCCCCHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHR ¢ HHHHHHHHHHHH

Q ss_pred HHHHHHHHHHHhHHHHHHHHH ¢ AHHHHHHHHHHHHHR € cCCCCCCCCCe ccCCCCCCCCleeccceeccCOCCHHHHA

Q Q_7765490 480 YAALQDFAQVTLREPLRQAVRKKKNVLISVLQAIRKTICDWEGGREPPNDPCLRGEKDPKGGFDIKVPRRAVGPSSTQLY 559 (1253)

Q Consensus 480 w1 QeFygrmLemmLmmamkidemmmmnd Lnnd prorsmn Dl R PSatQLr - 559 (1253)
[t ]4| ] +] v | 4] || [ ] o] [ | e e | ] 4] |+

T Consensus 481 rrronQrfygrn s TrnanKkkk SHESS | d: d r ps~tql~ 560 (1253)

T 3P8C_A 481 YAALQDFSQUTLREPLRQAIKKKKNVIQSVLQAIRKTVCDWETGHEPFNDPALRGEKDPKSGFDIKVPRRAVGPSSTQLY 568 (1253)

T ss_dssp HHHHHCCCCCCTHHHHHHHHHATTCHHHHHHHHHHHHHHCCCS SSSCCTTCHHHHTCCCC - - -CCCCCCCCSCCCCHHHRA

T ss_pred HHHHHHHHHHhHHHHHHHHHHR c AHHHHHHHHHHHHHR Ccc € cCCCCCCChhhe CCCCCCCC e cocee cCCCCCHHHHA

Q ss_pred HHHHHHHHHHCCCCCCCe cccccCChHHHHHHAHHHAHHRhHHHHR € HHHHHHHHC C cHHHHheehhhhhheCCoceCCh

Q Q_7765490 560 MVRTMLESLIADKSGSKKTLRSSLDGPIVLAIEDFHKQSFFFTHLLNISEALQQCCDLSQLWFREFFLELTMGRRIQFPT 639 (1253)

Q Consensus 56@ 11RmmLrn]ligrmgrndkko]rkrnmmnsnnmans LnomF LG ronsnsane| 10 1rorst LosrsnnD 1 SreLd FPEFy Lo Lrsnsmonars: iQFPT 639 (1253)
[ e e | e e e LT ] L] T

T Consensus 561 el LovneLrunennag raneralrs Lok Lrvmsrsminsrars L asnef Lnonegrarsrenars ] Lronaranct LramsnereD 1S Ligwr EfyLentnmenigFPL 640 (1253)

T 3P8C_A 561 MVRTMLESLIADKSGSKKTLRSSLEGPTILDIEKFHRESFFYTHLINFSETLQQCCDLSQLWFREFFLELTMGRRIQFPT 640 (1253)

T ss_dssp HHHHHHHHHHC - - - - - - CCTTTTSCHHHHHHHHHHHHHGGGHHHHHTHHHHHHHHS CCGGGSCCHHHHHHTTTSCSSCCG

T ss_pred HHHHHHHHHHhCCCCC cc cccccCCchHHHHHAHHHHHHRhHHHHR € HHHHHHHH € € cHHHHh hHHHHHhh CCCoceCClc

Q ss_pred hcCCCcHHHHHHHRCCChHHHHHRHHHHHHHHHHHHHHHHA ¢ € c chHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHH

Q Q_776549@ 640 EMSMPWILTDHILETKEPSMMEYVLYPLDLYNDSAYYALTKFKKQFLYDEIEAEVNLCFDQFVYKLADQIFAYYKAMAGS 719 (1253)

Q Consensus 640 e~S1PwilLrnhi Loy e~11ypldiYnDAA~~g g~ LydEieAEVn e fdqly~kL sen frnmKnnns 719 (1253)
T Tt e b R L] T LTI ] e e T4 e

T Consensus 641 e~S1Pwilrmmilrnmnmmnnogn]vyplonynDaanea Lunmmmmn LydeieaEvrl~fdglummlsvminnmpamans 720 (1253)

