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RESUMO

Cestddeos sdo vermes parasitas capazes de infectar uma grande variedade de mamiferos, incluindo
0s seres humanos. Facilmente transmitidos entre hospedeiros, causam doencas (cestodiases) de
relevancia médica e veterinaria, como as equinococoses (causadas pela fase larval de Echinococcus
spp.) e as cisticercoses (causadas pela fase larval de Taenia solium). O tratamento de cestodiases
viscerais como estas geralmente se baseia no uso de benzimidazois e praziquantel, que ndo séo
eficazes contra infeccGes causadas por cestodeos em seus estagios larvais. Portanto, novos anti-
helminticos mais eficazes sdo necessarios para o tratamento de cestodiases viscerais. Nesse
contexto, o reposicionamento de farmacos € uma estratégia atraente. Em cestodeos e outros
helmintos, a via do mevalonato é essencial devido a sua importancia em processos como
ubiquitinacdo, prenilacdo e a glicolisacdo de proteinas. Assim, enzimas desta via tém sido
propostas como alvos potenciais para o desenvolvimento de novos anti-helminticos. Neste trabalho,
o0 potencial da enzima 3-hidroxi-3-metilglutaril Coenzima A (HMG-CoA) redutase (enzima central
da via do mevalonato) como alvo terapéutico em cestddeos esta sendo avaliado juntamente com o
reposicionamento de estatinas inibidoras da HMG-CoA-redutase (atualmente usadas para tratar a
hipercolesterolemia em humanos) como novos anti-helminticos. Para a identificagdo e definicdo
das sequéncias de aminoacidos de proteinas ortélogas da HMG-CoA-redutase em platelmintos,
nematodeos e seus respectivos hospedeiros, as sequéncias de aminoacidos de proteinas ortélogas da
HMG-CoA-redutase de bancos de dados publicos foram recuperadas e alinhadas. Um total de 101
sequéncias de aminodacidos de proteinas ortélogas de HMG-CoA-redutase foram recuperadas (72
do banco de dados HMMER e 29 do banco de dados WormBase ParaSite). O tamanho médio das
sequéncias de aminoécidos foi de 792 aa (375-1200 aa) e a identidade média dessas sequéncias de
aminoacidos com a enzima ortdloga humana (888 aa) foi de 37% (20-95%), com maior
conservagdo no dominio catalitico (587-1102 aa) da enzima. J4 foi demonstrado em diferentes
organismos que a sequéncia de aminoacidos do dominio catalitico da HMG-CoA-redutase é
altamente conservada em eucariotos, mas o dominio ancora de membrana é pouco conservado.
Para avaliar o grau de conservagdo evolutiva da HMG-CoA-redutase entre os platelmintos,
nematodeos e seus respectivos hospedeiros, foi realizada uma analise filogenética. Na arvore
resultante, os cordados, platelmintos e nematédeos foram separados em trés clados distintos. Além
disso, os platelmintos foram divididos em dois grupos monofiléticos de vermes parasitas, um
correspondente aos trematddeos e outro aos cestddeos. Esses resultados sdo indicativos de
conservagdo entre 0s grupos analisados. Para analisar as possiveis formas de interacdo entre HMG-
CoA-redutase de Mesocestoides corti (McosHMGCR), Echinococcus multilocularis (EmMHMGCR),
Echinococcus granulosus (EQHMGCR) e Taenia solium (TSHMGCR) e as estatinas, foi realizada a
predi¢do da estrutura tridimensional da enzima destes parasitos por modelagem comparativa. A
estrutura geral de McosHMGCR, EmHMGCR, EgHMGCR e TsHMGCR foi preservada em
comparagdo com a estrutura da enzima ortéloga humana. Além disso, realizamos docking
molecular dessas estruturas com as estatinas inibidoras (sinvastatina e fluvastatina). Observamos
que em todas as estruturas dos parasitos, os residuos Arg, Ser, Lys e Glu em posi¢Oes conservadas
do sitio ativo interagem com a sinvastatina ou fluvastatina. Esses residuos presentes em
McosHMGCR, EmMHMGCR, EgHMGCR e TsHMGCR que interagem com a sinvastatina ou
fluvastatina também aparecem interagindo com os inibidores no cristal (HMGCR, o que reforga a
hip6tese de que as HMG-CoA-redutases dos cestddeos podem ser inibidas pelas estatinas e que
esses efeitos inibitérios podem ser letais para as larvas de cestddeos. Estes resultados séo
indicativos da conservagdo dos residuos de aminoacidos e da estrutura geral. Além disso, sdo
necessarias analises adicionais, como a avaliagdo in vitro e in vivo dos possiveis efeitos da
sinvastatina e da fluvastatina sobre larvas de M. corti. Realizar ensaios in vitro para confirmar a
inibicdo da HMG-CoA-redutase de M. corti pela sinvastatina e pela fluvastatina e identificar os
mecanismos de acao da sinvastatina e da fluvastatina sobre tetratirideos de M. corti.

10



ABSTRACT

Cestodes are parasitic flatworms capable of infecting a wide variety of mammals, including
humans. Easily transmitted between hosts, they cause diseases (cestodiasis) of medical and
veterinary relevance, such as echinococcosis (caused by the larval stage of Echinococcus spp.) and
cysticercosis (caused by the larval stage of Taenia solium). The treatment of visceral cestodiases
usually relies on benzimidazoles and praziquantel, which are not effective against infections caused
by cestodes in their larval stages. Therefore, new and more effective anthelmintics are necessary
for the treatment of visceral cestodiases. In this context, drug repositioning is an appealing strategy.
In cestodes and other helminths, the mevalonate pathway is essential due to its importance in
processes such as ubiquitination, prenylation, and protein glycosylation. So, enzymes from this
pathway have been proposed as potential targets for the development of new anthelmintics. In this
work, the potential of the enzyme 3-hydroxy-3-methylglutaryl Coenzyme A (HMG-CoA) reductase
(the central enzyme of the mevalonate pathway) as a therapeutic target in cestodes is being
assessed along with of HMG-CoA reductase inhibiting statins (currently used to treat
hypercholesterolemia in humans) as novel anthelmintics. For the identification and definition of
HMG-CoA reductase orthologues in flatworms, nematodes, and their respective hosts, orthologous
HMG-CoA reductase amino acid sequences from public databases were retrieved and aligned. A
total of 101 orthologous HMG-CoA reductase amino acid sequences were recovered (72 from the
HMMMER database and 29 from the WormBase ParaSite database). The average length of the
amino acid sequences was 792 aa (375-1200 aa) and the average identity of these amino acid
sequences with the human orthologous enzyme (888 aa) was 37% (20-95%), with greater
conservation in the domain catalytic (587-1102 aa) of the enzyme. It has already been shown in
different organisms that the amino acid sequence of the catalytic domain of HMG-CoA reductase is
highly conserved in eukaryotes, but the membrane anchor domain is poorly conserved. To assess
the degree of evolutionary conservation of HMG-CoA reductase among flatworms, nematodes, and
their respective hosts, a phylogenetic analysis was performed. In the resulting tree, chordates,
flatworms, and nematodes were separated into three distinct clades. In addition, flatworms were
divided into two monophyletic groups of parasitic worms, one corresponding to trematodes and the
other to cestodes. These results are indicative of conservation among the groups analyzed. To
analyze the possible forms of interaction between HMG-CoA reductase from Mesocestoides corti
(McosHMGCR), Echinococcus multilocularis (EmHMGCR), Echinococcus granulosus
(EgHMGCR), and Taenia solium (TSHMGCR) and statins, the prediction of the three-dimensional
structure of the enzyme were performed of these parasites by comparative modeling. The general
structure of McosHMGCR, EmMHMGCR, EgHMGCR, and TsHMGCR was preserved compared to
the structure of the human orthologous enzyme. In addition, we performed molecular docking of
these structures with inhibitory statins (simvastatin and fluvastatin). We observed that in all the
structures of the parasites, the residues Arg, Ser, Lys, and Glu in conserved positions of the active
site interact with simvastatin or fluvastatin. These residues present in McosHMGCR, EmHMGCR,
EgHMGCR, and TsHMGCR that interact with simvastatin or fluvastatin also appear to interact
with the inhibitors in the hHHMGCR crystal, which reinforces the hypothesis that HMG-CoA
reductases of cestodes can be inhibited by statins and that these inhibitory effects can be lethal to
cestode larvae. These results are indicative of the conservation of amino acid residues and general
structure. Furthermore, additional analyzes are needed, such as the in vitro and in vivo evaluation of
the possible effects of simvastatin and fluvastatin on M. corti tetrathyridia. Carry out in vitro assays
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to confirm the inhibition of M. corti HMG-CoA reductase by simvastatin and fluvastatin and to
identify the mechanisms of action of simvastatin and fluvastatin on M. corti tetrathyridia.
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1. Introducéo

1.1. Filo Platyhelminthes

O filo Platyhelminthes é composto por uma diversidade de espécies de vermes achatados
gue vivem em ambientes aquéticos ou terrestres. Os platelmintos apresentam caracteristicas como o
corpo achatado dorsoventralmente, simetria bilateral, auséncia de celoma e sistema circulatorio.
Além disso, em algumas espécies parasitas, auséncia de epiderme e trato digestivo (Collins, 2017).
O filo inclui organismos de vida livre, ecto ou endoparasitas, que possuem na extremidade anterior
6rgdos sensitivos e/ou de fixacdo. As principais classes do filo sdo Turbellaria, Monogenea,
Trematoda e Cestoda (Neves et al., 2011).