T 3P8C_A 641 EMSMPWILTDHILETKEASMMEYVLYSLDLYNDSAHYALTRFNKQFLYDEIEAEVNLCFDQFVYKLADQIFAYYKVMAGS 720 (1253)

T ss_dssp GGCHHHHHHHHHHHHTCGGGTTTHHHHHTHHHHHHHHHHHT S CBHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHH

T ss_pred hhcHHHHHHHHHHR ¢ CChhHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHH € € ¢ chHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHAE

Q ss_pred Hh ¢ CHHHHHHHHhe CCCCCCCCCCeHHHHHRCCCEE ECCE EeeHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHR ¢ CCCe chHhHHH

Q Q_7765490 720 VLLDKRFRAECKNYGVIIPYPPSNRYETLLKQRHVQLLGRSIDLNRLITQRISAAMYKSLDQAISRFESEDLTSIVELEW 799 (1253)

Q Consensus 728 ~Lldmmnmmmmnnmmsmmsprossmsnspross | Loqpeys LLGRs ID1~~1imgrlnmmmmmn o jmpf Evmnlonivele~ 799 (1253)
| ot | o] [+ | ] L] et ] L ] Ll L] ] ] ] s

T Consensus 721 rnddesmrins minsrnansnsprans] Lo 11 gpaTd1vnlingolnsefrme] i op f e teiveld~ 800 (1253)

T 3P8C_A 721 LLLDKRLRSECKNQGATIHLPPSNRYETLLKQRHVQLLGRSIDLNRLITQRVSAAMYKSLELATGRFESEDLTSIVELDG 888 (1253)

T ss_dssp HTSCHHHHHHHHHTTCCCCCCCCCCCHHHHTCSCEEETTEEECHHHHHHHHHHHHRHHHHHHHHHHHHTS CGGGHHHHHH

T ss_pred Hh ¢ CHHHHHHHHhCCCCCCCCCeccHHHHhe CCCEEEC CeeeeHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHR < CCCehhHHHHH
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Q ss_pred HHHHHHHHHHHHHR € CCCCCHHHHHHHHR cCCCCCehHHHHHHHHHHHhcceccceeeCCecceeeCCCCCCCCCCCCCC

Q Q_7765499 gee LLEINRLTHRLLCKHMTLDSFDAMFREANHNVSAPYGRITLHVFWELNFDFLPNYCYNGSTNRFVRTAIPFTQEPQRDKP 879 (1253)

Q Consensus 888 1lmymrntHellsmnlnvLdoFrmn Lvganmmmmmmny grinmhinmel v Dumpnyseneter Fy e R 879 (1253)
it |4 | | | L] [ | ] ] [+ +|+||||++.++..+++|+++

T Consensus 801 1lrmerpranchys| LrerersLnv| nonef hrors Lvg@nrsrsrsranananaginaf oa e rerers Lrane] Frremsygnsy Nt g Fymsmsmsranansnsnananercprorers - 880 (1253)

T 3PBC_A 881 LLEINRMTHKLLSRYLTLDGFDAMFREANHNVSAPYGRITLHVFWELNYDFLPNYCYNGSTNRFVRTVLPFSQEFQRDKQ 888 (1253)

T ss_dssp HHHHHHHHHHHHHTTSCCCCHHHHHHHHTTCSSSS5SCHHHHHHHHHC CCCCHHHEEEETTTTEEEECCGGGCCCCCCCCC

T ss_pred HHHHHHHHHHHHHhh CCCCcHHHHHRHHcCCCCCCCeHHHHHHHRRHhhcccccceeeCCCCeeeellcCoccccCeClT

Q ss_pred CCCCchhhcCCHHHARHRHHHHHRR C c c c CHHHHHHHHHHNC ¢ ¢ cHHHHHHHHHHHHHHHRHHRHHE HhCChhe

Q Q 7765498 888 ANVQPYYLYGSKPLNIAYSHIYSSYRNFVGPPHFKTICRLLGYQGIAVVMEELLKIVKSLLQGTILQYVKTLIEVMPKIC 959 (1253)