A classe Turbellaria é composta principalmente por organismos de vida livre, comumente
encontrado em ambientes de agua doce, mas algumas espécies sdo encontradas em ambientes
marinhos e terrestres. A classe Monogenea é composta principalmente por organismos ectoparisitas
de peixes, mas ja foram relatados casos de endoparasitismo. Todos 0s organismos desta classe sdo
dependentes de ambientes aquéaticos para o desenvolvimento de seus ovos e a distribui¢do de suas
larvas (Caira; Littlewood, 2013).

As classes Trematoda e Cestoda sdo compostas por organismos endoparasitas de
vertebrados. A Classe Trematoda constitui um grande grupo de platelmintos parasitas que se divide
em duas subclasses: Aspidogastrea e Digenea. A subclasse Aspidogastrea é um grupo pegueno
composto por 4 familias, 12 géneros e cerca de 80 espécies. Em geral, sdo parasitas de moluscos de
agua doce e marinho, e peixes cartilaginosos ou 0sseos, dentro desta subclasse ndo existem
espécies de relevancia médica (Toledo; Fried, 2017). Em contraste, a subclasse Digenea possui um
nimero maior de espécies de trematddeos (com cerca de 18.000 espécies) que sdo parasitas de
invertebrados (hospedeiros intermediarios) e vertebrados (hospedeiros definitivos). Neste grupo,
estdo 0s agentes etioldgicos das principais doencas causadas por tremat6deos que constituem um
importante problema de saude publica, como, por exemplo, a esquistossomose, causada por
espécies do género Schistossoma (Olson et al., 2003).

A classe Cestoda é composta por organismos endoparasitas obrigatdrios, que no estagio
adulto infectam o trato digestivo de vertebrados. Estes organismos apresentam adaptacdes para o
parasitismo que incluem a completa auséncia de um sistema digestivo, a presenca de 6rgdos de
fixacdo (ganchos efou ventosas) na parte anterior do corpo, e ciclos de vida complexos que
tipicamente incluem dois ou mais hospedeiros. Além disso, o corpo em geral é alongado e
constituido por segmentos (proglotides) que possuem as estruturas reprodutivas, aumentando assim
a capacidade de reproducéo (Koziol, 2017).

A classe Cestoda compreende duas subclasses: Cestodaria e Eucestoda. Os parasitos

pertencentes a subclasse Cestodaria ndo sdo segmentados e possuem apenas um conjunto de 6rgdos
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reprodutivos. Por outro lado, os pertencentes a subclasse Eucestoda sdo segmentados em
proglétides, cada uma delas contendo 6rgdos reprodutivos masculinos e femininos. A subclasse
Eucestoda é dividia em diferentes ordens, entre elas a Tetraphyllidea, Trypanorhynca,
Pseudophyllidea e Cyclophyllidea que sdo universalmente reconhecidas (Littlewood; Rohde;
Clough, 1999). A ordem Cyclophyllidea é subdivida em diversas familias, sendo uma delas a
familia Taeniidae. Esta familia é considerada de relevancia, do ponto de vista médico, veterinario e
econdmico, por causa das doencgas que causam nos seres humanos e em animais de interesse para a
pecudria. Nesta familia temos, por exemplo, parasitos dos géneros Taenia e Echinococcus (Nakao
et al., 2010). Outra familia que também ¢é pertencente & ordem Cyclophyllidea é a familia
Mesocestoididae. Esta familia inclui parasitos do género Mesocestoides que infectam uma ampla
gama de organismos. Neste género, temos o cestddeo-modelo Mesocestoides corti que é
amplamente utilizado para o estudo de diversas caracteristicas da biologia de cestddeos, como
resposta a estresse, desenvolvimento e também utilizado para estudos farmacolégicos (Alvarez et
al., 2010; Basika et al., 2019; Camargo de Lima et al., 2020; Paludo et al., 2020).

1.2. Doencas causadas por cestodeos

Cestodeos sdo organismos que apresentam ciclos de vida complexos que envolvem pelo
menos dois hospedeiros (um hospedeiro intermediario e um definitivo). No decorrer do seu ciclo de
vida, os diferentes estagios se desenvolvem em hospedeiros distintos (Webb; Cabada, 2017). O
ciclo de vida pode ser resumido da seguinte forma: o individuo adulto (que habita o intestino do
hospedeiro definitivo) libera ovos que sdo excretados com as fezes para 0 ambiente. Quando estes
ovos sao ingeridos por um hospedeiro intermediario adequado, as larvas eclodem dos ovos, entram
em circulacdo e sdo transportados para a musculatura ou outros érgdos. Quando estas larvas séo
ingeridas pelo hospedeiro definitivo, cada uma delas sofre um processo de estrobilizagdo para
formar o individuo adulto sexualmente maduro e reiniciando o ciclo (White; Brunetti, 2012). Em
qualquer um destes estagios, os cestddeos podem causar doencas (cestodiases) em seus respectivos
hospedeiros.

Os seres humanos servem como hospedeiros definitivos para os individuos adultos dos
cestddeos Taenia solium, Taenia saginata e Hymenolepis nana (Dixit; Kotra, 2007; Webb; Cabada,
2017). No caso do cestodeo H. nana, ambas as fases de desenvolvimento (estagio larval e adulto)
ocorrem no intestino do individuo infectado. Além disso, os humanos podem servir como
hospedeiros intermediarios acidentais para espécies, como T. solium, Echinococcus granulosus e
Echinococcus multilocularis. No caso do cestédeo T. solium, os seres humanos sdo hospedeiros

definitivos para o verme no estagio adulto, que ocorre no intestino, mas que também pode abrigar
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as larvas que formam cistos em diversos tecidos, dando origem as diferentes formas de cisticercose
(Saari; Nareaho; Nikander, 2019; White; Brunetti, 2012).

As principais cestodiases sdo as viscerais, que sdo causadas pelas formas larvais (0s
metacestddeos) onde as de relevancia sdo as equinococoses (causada por Echinococcus spp.) € as
cisticercoses (causada por T. solium). Estas infecces viscerais sdo relevantes, pois estas doengas
sdo clinicamente graves e de dificil tratamento. O impacto médico e econdmico causado pelas
equinococoses e as cisticercoses levou a Organizacdo Mundial da Saude (OMS)

(http://www.who.int/en/) a incluir estas cestodiases na lista de Doengas Tropicais Negligenciadas

(http://www.who.int/neglected diseases/diseases/en/), ressaltando a importancia do

desenvolvimento de estratégias de prevencdo, combate e erradicagdo destas doencas em nivel

mundial.

1.2.1. Equinococoses

As equinococoses podem ocorrer de duas formas: a equinococose cistica, causada por
espécies cripticas pertencentes ao complexo Echinococcus granulosus sensu lato (Casulli; Siles-
Lucas; Tamarozzi, 2019; Manterola et al., 2021); e a equinococose alveolar, causada por E.
multilocularis (Figura 1). As duas formas da doenca séo de relevancia médica e de saude publica.
A infeccdo humana com E. granulosus s.l. leva ao desenvolvimento de um ou mais cistos
localizados com maior frequéncia no figado e nos pulmdes (Craig et al., 2007). O periodo de
incubacdo assintomatico da doenca pode durar anos, até que 0s cistos crescam a ponto de
desencadear sinais clinicos. Segundo a OMS, metade de todos 0s pacientes sdo tratados apenas
anos depois da infeccdo inicial com o parasito. Alguns sintomas comumente observados quando a
equinococose cistica ocorre no figado séo dores de cabecga, nduseas e vomitos. Se 0s pulmdes séo
afetados, os sinais clinicos incluem tosse cronica, dor torécica e falta de ar. Outros sinais que
possam ocorrer dependerd da localizacdo do cisto e presséo exercida sobre os tecidos circundantes
(Higuita; Brunetti; Mccloskey, 2016).

A infeccdo humana com E. multilocularis leva a formacdo de um cisto multivesiculado que
geralmente esta localizado no figado. As metastases larvais podem se formar em 6rgaos adjacentes
ao figado, como, por exemplo, o baco, ou em locais distantes, como os pulmdes ou o cérebro
(Aydin et al., 2020). O periodo de incubacao assintomatica da doenca pode levar de 5 a 15 anos até
0 aparecimento de sinais clinicos. Alguns sintomas comumente observados quando a equinococose
alveolar ocorre no figado sdo dores abdominais, mal-estar, perda de peso e insuficiéncia hepatica.
Outros sintomas que possam ocorrer dependera da localizacdo das vesiculas e a pressdo exercida

sobre os tecidos circundantes (Woolsey; Miller, 2021).
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No que diz respeito a epidemiologia, as infecgdes humanas por espécies do género
Echinococcus estdo entre as helmintiases mais prevalentes em todo o mundo. Na América do Sul, o
Cone Sul, incluindo o sul do Brasil, a Argentina, o Chile e o Uruguai, e a regido andina,
principalmente o Peru, sdo considerados regiGes endémicas ou hiperendémicas para a equinococose
cistica (Daipert-Garcia et al., 2019; Deplazes et al., 2017). Segundo estimativas da OMS de 2017,
estas regides teriam uma incidéncia de 5.000 novos casos de equinococose cistica por ano, com
uma taxa de mortalidade de 2,9% (WHO, 2017).

A equinococose alveolar tem ocorréncia restrita ao hemisfério norte, em regides da China,
Asia Central, Russia, paises da Europa Continental e na América do Norte. A Franca, Suica,
Austria, Asia Central, Cazaquistdo e Quirguistdo sdo considerados regides endémicas para a
equinococose alveolar (Wen et al., 2019). A doenga tem maior incidéncia no planalto tibetano da
China e segundo estimativas da OMS de 2017, estas regifes teriam uma incidéncia de 16.000

novos casos de equinococose alveolar por ano (WHO, 2017).

Echinococcus gronulosus sensu loto

Echinococcus multilocularis

Figura 3. Representacdo do ciclo de vida do complexo E. granulosus sensu lato e E. multilocularis. As diferentes
fases de desenvolvimento dos parasitos e seus respectivos hospedeiros (hospedeiros intermediarios e hospedeiros
definitivos) estdo representados no ciclo. (A) Representagdo do ciclo de vida de E. granulosus. (B) Representacdo do
ciclo de vida de E. multilocularis. Fonte: Casulli; Siles-Lucas; Tamarozzi, 2019.
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1.2.2. Cisticercoses

As cisticercoses sdo causadas pelo desenvolvimento de metacestddeos de espécies do
género Taenia (cisticercos) em diferentes espécies de hospedeiros intermediarios, incluindo os
seres humanos e animais domésticos (Figura 2). Os humanos sdo hospedeiros definitivos para os
individuos adultos da espécie de T. solium, mas também podem abrigar a forma larval que formam
cistos (cisticercos) em diversos tecidos, causando as cisticercoses (White; Brunetti, 2012). As
manifestacBes clinicas das cisticercoses humanas dependem de caracteristicas dos cisticercos (se
sdo viaveis, metabolicamente ativos ou inativos), da resposta imune do hospedeiro, do nimero e da
localizac@o dos cisticercos presentes. A neurocisticercose é a apresentacao clinica mais comum e
grave da cisticercose humana, que ocorre quando o parasito infecta o sistema nervoso central, que
esta associado a casos de epilepsias (Gripper; Welburn, 2017). A transmissdo do parasita para
suinos (no caso de T. solium) e bovinos (no caso de T. saginata) ocorre pela excre¢cdo de ovos (ou
proglétides contendo ovos) no ambiente através das fezes do hospedeiro. A ingestdo destes ovos
pelos suinos e bovinos através de alimentos ou agua contaminados causa a cisticercose animal que
ocorre com sinais clinicos inaparentes. No caso dos bovinos h& o prejuizo econémico devido ao
descarte da carcaga quando ha presenca de muitos cisticercos (Martins, 2019).

No que diz respeito a epidemiologia, as cisticercoses humanas apresentam uma distribuigdo
cosmopolita, ocorrendo em quase todos os continentes (Dixon et al., 2020). Foi estimado que cerca
de 20 a 50 milhdes de individuos em todo 0 mundo tenham cisticercoses causada por T. solium. A
neurocisticercose é uma das parasitoses mais prevalentes em seres humanos. Apesar de seu impacto
global substancial, em termos de doenca e carga econémica, h& dados limitados sobre a distribuicao
e transmissdo da doencga (Gripper; Welburn, 2017). Segundo estimativas da OMS mais recentes, 0
ndamero total de individuos com neurocisticercose no mundo, incluindo casos sintomaticos e
assintomaticos, seria da ordem de 2,5 a 8,3 milhdes (WHO, 2017). As cisticercoses humanas
afetam principalmente paises em desenvolvimento na América Latina, na Africa Subsaariana e no
sul e no sudeste da Asia. Além disso, estas regides juntamente a India, China e Nepal, s&o

consideradas regides endémicas para a neurocisticerose (Gripper; Welburn, 2017).
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Figura 4. Representagdo esquematica do ciclo de vida de T. solium. As diferentes fases do desenvolvimento do
parasito estdo representadas de 1 a 6, e em 7 estd representado a infeccdo em humanos pela forma larval. Fonte:
https://www.cdc.gov/dpdx/cysticercosis/index.html.

1.3. M. corti como organismo-modelo para estudos da biologia de cestodeos

Estudos que envolvem cestddeos de relevancia médica e veterinaria, como os da familia
Taeniidae (por exemplo: géneros Echinococcus e Taenia), sdo dificultados pela auséncia de
protocolos bem estabelecidos para a manutengdo destes organismos em condi¢cfes laboratoriais.
Desde forma, é necessaria a coleta do material a campo ou em matadouros (Hemphill, 2010;
Lustigman et al., 2012). Neste contexto, a disponibilidade de um organismo modelo como M. corti
permite o0 estudo de aspectos basicos sobre a biologia de cestodeos, pois pode ser facilmente
mantido in vivo e in vitro.

O ciclo de vida de M. corti (Figura 3) tem dois hospedeiros intermediarios e um hospedeiro
definitivo (Mehlhorn; Aspdck, 2008). O primeiro hospedeiro intermediario € um artropode
coprofago e o segundo hospedeiro intermediario pode ser mamiferos, aves, anfibios ou répteis. No
seu ciclo de vida, a oncosfera, € ingerida pelo primeiro hospedeiro intermediario. Apos a ecloséo, o
embrido hexacanto penetra na cavidade corporea deste hospedeiro, onde se desenvolve no primeiro

estagio larval. O cisticercoide quando ingerido pelo segundo hospedeiro intermediario, se
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transforma no segundo estagio larval. O tetratirideo entdo se reproduz de forma assexuada no
segundo hospedeiro intermediario. Quando ingerido pelo hospedeiro definitivo sofre o processo de
estrobilizacdo para formar o verme adulto, sexualmente diferenciado e segmentado (proglétides), o
gue é uma caracteristica tipica dos cestddeos.

Os tetratirideos podem ser facilmente mantidos in vivo por uma série de passagens em
hospedeiros experimentais como camundongos e ratos, onde se reproduzem assexuadamente. O seu
processo de maturacdo na forma adulta pode ser induzido e seguido in vitro (Markoski et al., 2003).
Utilizando M. corti como organismo-modelo, nosso grupo tem buscado compreender aspectos
relacionados a biologia de cestddeos, principalmente aqueles relacionados com a expressdo génica
diferencial durante o desenvolvimento (Basika et al., 2019).
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Figura 3. Representacdo esquemaética do ciclo de vida de M. corti. As diferentes fases do desenvolvimento do parasito
estdo representadas de 1 a 5 e em 6 estd representado a infeccdo acidental em humanos. Fonte:
https://www.cdc.gov/dpdx/mesocestoidiasis/index.html.
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1.4. Tratamento de cestodiases e reposicionamento de farmacos

As cestodiases intestinais sdo de facil tratamento em comparacdo as cestodiases viscerais.
Usualmente os individuos adultos sdo eficientemente eliminados dos hospedeiros intermediarios
humanos ou animais domésticos por tratamentos com anti-helminticos como o praziquantel e a
niclosamida (Gilman et al., 2012; Wang et al., 2021). Por outro lado, as cestodiases viscerais,
causadas pelas formas larvais dos cestodeos, sdo clinicamente mais graves e de dificil tratamento.
A natureza cistica ou vesicular dos metacestddeos e a localizacdo no interior das visceras ou
tecidos sdo fatores que complicam as estratégias terapéuticas. Estes fatores dificultam e tornam
arriscada a remocao cirdrgica dos parasitos, além de dificultarem o acesso dos farmacos utilizados
no tratamento quimioterapico.

No caso de equinococoses viscerais, 0 diagnéstico das infeccGes causadas pelos
metacestodeos € dificil devido a lentiddo de crescimento dos cistos, porém o diagnostico pode ser
feito por radiografia, tomografia computadorizada ou ultrassonografia abdominal e sua
confirmagcdo laboratorial depende de testes soroldgicos (Kern et al., 2017). Existem trés formas de
tratamento para a equinococose cistica: i) tratamento percutaneo dos cistos pela técnica de PAIR
(puncdo, aspiracdo, injecdo, reaspiracdo); ii) cirurgia; e iii) tratamento quimioterapico, que
baseiam-se quase que exclusivamente na administracdo via oral de benzimidazéis, como
albendazol e mebendazol (Woolsey; Miller, 2021).

No caso das cisticercoses humana, o tratamento primario baseia-se na administracdo de
farmacos como o albendazol e outros benzimidazo6is, como os utilizados para as equinococoses,
e/ou o praziquantel. O tratamento cirtrgico geralmente é dispensavel nas cisticercoses e em muitos
casos de neurocisticercose, quando o tratamento quimioterapico é efetivo. Entretanto o tratamento
cirurgico é recomendado em alguns casos de neurocisticercose, conforme a localiza¢éo dos cistos e
os sintomas clinicos (White; Garcia, 2018). A prevencéo as doengas causadas por cestodeos podem
ser feitas por desparasitagdo periodica nos animais (principalmente cées), melhoria de higiene no
abate de gado e campanhas de educacao publica (Woolsey; Miller, 2021).