Q Consensus 880 skl frGrntrnginmpLlgrmnicm]lyme L v fnns j rongrnses s prorons - 959 (1253)
[+, 4] [ [4o | [t [ ] ] [ ] ] | ] [ [ | it | | |+

T Consensus 881 p 5] FuGrmHmmanmrllg - 968 (1253)

T 3PBC_A 881 PNAQPQYLHGSKALNLAYSSIYGSYRNFVGPPHFQVICRLLGYQGIAVVMEELLKVWKSLLQGTILQYVKTLMEVMPKIC 968 (1253)

T ss_dssp CCCCGEGTTS SHHHHHHHHHHGGGEGGS CBCHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHCCCCCHHHHHHHHHHS CSBC

T ss_pred CCCCchhhcccHHHHHHHAHHHHHRhhccCHHHHHHHHHHhC ¢ c cHHHHHHHHHHHHHHHRHHAHHE {HHhCChhh

Q ss_pred CCCchhcCcHHHHHARHARHHHHARR cHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHAHRHHHHH ¢ cHHHHHHHHHhhhcccCCecccCCC

Q Q 7765490 260 RLPRHEYGSPGILEFFHHQLKDIIEYAELKTDVFQSLREVGNAILFCLLIEQALSQEEVCDLLHAAPFQNILPRVYIKEG 1839 (1253)

Q Consensus 968 ~1, 1 ryprere r il le~al P 1833 (1253)
++|+++||++|+++||+++|+++++||||+++|||+|||+||+++|| [ +]++++]+. +++++||

T Consensus 961 klpmeny 1 ) QrFrel Gl w1 @na L apFremmnp 1040 (1253)

T 3PBC_A 961 RLPRHEYGSPGILEFFHHQLKDIVEYAELKTVCFQNLREVGNATILFCLLIEQSLSLEEVCDLLHAAPFQNILPRVHVKEG 18408 (1253)

T ss_dssp CCCCGEGCHHHHHHARHHHTHHHHSCTTCCCCCCHHHHHHHRHHHHHAHHHHHHHHAHHHHHHHHGGGGTCCCCCCCCTT

T ss_pred CCCchhcCHHHHHHHHHHARHHHHR CHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHR ¢ c HHHHHHHHHHHHHC cCCCCCCccce

Q ss_pred hhHHHHHHHHHh h ¢ € € c chHHHHHRh CCHHHHHHHHHHCHHHR  c € € c chhHHHHHHHHHHHHh cCcccCCCCCCCCcee

Q Q 7765490 1840 ERLEVRMKRLEAKYAPLHLVPLIERLGTPQQIAIAREGDLLTKERLCCGLSMFEVILTRIRSYLQDPIWRGPPPTNGVMH 1119 (1253)

Q Consensus 1040 1 Lrerarerc] Lrurarararans ] 1119 (1253)

P EE L s s T =TT ==u Pues B ++++|+|+++++|||+|+|+ + e || |++| | [+++

T Consensus 1041 1 ] G romsns Lsmsmssnans Lrsrmsrsrsgrarsrarspronsgroners 1120 (1253)

T 3P8C_A le4l ERLDAKMKRLESKYAPLHLVPLIERLGTPQQIAIAREGDLLTKERLCCGLSMFEVILTRIRSFLDDPIWRGPLPSNGVMH 1120 (1253)

T ss_dssp CCHHHHHHHHHHHTGGGCHHHHHHHHS CHHHHHHHHHHHHHHHC CGGG TEESHHHHHHHHHTTCCSTTTTCSCCTTSSCC

T s5_pred chHHHHHHHHHHhh ¢ chhhhHhHR e c CCHHHHHHHHHhcHHhHh € € € ¢ ¢ hhHHHHHHHHHHHHA cCHhhCCCCCCCCece

Q ss_pred cCcchHHHHHHHhhheeecc CCCCCCCCHHHHR ccHHHHHHHHHHHHCCC e c hHHHHHHRHHHHHHHhhcCCCecccCCC