Tratamentos efetivos contra as cestodiases ainda ndo estdo disponiveis. A principal forma
de tratamento é o uso de derivados de benzimidazois (como triclabendazol, albendazol e o
mebendazol) e o praziquantel. Estes farmacos, contudo apresentam vérias limitagcbes quanto a
efetividade do tratamento e restricdes de aplicacdo associadas a efeitos colaterais. Esta limitacdo de
opcOes pode favorecer a selecdo de parasitos com resisténcia aos poucos farmacos atualmente
disponiveis (Claerebout et al., 2020; Haby et al., 2020; Ramiandrasoa et al., 2020; Sangster;
Cowling; Woodgate, 2018). Assim, existe a necessidade de identificar novas formas terapéuticas
mais eficientes para o tratamento das cestodiases. Neste contexto, a estratégia de reposicionamento

de farmacos se torna uma estratégia interessante.
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O termo reposicionamento de farmaco ou reaproveitamento de farmaco € geralmente
aplicado para a descoberta de novos usos terapéuticos para farmacos que ja sdo comercializados e
usados clinicamente (Muthyala, 2012). O reposicionamento de farmacos tornou-se popular nos
Gltimos anos, principalmente pelo fato de que o processo de pesquisa e o desenvolvimento de um
novo farmaco é laborioso, exaustivo e caro, podendo levar de 10 a 17 anos, desde a ideia até o
medicamento comercializado. Por outro lado, o reposicionamento de farmacos oferece a
possibilidade de reduzir o tempo, sendo um processo de 3 a 12 anos, e significativa diminui¢do nos
custos (Ashburn; Thor, 2004).

Com base na estratégia de reposicionamento de farmacos, tém surgido estudos gendmicos
nos Ultimos anos com o objetivo de identificar novos potenciais alvos terapéuticos em vermes
parasitas. Estes estudos demonstraram a conservacao de vias metabolicas, modulos metabdlicos e
vias bioquimicas em platelmintos e nematddeos parasitas que podem fornecer potenciais alvos
terapéuticos para novos farmacos ou para o reposicionamento de farmacos (Coghlan et al., 2019).
Além disso, estudos aplicados vém utilizando esta estratégia para o tratamento de helmintiases,
como, por exemplo, a artemisinina e seus derivados. Estes farmacos inicialmente utilizados no
tratamento da maléria estdo sendo reposicionados como potenciais anti-helminticos, depois de ja
terem sido também testados como antineoplasicos e como antibacterianos (Lam et al., 2018).

No caso de cestodiases, farmacos como a buparvaquona (antiteilérico), a mefloquina
(antimalérico) e a atovaquona (usada para tratamento de pneumocistose, toxoplasmose e malaria)
mostraram atividade contra metacestddeos de E. multilocularis in vitro e in vivo (Lundstrom-
Stadelmann; Rufener; Hemphill, 2020; Rufener et al., 2018). De forma geral, estes estudos ainda
sdo preliminares e ha no mercado muitos farmacos antiparasitarios, antineoplasicos ou de outra
natureza cujo potencial como anti-helminticos precisa ser avaliado guanto a seus alvos e efeitos
(Panic et al., 2014).

1.5. HMG-CoA-redutase e as estatinas
A 3-hidroxi-3-metil-glutaril-coenzima A (HMG-CoA) redutase € a enzima responsavel
pela conversdo do composto HMG-CoA em mevalonato. Existem duas classes distintas da enzima
HMG-CoA-redutase: a classe | consiste em enzimas eucarifticas e na maioria das arqueas,

enquanto a classe Il consiste em enzimas procariéticas (Figura 4) (Friesen; Rodwell, 2004).
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Figura 4. Representacao das HMG-CoA-redutases de classe I e classe I1. (A) Representagdo do monémero da HMG-
CoA-redutase (classe 1) de Homo sapiens. Dominio L representado em azul. Dominio S representado em rosa e dominio
N representado em cinza. (B) Representagdo do mondmero da HMG-CoA-redutase (classe Il) de Pseudomonas
mevalonii. Dominio L representado em azul e dominio S representado em rosa.

As HMG-CoA-redutases de classe | catalisam a sintese de mevalonato dependente de
NADP a partir da HMG-CoA. Em vertebrados, a HMG-CoA-redutase é a principal enzima na
biossintese de colesterol e outros isoprenoides, enquanto nas plantas, 0 mevalonato é o precursor de
todos os compostos isoprenoides. Em arqueas, a HMG-CoA-redutase é uma enzima citoplasmatica
envolvida na biossintese de cadeias laterais dos isoprendides dos lipideos (Hoshino; Gaucher,
2018; Kirby; Keasling, 2009; Liao et al., 2016). As HMG-CoA-redutases de classe | consistem em
um dominio de membrana N-terminal e uma regido catalitica C-terminal. A regido catalitica pode
ser subdividida em trés dominios: um dominio N, um dominio L e um dominio S. O dominio L se
liga ao substrato, enquanto o dominio S se liga ao NADP (Vogeli et al., 2019).

As HMG-CoA-redutases de classe Il catalisam a reacdo reversa de enzimas da classe I, ou
seja, a sintese de HMG-CoA dependente de NAD a partir de mevalonato e CoA. Algumas
bactérias, como por exemplo, Pseudomonas mevalonii, podem usar 0 mevalonato como Unica fonte
de carbono. As enzimas de classe Il ndo possuem um dominio de membrana e sua regido catalitica
esta estruturalmente relacionada a das enzimas de classe I, mas consiste em apenas dois dominios:
um dominio L e um dominio S. Bem como acontece com as enzimas de classe I, o dominio L liga-
se ao substrato, enquanto o dominio S se liga a NAD (Steussy et al., 2013).

A HMG-CoA-redutase é a principal enzima da via do mevalonato. A via do mevalonato
(Figura 5) é essencial em eucariotos pela sua importancia em processos como a biossintese de
colesterol e outros isoprenoides (Rauthan; Pilon, 2011). Nos metazodrios, incluindo os cestddeos, a
via do mevalonato esta presente, mas sem o ramo que leva a sintese de colesterol, fazendo-se
necessario a captagdo desta molécula do hospedeiro. Desta forma, a HMG-CoA-redutase de
cestddeos surge como potencial alvo terapéutico (Coghlan et al., 2019), assim como as outras

enzimas da via.
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Figura 5. Visdo geral da via do mevalonato. Retangulo pontilhado em vermelho, esta representando o ramo da via que
leva a sintese de colesterol, ausente em cestédeos. Fonte: Rauthan; Pilon, 2011.

A HMG-CoA-redutase é alvo de um conjunto de farmacos denominadas estatinas. As
estatinas atualmente disponiveis comercialmente sdo a atorvastatina, fluvastatina, lovastatina,
pitavastatina, pravastatina, rosuvastatina e a sinvastatina (Figura 6). As estatinas naturais que
derivam de fermentagdo flngica sdo a lovastatina (isolado de Aspergillus terreus), pravastatina
(isolado de Penicillium citinium) e a sinvastatina (isolado de A. terreus). As estatinas totalmente
sintéticas sdo a atorvastatina, fluvastatina, pitavastatina e rosuvastatina (Schachter, 2005). A acéao
de inibicdo da HMG-CoA-redutase promovida pelas estatinas deve-se a uma similaridade na sua
estrutura com o substrato HMG-CoA. Assim, as estatinas se ligam de maneira reversivel e
competitiva do que o substrato natural a enzima HMG-CoA-redutase, impedindo a biossintese de
colesterol (Endo, 2004; Solomon; Freeman, 2008).
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Figura 6. Representacdo da estrutura quimica das estatinas. A estrutura analoga das estatinas ao substrato HMG-CoA
esta destacada pela elipse pontilhada. A representacdo da estrutura analoga das estatinas a HMG-CoA também esta
representada aberta. Fonte: Endo, 2004.
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As estatinas sdo utilizadas para controlar os niveis elevados de colesterol no sangue
(hipercolesterolemia) em humanos. Estes farmacos também sdo utilizados para prevenir doencas
cardiovasculares, e outros possiveis usos terapéuticos incluem o tratamento de doencas
inflamatdrias, imunoldgicas e como farmacos anticancerigenos (Demierre et al., 2005; Karlic;
Varga, 2017; Liao; Laufs, 2005). O uso das estatinas como farmacos antiparasitarios ja foram
testados in vitro nos protozoarios Trypanosoma cruzi, Trypanosoma brucei, Plasmodium
falciparum e Leishmania donovani (Coppens; Courtoy, 1996; Parquet et al., 2010; Peres et al.,
2018). No platelminto Schistosoma mansoni (classe Trematoda), ja foi demonstrado o potencial
anti-helmintico das estatinas em cultivos in vitro de diferentes estagios de S. mansoni, como
equistossdmulos e adultos, que infectam o hospedeiro mamifero (Rojo-Arreola et al., 2014). No
entanto, nas formas larvais de cestddeos o efeito das estatinas na sobrevida dos parasitos ainda ndo
foi avaliado. Assim, 0 uso de estatinas € uma forma nédo s6 de estudar a prospecgdo de novas drogas
anti-helminticas, mas também o mecanismo de metabolismo e transporte de colesterol aumentando

assim o conhecimento da biologia basica destes organismos.

2. Justificativas

As cestodiases causadas pelas formas larvais de cestddeos causam infec¢cBes com impacto
na salde publica humana e animal. O tratamento destas cestodiases como as equinococoses e as
cisticercoses, além de limitado, ndo é efetivo, fazendo-se necessario buscar novas formas
terapéuticas. Assim, a estratégia de reposicionamento de farmacos na busca por novas formas de
tratamento para as cestodiases viscerais torna-se interessante, pois esta estratégia € mais rapida e
econbmica do que os métodos tradicionais (desenvolvimento de novos farmacos).

Em cestddeos, a via do mevalonato é essencial para processos como a ubitiquinagao e a
prenilacdo de proteinas, embora 0s cestddeos ndo possuam o ramo que leva a sintese de novo de
colesterol. Desta forma, as enzimas da via do mevalonato foram propostas como potenciais alvos
para o reposicionamento de farmacos como novos anti-helminticos. Neste contexto, temos a
enzima HMG-CoA-redutase (enzima central da via do mevalonato) como possivel alvo terapéutico
em cestddeos.

As estatinas sdo os farmacos inibidores da HMG-CoA-redutase e atualmente sdo utilizadas
no tratamento da hipercolesterolemia em humanos. Este conjunto de farmacos aprovados e
disponiveis comercialmente, cujo alvo é parte central da via de transporte e metabolismo associado
ao colesterol, podera interferir na viabilidade de cestddeos larvais, € uma estratégia promissora.
Além disso, contribuira para o melhor entendimento de questfes dos mecanismos fisiol6gicos

basicos do metabolismo de colesterol dos parasitos.
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O uso de abordagens computacionais como modelagem comparativa, docking molecular e
reconstrucao filogenética, para avaliar a HMG-CoA-redutase como potencial alvo terapéutico em
cestodeos poderdo prover informacdes importantes a respeito da enzima destes organismos. Estes
dados podem ajudar na predi¢do de aspectos estruturais das HMG-CoA-redutases de cestddeos e 0s
tipos de interacBes preditas que estas enzimas realizam com seus inibidores, além de questdes

relacionadas com a conservacgdo da enzima alvo dentro de diferentes helmintos parasitas.

3. Objetivos

3.1. Objetivo geral
Avaliar o reposicionamento de estatinas inibidoras da enzima HMG-CoA-redutase como

anti-helminticos.

3.2. Objetivos especificos

3.2.1. Avaliar o grau de conservacdo evolutiva da enzima HMG-CoA-redutase entre helmintos
parasitas e seus respectivos hospedeiros.

3.2.2. Modelar e comparar as estruturas tridimensionais da HMG-CoA-redutase do cestodeo-
modelo M. corti e dos cestddeos de relevancia médica e veterinaria E. multilocularis, E. granulosus
e T. solium.

3.3.3. Analisar in silico as possiveis formas de interagdo dos inibidores sinvastatina e

fluvastatina com as HMG-CoA-redutases de M. corti, E. multilocularis, E. granulosus e T. solium.

4. Materiais e Métodos
4.1. Identificacdo de ortélogos da HMG-CoA-redutase em helmintos parasitas e seus
respectivos hospedeiros
Para a identificacdo e definicdo das sequéncias de aminoacidos de proteinas ortélogas da
HMG-CoA-redutase em helmintos parasitas e seus respectivos hospedeiros, e de nematddeos
parasitas que causam doencas gastrointestinais, foram realizadas buscas em diferentes bancos de
dados, usando a sequéncia de aminoacidos da HMG-CoA-redutase humana (Uniprot ID: P04035)
como referéncia. As buscas foram realizadas por meio do perfil Markov models (perfil HMMs) do
pacote de ferramentas HMMER (Potter et al., 2018), com a utilizagdo de um e-value de 0,01. As
buscas foram restritas por taxonomia, sendo selecionadas apenas sequéncias do reino Metazoa.
Foram também realizadas buscas no banco de dados especifico para parasitos WormBase

ParaSite (https://parasite.wormbase.org/index.html) também utilizando a sequéncia de amino&cidos

da HMG-CoA-redutase humana (Uniprot ID: P04035) como referéncia. Estas buscas foram

realizadas nos genomas de platelmintos e nematodeos disponiveis na plataforma utilizando a
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ferramenta BLAST. Foram mantidos os parametros default da ferramenta (matriz. BLOSUM®62 e
e-value: 0,01).

A anotacdo das sequéncias de aminoacidos de platelmintos e nematédeos parasitas foi
verificada. Primeiro, as sequéncias de mMRNA de M. corti e E. multilocularis tiveram a qualidade
aferida com base em comparac6es com dados de RNA-seq disponiveis. Segundo, as sequéncias de
DNA do gene da HMG-CoA-redutase de platelmintos e nematddeos (Howe et al., 2017) foram
traduzidas nas trés fases de leitura utilizando a  ferramenta = ORFfinder

(https://www.ncbi.nIm.nih.gov/orffinder/). E por ualtimo, para garantir que as sequéncias de

aminodcidos estavam completas foram realizados alinhamentos das sequéncias de aminoacidos
traduzidas de platelmintos e nematédeos com as sequéncias de aminoécidos de M. corti e E.
multilocularis utilizando o clustalW (Larkin et al., 2007). Ap6s verificacdo das sequéncias de
aminodcidos obtidas foi montada uma matriz de identidade e similaridade com a ferramenta
MatGAT (Campanella; Bitincka; Smalley, 2003) para verificacdo do grau de conservacdo em
relacdo a sequéncia da HMG-CoA-redutase humana. Para defini¢do de proteinas ortélogas, foram
estabelecidos os parametros minimos de 20% de identidade e 28% de similaridade.

4.2. Andlise filogenética da HMG-CoA-redutase em helmintos parasitas e seus
respectivos hospedeiros
As analises filogenéticas foram realizadas usando o método probabilistico de Méaxima
Verossimilhanca (ML). As sequéncias de aminoacidos foram alinhadas usando o clustalW (Larkin
et al., 2007) e as analises evolutivas foram conduzidas no MEGA X v10.1.8 (Kumar et al., 2018),
utilizando o modelo de substituicdo JTT+G (definido pela ferramenta Find Best DNA/Protein

Models), com 5 categorias gama. A arvore consensual foi inferida com 2000 réplicas.

4.3. Predigdes da estrutura tridimensional da HMG-CoA-redutase de cestddeos
A modelagem comparativa da HMG-CoA-redutase de M. corti (McosHMGCR), E.
multilocularis (EmMHMGCR), E. granulosus (EQHMGCR) e T. solium (TsHMGCR) foram
realizadas  utilizando a  ferramenta ~ Modeller v100 e o SWISS-MODEL

(https://swissmodel.expasy.org/).

As sequéncias-alvo foram utilizadas como input para a ferramenta HHpred

(https://toolkit.tuebingen.mpg.de/tools/hhpred) onde foram realizadas as buscas por estruturas para

servirem como moldes. Para a escolha dos moldes foram considerados os pardmetros de funcéo,
cobertura, identidade e resolucdo do molde (< 3 A). Posteriormente, foram realizados os
alinhamentos (formato PAIR, input para o Modeller) das sequéncias de aminoacidos dos moldes

com as a sequéncias-alvo. Por fim, os modelos foram construidos utilizando a ferramenta Modeller.
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O servidor do SWISS-MODEL também foi utilizado para a modelagem comparativa de
McosHMGCR, EmMHMGCR, EgHMGCR e TsHMGCR. As sequéncias-alvos foram utilizadas
como input no servidor para realizar a busca por moldes. Para a escolha dos moldes foram
considerados os parametros de GMQE (Estimativa global de qualidade do modelo, do inglés
Global Model Quality Estimation), funcdo, cobertura, identidade e resolucdo do molde (< 3 A).
Depois da definicdo dos moldes, realizamos o alinhamento das sequéncias dos moldes com as
sequéncias-alvo. Estes alinhamentos foram utilizados para a constru¢do dos modelos ho SWISS-
MODEL.

Os modelos construidos no Modeller e no SWISS-MODEL tiveram suas qualidades
avaliadas utilizando as ferramentas PROCHECK (Morris et al., 1992), Verify-3D (Bowie; Lthy;
Eisenberg, 1991; Bowie; Lithy; Eisenberg, 1992), ERRAT (Colovos; Yeates, 1993), disponiveis
no servidor do SAVES v6.0 (https://saves.mbi.ucla.edu/), e a ferramenta QMEAN, disponivel no
servidor do SWISS-MODEL. O melhor modelo para cada sequéncia-alvo (McosHMGCR,
EmHMGCR, EgHMGCR e TsHMGCR) foi escolhido com base nas avaliacfes destas ferramentas.