Q Q 7765499 1120 VDECVEFHRLWSAMQFVYCIPVGTNEFTAEQCFGDGLNWAGCSIIVLLGQQRRFDLFDFCYHLLKVQRQDGKDEIIKNVP 1199 (1253)

Q Consensus 1128 FrrmiSalqfrmep 1n11ggrmrfenmdfrmhel 1199 (1253)
wrelat [ LI+ ]t ose +++++||||++||||+||+||||++|||++|||||+|+|+++|++++ L

T Consensus 1121 ~rrsrsreaFrrilSalgF e p: FGDH ii~11g0Q f Dfruhils 12008 (1253)

T 3P8C_A 1121 VDECVEFHRLWSAMQFVYCIPVGTHEFTVEQCFGDGLHWAGCMIIVLLGQQRRFAVLDFCYHLLKVQKHDGKDEIIKNVP 12080 (1253)

T ss_dssp 55BCCSHHHHHHHHHHHHHS CCCTTSCCHHHHHBTHHHHHHHHHHHHTTCHHHHHHHCHHHHHHHHHHHHCCCCEETTEE

T ss_pred cccchHHHHHHHHHHHHR ¢ CCCCCCCCCehHheccHHHHHHHHHHHHRCChhHHHHHhHHHHHHHHHhccCCChhHe e CC

Q ss_pred HHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHC CCCCCCCCCeccceecCCClchhheCC

Q Q 7765490 1200 LKKMADRIRKYQILNNEVFAILNKYMKSVETDSSTVEHVRCFQPPIHQSLATT 1252 (1253)

Q Consensus 1200 1 ppeenc] Frene]. 1252 (1253)
it e[| ||| [ e+ ++++||||+||+|++ S+

T Consensus 1201 Lrnenei From] op 1253 (1253)

T 3P8C_A 1201 LKKMVERIRKFQILNDEIITILDKYLKSGDGEGTPVEHVRCFQPPIHQSLASS 1253 (1253)

T ss_dssp HHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHTC - - - - - - - - - cceecceccecrrc---

T ss_pred HHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHC c CCCCCCCCecceeecCCCCChhhcCC

2. A planilha com todos os dados gerados no screening inicial de ligantes encontra-se
no link: https://fiocruzbr-
my.sharepoint.com/:x:/g/personal/ibiembengut_aluno_fiocruz_br/EZow5dKJgF1H|SD
wigbmAxgBsbt-CcJhNznlLeAJPUCIRw?e=yvIGTP
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https://fiocruzbr-my.sharepoint.com/:x:/g/personal/ibiembengut_aluno_fiocruz_br/EZow5dKJgF1HjSDwiqbmAxgBsbt-CcJhNznlLeAJPUCiRw?e=yvIGTP
https://fiocruzbr-my.sharepoint.com/:x:/g/personal/ibiembengut_aluno_fiocruz_br/EZow5dKJgF1HjSDwiqbmAxgBsbt-CcJhNznlLeAJPUCiRw?e=yvIGTP
https://fiocruzbr-my.sharepoint.com/:x:/g/personal/ibiembengut_aluno_fiocruz_br/EZow5dKJgF1HjSDwiqbmAxgBsbt-CcJhNznlLeAJPUCiRw?e=yvIGTP

3. Avaliagdo no Liglot dos 65 ligantes encontrados no primeiro screening na
conformacao de maior afinidade no docking com a proteina nativa.
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4. Avaliagdo no Liglot dos 65 ligantes encontrados no primeiro screening na
conformacao de maior afinidade no docking com a proteina variante.
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5. Avaliacdo no Liglot dos 65 ligantes encontrados no primeiro screening na
conformacado de maior afinidade no docking com a proteina nativa contra a proteina
variante.
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6. Avaliacdo no Liglot dos 65 ligantes encontrados no primeiro screening na
conformacao de maior afinidade no docking com a proteina variante contra a proteina
nativa.
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