4.4. Predicido dos modos de interagdo da sinvastatina ou da fluvastatina com as HMG-
CoA-redutases de cestodeos
Os experimentos de docking molecular foram realizados no servidor do DockThor

(https://dockthor.Incc.br/v2/). Para os experimentos de docking molecular foram utilizados a

estrutura predita da HMG-CoA-redutase de M. corti (McosHMGCR), sinvastatina ou fluvastatina e
o cofator adenosina-5-difosfato (ADP). As seguintes coordenadas da caixa foram utilizadas:
coordenadas do centro da caixa x= -30, y= 30 e z= 16 e 0 tamanho da caixa x= 22, y=22 e z= 22.
Para os experimentos de docking molecular com a estrutura predita de E. multilocularis
(EmHMGCR), também foi utilizado a sinvastatina ou fluvastatina, e o cofator ADP. As seguintes
coordenadas da caixa foram utilizadas: coordenadas do centro da caixa x= 63, y=-18ez=35¢€e 0
tamanho da caixa x= 22, y=22 e z= 22. Por sua vez, 0s experimentos de docking molecular com a
estrutura predita de E. granulosus (EQHMGCR), também utilizamos a sinvastatina ou fluvastatina,
e o cofator ADP. As seguintes coordenadas da caixa foram utilizadas: coordenadas do centro da
caixa x= 62.5, y= -18.4 e z= 36.5 e 0 tamanho da caixa x= 22, y=22 e z= 22. Por fim, os
experimentos de docking molecular foram realizados com a estrutura predita de T. solium
(TsHMGCR), sinvastatina ou fluvastatina, e o cofator ADP. As seguintes coordenadas da caixa
foram utilizadas: coordenadas do centro da caixa x= 49.5, y= 15 e z= 17 e 0 tamanho da caixa x=
22,y=22 e z=22.

27


https://saves.mbi.ucla.edu/
https://dockthor.lncc.br/v2/

5. Resultados
5.1. Recuperacgdo e definicdo das sequéncias de HMG-CoA-redutase de helmintos e
nematddeos parasitas e seus respectivos hospedeiros
Para a identificacdo e defini¢cdo das sequéncias de aminoacidos de proteinas ortélogas da
HMG-CoA-redutase em helmintos e nematddeos parasitas e seus respectivos hospedeiros
diferentes bancos de dados foram explorados. Nas buscas realizadas pelo HMMER foram
recuperadas 72 sequéncias de aminoécidos de proteinas ortélogas da HMG-CoA-redutase humana,
sendo 47 sequéncias de helmintos parasitas, 19 sequéncias de seus respectivos hospedeiros, e 6
sequéncias de nematddeos. Na busca realizada pelo WormBase ParaSite foram recuperadas 29
sequéncias de aminoacidos de proteinas ortélogas da HMG-CoA-redutase, sendo 25 de helmintos
parasitas e 4 sequéncias de nematddeos. Estes resultados estdo concatenados na Tabela 1. O
tamanho médio das sequéncias de aminoacidos das HMG-CoA-redutases foi de 792 aa (375-1.200
aa) e a média de identidade destas sequéncias de aminoacidos em relacdo a enzima ortéloga
humana (888 aa) foi de 37% (20-95%), com maior conservagdo no dominio catalitico (residuos
587-1102) da enzima (Figura Suplementar 1).
Pode-se observar que entre 0s parasitas a sequéncia de aminoacidos da T. saginata € a com
0 menor grau de conservagdo (20% de identidade e 34% de similaridade). Por outro lado, a
sequéncia de amino&cidos com o maior grau de conservagdo foi a de Hymenolepsis diminuta (31%
de identidade e 50% de similaridade). Dentro dos cestddeos selecionados, em especifico para M.
corti, os valores foram 29% de identidade e 44% de similaridade. Entre as espécies do género
Echinococcus os valores foram de 27% de identidade e 40% de similaridade (E. multilocularis) e
27% de identidade e 38% de similaridade (E. granulosus). Por usa vez, para T. solium os valores
foram 29% de identidade e 45% de similaridade. Estes resultados iniciais indicam que as
sequéncias de aminoécidos da HMG-CoA-redutase sdo relativamente conservadas em relacdo a

enzima humana.
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Tabela 1. Conservacao relativa das sequéncias deduzidas de aminoacidos da HMG-CoA-redutase em diferentes parasitas e seus respectivos hospedeiros. Lista de
sequéncias da HMG-CoA-redutase em helmintos parasitas (cinza escuro) e seus respectivos hospedeiros (branco) e os nematédeos (cinza). Os parametros relativos de
conservacao relativa sdo em relacdo a enzima humana (888 aa).

Espécies Gene ID Identidade (%) Similaridade (%) Cobertura (%) Tamanho (aa)
Bos taurus HMDH_BOVIN* 95,5 97,1 98,4 888
Ovis aries W5Q5I1_SHEEP* 95,6 97,2 98,4 888
Sus scrofa HMDH_PIG* 94,8 96,7 97,8 885

Ascaris lumbricoides ALUE_0001715601** 27,5 43,7 46,7 697
Ascaris lumbricoides EVEC_0000464501** 27,9 40,1 45,8 548
Enterobius vermicularis NECAME_06176** 27,1 38,4 43,3 581
Necator americanus SSTP_0000817200** 27,2 40,7 43,8 561
*Uniprot ID.

**WormBase ParaSite ID.
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5.2. Avaliacdo da conservacao evolutiva das sequéncias de aminoacidos da HMG-CoA-
redutase de helmintos parasitas e seus respectivos hospedeiros
Para a reconstrucdo filogenética das sequéncias de aminoacidos das HMG-CoA-redutases
uma analise filogenética foi realizada com 17 sequéncias de aminodcidos de helmintos parasitas,
compreendendo sequéncias de 9 espécies de trematddeos (Clonorchis sinensis, Fasciola hepatica,
Opisthorchis felineus, Opisthorchis viverrini, Schistosoma bovis, Schistosoma haematobium,
Schistosoma japonicum, Schistosoma mansoni e Schistosoma margrebowiei) e 8 sequéncias de
cestodeos (E. granulosus, E. multilocularis, H. diminuta, Hymenolepis microstoma, M. corti,
Taenia asiatica, T. saginata e T. solium). Um grupo externo de 8 sequéncias foi utilizado na
analise, compreendendo 4 espécies de nematddeos que causam doengas gastrointestinais (Ascaris
lumbricoides, Enterobius vermicularis, Necator americanus e Strongyloides stercoralis) e as
espécies hospedeiras dos helmintos analisados (Bos taurus, Homo sapiens, Ovis aries e Sus scrofa).
A andlise filogenética resultou em uma arvore filogenética que esta representada na figura 7. A
arvore filogenética revelou trés clados distintos: cordados, platelmintos e nematédeos. Ja os
platelmintos foram divididos em dois grupos monofiléticos de vermes parasitas, um
correspondendo a trematodeos e o outro a cestodeos. A distingdo dos organismos analisados
demonstra que as espécies intimamente relacionadas se agrupam no mesmo ramo. A analise
evolutiva do gene da HMG-CoA-redutase indica que este gene diversificou em paralelo com a
divisdo taxondmica. Além disso, a analise filogenética indica que existe uma relacdo entre as

espécies de platelmintos, nematédeos e cordados.
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Figura 5. Arvore filogenética da HMG-CoA-redutase de helmintos parasitas e seus respectivos hospedeiros. Arvore
filogenética mostrando a conservacdo relativa da HMG-CoA-redutase em diferentes helmintos parasitas. A andlise
envolveu 25 sequéncias de aminoécidos, sendo 17 sequéncias de aminoacidos de helmintos parasitas, 4 sequéncias de
aminodcidos de seus hospedeiros e 4 sequéncias de aminoacidos de nematddeos (grupo externo). A arvore filogenética
foi obtida usando o método de maxima verossimilhanga baseado no modelo baseado em matriz JTT. A porcentagem de
arvores replicadas nas quais 0s taxons agrupados no teste de bootstrap (2000 réplicas) sdo mostrados ao lado dos ramos.

5.3. Avaliagdo da conservacgdo evolutiva de estruturas das HMG-CoA-redutases dos
cestodeos M. corti, E. multilocularis, E. granulosus e T. solium
Para avaliacdo das possiveis formas de interacdo da HMG-CoA-redutase com os farmacos
sinvastatina e fluvastatina foi realizada a predicdo da estrutura tridimensional da enzima alvo.
Foram preditas as estruturas da enzima do cestddeo-modelo M. corti (Figura 8A) e dos cestddeos
de relevancia médica e veterinaria E. multilocularis (Figura 8B), E. granulosus (Figura 8C) e T.

solium (Figura 8D). Para cada uma destas espécies foram construidos pelo menos 12 modelos.
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Estes modelos tiveram suas qualidades avaliadas e os melhores modelos foram escolhidos para as
etapas posteriores. Os resultados das avaliacfes sdo apresentados nos materiais suplementares.

De forma geral, 0 mondmero contém uma estrutura composta de trés dominios: um
dominio helicoidal N-terminal chamado dominio N (rosa), um dominio L (azul) e um dominio C-
terminal chamado dominio S (cinza). Os dominios S e L sdo conectados por um loop gque auxilia na
estabilizacdo da estrutura tetramérica por meio da interacdo com 0s mondmeros vizinhos. O
tetrdmero, de forma geral, é composto por quatro monémeros iguais entre si, cada um com um sitio
ativo (A, B, C e D), que esta localizado no dominio L. O sitio catalitico por sua vez é localizado na
interface entre dois monémeros. Como esperado, ndo sé as sequéncias de aminoacios da HMG-
CoA-redutase sao conservado nos diferentes cestddeos (Figura 9A), mas também as suas estruturas
terciarias (Figura 9B). Além disso, como esperado, a estrutura geral da enzima nos diferentes
cestodeos analisados é semelhante aquela da HMG-CoA-redutase humana (Figura Suplementar 2).

Figura 6. Estruturas tridimensionais da McosHMGCR, da EmHMGCR, da EQHMGCR e da TsHMGCR. Os
dominios nos diferentes mondmeros (superior) sdo representados pelas diferentes cores: dominio N (Rosa forte), dominio
L (Azul forte), e dominio S (Cinza). Nos tetrameros (inferior), as diferentes cadeias sdo presentadas pelas seguintes cores:
Cadeia A (Verde), cadeira B (Amarelo), cadeia C (Rosa fraco), e cadeia D (Azul fraco). (A) Representacdo da estrutura
do monémero de McosHMGCR com os diferentes dominios: dominio N (residuos 446-511), dominio L (residuos 512-
574 e 678-838), e dominio S (residuos 575-677). Representacdo da estrutura do tetramero de McosHMGCR. (B)
Representagdo da estrutura do mondmero de EmMHMGCR com os diferentes dominios: dominio N (residuos 136-220),
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dominio L (residuos 221-238 e 387-547), e dominio S (residuos 284-386). Representacdo da estrutura do tetramero de
EmHMGCR. (C) Representacdo da estrutura do mondémero de EQHMGCR com os diferentes dominios: dominio N
(residuos 100-184), dominio L (residuos 185-249 e 340-511), e dominio S (residuos 250-339). Representacdo da
estrutura do tetrdmero de EQHMGCR. (D) Representacdo da estrutura do monémero de TSHMGCR com os diferentes
dominios: dominio N (residuos 318-357), dominio L (residuos 358-422 e 513-684), e dominio S (residuos 284-386).
Representa¢do da estrutura do tetrdmero de TSHMGCR.

A E. granulosus
4 ris

E. mu

Figura 7. Comparacdo de McosHMGCR, EmMHMGCR, EQHMGCR e TsHMGCR. (A) Alinhamento das sequéncias
de aminoéacidos do dominio catalitico (residuos 460-888) de McosHMGCR, EmMHMGCR, EgHMGCR e TsHMGCR. As
regies em verde escuro indicam os aminoacidos conservados. As regiGes em verde claro indicam substituicbes
conservativas de aminoacidos. As regides em branco indicam as variagdes de aminoécidos. (B) Comparagdo por
sobreposicéo das estruturas de McosHMGCR (ciano), EMHMGCR (salmdo), EQHMGCR (verde) e TSHMGCR (roxo).
5.4. Interagbes da sinvastatina e da fluvastatina com o sitio ativo das HMG-CoA-
redutases dos cestddeos M. corti, E. multilocularis, E. granulosus e T. solium
Para a avaliacdo das possiveis formas de interagdes dos farmacos sinvastatina e fluvastatina
com o sitio ativo de McosHMGCR, EmMHMGCR, EgHMGCR e TsHMGCR foram realizados
experimentos de docking molecular no servidor do DockThor. Os pardmetros para o docking
molecular foram calibrados através da estratégia de redocking utilizando como referéncia as
estruturas da HMG-CoA-redutase humana (HSHMGCR) complexada com a sinvastatina (PDB ID:
1hw9) ou fluvastatina (PDB ID: 1hwi). O resultado de redocking da sinvastatina com a HSHMGCR
obteve um escore de afinidade de ligacdo de -8,624 (Tabela 2). Observamos que a sinvastatina
interage com os residuos Glu559, Lys691, Lys735 e Asn755 da cadeia C e com os residuos Arg590
e Ser684 da cadeia D (Figura Suplementar 3A). Por outro lado, o resultado de redocking da
fluvastatina com a HSHMGCR obteve um escore de afinidade de ligacdo de -9,230 (Tabela 2). A

fluvastatina interage com a HSHMGCR através de ligagdes de hidrogénio com os residuos Glu559,
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Lys735 e Asn755 da cadeia C e com os residuos Arg590, Ser684, Asp690 e Lys691 da cadeia D

(Figura Suplementar 3B). Estes valores nos servem para fins de comparacéo.

Tabela 2. Resultados de docking molecular dos farmacos sinvastatina e fluvastatina. Escore
de afinidade de ligacdo (dada em kcal/mol) dos farmacos sinvastatina e fluvastatina com a
HsHMGCR, McosHMGCR, EmHMGCR, EgHMGCR e TsHMGCR.

Enzimas sinvastatina fluvastatina
HsHMGCR -8,624 -9,230
McosHMGCR -8,391 -8,607
EmHMGCR -8,150 -8,564
EgHMGCR -8,079 -8,103
TsHMGCR -8,172 -8,883

Para McosHMGCR o escore de afinidade de ligacdo da enzima alvo com a sinvastatina foi
de -8,391 e com a fluvastatina de -8,607 (Tabela 2). A sinvastatina interage com 0s residuos
Glu543 e Lys719 da cadeia C e com os residuos Arg574, Ser668 e Asp674 da cadeia D (Figura
10A parte superior). Por outro lado a fluvastatina interage com os residuos Glu543 e Lys719 da
cadeia C e com os residuos Arg574 e Ser668 da cadeia D (Figura 10A parte inferior).

O escore de afinidade de ligagdo de EmHMGCR com a sinvastatina foi de -8,150 e com a
fluvastatina de -8,564 (Tabela 2). As intera¢cbes da EmHMGCR com a sinvastatina e sdo realizadas
com os residuos Glu252, Lys428 e Asn450 da cadeia C e com os residuos Arg283 e Ser377 da
cadeia D (Figura 10B parte superior). Por sua vez, a fluvastatina interage com os residuos Glu252,
Lys428 e Asn450 da cadeia C e com os residuos Arg283, Ser354, Ser377 e Asp383 da cadeia D
(Figura 10B parte inferior).

Por sua vez, o escore de afinidade de EQHMGCR com a sinvastatina foi de -8,079 e com a
fluvastatina de -8,103 (Tabela 2). A sinvastatina interage com os residuos Glu216, Lys392 da
cadeia C e com os residuos Arg247 e Ser341 da cadeia D (Figura 10C parte superior). Ja a
fluvastatina interage com os residuos Glu216 e Lys392 da cadeia C e com o0s residuos Arg247,
Ser341 e Asp347 da cadeia D (Figura 10C parte inferior).

Por altimo, o escore de afinidade de ligacdo de TSHMGCR com a sinvastatina foi de -8,172
e com a fluvastatina de -8,883 (Tabela 2). A sinvastatina interage com os residuos Glu389, Lys565
e Asn587 da cadeia C e com os residuos Arg420 e Ser514 da cadeia D (Figura 10D parte superior).
Por outro lado a fluvastatina interage com os residuos Glu389 e Lys565 da cadeia C e com 0s
residuos Arg420, Ser514 e Asp520 da cadeia D (Figura 10D parte inferior).
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Figura 8. Figura 4. Representacdo dos modos de interacdo da sinvastatina ou fluvastatina com McosHMGCR,
EmHMGCR, EgHMGCR e TsHMGCR. Representacdo dos sitios ativos (localizados entre as cadeias C e D) de
McosHMGCR, EmMHMGCR, EgHMGCR e TsHMGCR (A, B, C e D respectivamente). As diferentes cadeias estdo
representadas em rosa (cadeia C) e azul (cadeia D). As interacGes da sinvastatina ou fluvastatina com os residuos da
HMGCR estdo representadas por linhas pontilhadas em amarelo (ligag6es de hidrogénio). As estruturas da sinvastatina

ou fluvastatina estdo representadas em verde.
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6. Discussao

Dentre as cestodiases, as infec¢gdes causadas pelas formas larvais de parasitos da classe
Cestoda sdo as mais importantes, por serem de dificil tratamento e terem grande impacto na salde
publica humana e animal (Saari; Nareaho; Nikander, 2019). A capacidade de infectar uma grande
diversidade de animais e a facilidade na transmisséo entre os hospedeiros contribui para que as
equinococoses (causada por Echinococcus spp.) tenham uma ocorréncia mundial causando
impactos tanto médicos como econdémicos. Tendo em vista que o tratamento das equinococoses (ou
cestodiases) e das cisticercoses, além de limitado, ndo é efetivo quando se trata de doencgas
causadas pelas formas larvais de cestddeos, faz-se necessario buscar novas formas terapéuticas para
o tratamento das cestodiases (Sangster; Angster; Cowling; Woodgate, 2018). Assim, estudos que
envolvem estratégias como o reposicionamento de farmacos tornam-se interessantes, pois diferente
das estratégias tradicionais (desenvolvimento de novos farmacos), esta estratégia é mais rapida e
econbmica. De forma geral, a estratégia de reposicionamento de farmacos consiste em trés tipos de
abordagens: (i) abordagens computacionais; (ii) abordagens experimentais; e (iii) abordagens
mistas (Xue et al., 2018). O presente trabalho utilizou abordagens computacionais como a
modelagem comparativa e docking molecular para avaliar as possiveis formas de interagdes dos
farmacos sinvastatina e fluvastatina com a HMG-CoA-redutase do cestddeo-modelo M. corti e dos
cestddeos de relevancia médica e veterinaria E. multilocularis, E. granulosus e T. solium.

A busca por ortélogos da HMG-CoA-redutase em helmintos e nematddeos parasitas e seus
respectivos hospedeiros revelou que as sequéncias de aminoacidos variam em seu tamanho,
identidade e similaridade. Em média as sequéncias de aminoécidos ort6logas da HMG-CoA-
redutase apresentaram tamanho médio de 792 aa, 37% de identidade e 50% de similaridade. Como
esperado, o dominio catalitico da enzima (residuos 587-1102) se mostrou altamente conservado
(aminoacidos com 100% de conservacdo e aminoadcidos com 80% de conservacdo). O
sequenciamento de genomas identificou o gene da HMG-CoA-redutase em organismos de todos 0s
trés dominios da vida (Archaea, Bacteria e Eukarya), e uma comparagdo de sequéncias de
aminodcidos e analise filogenética mostrou que o dominio catalitico é altamente conservado nos
eucariotos, embora o dominio de &ncora de membrana seja menos conservado (Friesen; Rodwell,
2004).

A andlise filogenética revelou trés clados distintos: cordados, platelmintos e nematodeos.
J& os platelmintos foram divididos em dois grupos monofiléticos de vermes parasitas, um
correspondendo a trematddeos e o outro a cestddeos. A distingdo dos organismos analisados
demonstra que as espécies intimamente relacionadas se agrupam no mesmo ramo. A analise
evolutiva do gene da HMG-CoA-redutase pode indicar que este gene diversificou em paralelo com

a divisdo taxondmica. Além disso, a andlise filogenética indica que existe uma relagdo entre as
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espécies de platelmintos, nematddeos e cordados e que provavelmente estes organismos se
originaram de um ancestral comum. A conservacdo evolutiva da HMG-CoA-redutase ja foi
avaliada entre diferentes grupos taxondmicos como crustaceos, peixes, aves, insetos, mamiferos e
plantas (Zhao et al., 2015; Li et al., 2016). Em todas as andlises filogenéticas a HMG-CoA-
redutase se mostrou conservada em diferentes espécies e as sequéncias de aminoacidos das enzimas
se mostraram altamente conservadas no dominio catalitico.

A HMG-CoA-redutase € a enzima central da via do mevalonato, e sua conservacdo em
diferentes organismos pode estar relacionada com a importancia desta via. Ja foi demonstrado que
a inibicdo da HMG-CoA-redutase pode levar a perda de processos como ubitiquinacao, prenilacéo
e glicolisacdo proteica (Ranji et al., 2014; Rauthan; Pilon, 2011). No protozoario Entamoeba
histolytica e no helminto S. mansoni, foi demonstrado que a inibigdo da HMG-CoA-redutase e da
enzima farnesiltransferase, a Gltima enzima comum para produtos derivados da via do mevalonato,
leva a perda de diversas funges, incluindo a diferenciacdo e o crescimento celular (Probst et al.,
2019). Em cestddeos, componentes da via do mevalonato também foram identificados em seu
genoma (Coghlan et al., 2019). No cestodeo E. multilocularis, j& foi demonstrado que proteinas Ral
(Ras-like), que compreendem a superfamilia RAS de pequenas GTPases, sofrem prenilacdo na
forma de geranilgeranilacdo pela enzima geranilgeranil transferase, enzima também responsavel
por produtos derivados da via do mevalonato. Portanto, a inibicdo da HMG-CoA-redutase e da
geranilgeranil transferase poderia levar a perda de diversas fungGes (processos-chave da célula) das
proteinas Ral, como o transporte e migragdo de vesiculas e a divisdo celular (Spiliotis; Brehm,
2004).

Considerando a conservagdo da HMG-CoA-redutase em helmintos e nematddeos parasitas
e seus hospedeiros, como esperado, as estruturas preditas de McosHMGCR, EmHMGCR,
EgHMGCR e TsHMGCR mostraram-se similar com a organizagdo estrutural da HSHMGCR. Os
modelos gerados de McosHMGCR, EmMHMGCR, EQHMGCR e TsHMGCR apresentaram quatro
mondmeros idénticos entre si e no monémero foi possivel identificar as regides do N-dominio, L-
dominio e S-dominio. A conservagdo da estrutura geral da HMG-CoA-redutase ja foi observada em
outros organismos como: plantas, fungos (por modelagem comparativa) e arqueas (por
cristalografia de raios-x) (Andrade-Pavon et al., 2017; Kalita et al., 2015; Srinath et al., 2020;
Vogeli et al., 2019). Em ambas as estratégias, foram observadas que a estrutura da HMG-CoA-
redutase é conservada entre 0s eucariotos e algumas arqueas.

Uma comparagdo entre seis complexos estruturais de estatinas com a HMG-CoA-redutase
demonstrou que ha diferencas muito sutis em seus modos de ligacdo (Istvan, 2001). Estas
semelhancas nos modos de ligacdo podem ajudar entender o motivo pela qual as intera¢Ges preditas
da sinvastatina e da fluvastatina com McosHMGCR, EmHMGCR, EgHMGCR e TsHMGCR séo
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muito semelhantes. A forte ligacdo das estatinas é provavelmente devido ao grande numero de
interacdes de Van der Waals e ligacBes de hidrogénio entre os inibidores e a HMG-CoA-redutase.
As estatinas possuem em sua estrutura uma porcdo semelhante 8 HMG-CoA e uma porcdo rigida e
hidrofébica. Quando as estatinas se ligam a HMG-CoA-redutase, os compostos hidrofdbicos
volumosos destes fArmacos ocupam a bolsa de ligacdo da HMG e parte da superficie de ligacdo do
CoA. Assim, 0 acesso do substrato da HMG-CoA a HMG-CoA-redutase é blogueada quando as
estatinas sdo ligadas (Istvan et al., 2000).

Além disso, os residuos presentes em McosHMGCR, EmHMGCR, EgHMGCR e
TsHMGCR que interagem com a sinvastatina e fluvastatina parecem estar nas mesmas posicoes
dos residuos que interagem com os inibidores nos cristais de HSHMGCR, o que reforca a hipotese
de que os residuos de aminoacidos sdo conservados em helmintos e nematddeos parasitas e seus
respectivos hospedeiros. Considerando a conservacgao dos residuos de aminoéacidos e da estrutura
geral das HMG-CoA-redutases, estes resultados podem indicar que a HMG-CoA-redutase de
cestddeos podem ser inibidos pelas estatinas e que esses efeitos inibitérios podem ser letais para

cestddeos larvais.

7. Conclusdes

= A conservacdo evolutiva da HMG-CoA-redutase em platelmintos, nematddeos e seus
respectivos hospedeiros indica a conservagdo da enzima nos organismos analisados.

= A modelagem comparativa demonstrou que a estrutura da HMG-CoA-redutase é
conservada no cestodeo-modelo M. corti e nos cestddeos de relevancia médica e veterinaria E.
multilocularis, E. granulosus e T. solium.

= As interagfes preditas da sinvastatina e fluvastatina com os modelos McosHMGCR,
EmHMGCR, EQHMGCR e TsHMGCR podem estar indicando a inibi¢do da enzima.

8. Perspectivas
= Avaliar in vitro os possiveis efeitos dos farmacos inibidores sinvastatina e fluvastatina
sobre tetratirideos de M. corti.
=  Confirmar a inibicdo da enzima HMG-CoA-redutase de M. corti pela sinvastatina e pela
fluvastatina.

= Identificar os mecanismos diretos e indiretos de acdo da sinvastatina e da fluvastatina sobre
tetratirideos de M. corti.

= Auvaliar in vivo os possiveis efeitos da sinvastatina e da fluvastatina sobre tetratirideos de
M. corti.
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Figuras suplementares
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Figura suplementar 4. Alinhamento das sequéncias de aminoacidos do dominio catalitico (residuos 587-1102) das
HMG-CoA-redutases de platelmintos, nematodeos e seus respectivos hospedeiros. As regifes em verde escuro
indicam os aminodcidos conservados. As regides em verde claro indicam substituigdes conservativas de aminoacidos. As
regiGes em branco indicam as variagGes de aminoacidos.
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Figura suplementar 5. Comparacdo das estruturas tridimensionais da HMG-CoA-redutase dos diferenets
cestddeos e da hHMGCR (PDB: 1hw9). As diferentes estrututras sdo representadas pelas diferentes cores:
McosHMGCR (ciano), EmMHMGCR (salm&o), EgHMGCR (verde), TSHMGCR (roxo) e HSHMGCR (amarelo). O
alinhamento das estruturas teve um RMSD de 0,361 A.
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Figura suplementar 6. Representa¢cdo dos modos de interagdo da sinvastatina ou fluvastatina com a HSHMGCR.
Representagdo dos sitios ativos (localizados entre as cadeias C e D). (A) Modos de interacdo da sinvastatina com a
HsHMGCR (PDB: 1hw?9). (B) Modos de interagdo da fluvastatina com a HSHMGCR (PDB: 1hwi). As interagdes da
sinvastatina ou fluvastatina com os residuos da HSHMGCR estdo representadas por linhas pontilhadas em amarelo
(ligagBes de hidrogénio). As estruturas da sinvastatina e da fluvastatina estdo representadas em verde.
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APENDICE II

Materiais suplementares

AvaliacOes da estrutura da HMG-CoA-redutase de M. corti (McosHMGCR)

QMEAN
Comparison with Non-redundant Set of PDB Structures
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*QMEAN is a composite scoring function which is able to derive both global (i.e. for the entire structure) and local (i.e.
per residue) absolute quality estimates on the basis of one single model. By default they are transformed into Z-scores to
relate them with what we would expect from high resolution X-ray structures.
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RAMACHANDRAN PLOT
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Plot statistics
0,
Residues in most favoured regions [A,B,L] 1237 91.0%

. . L . 107 7.9%
Residues in additional allowed regions [a,b,l,p] 9 0.7%
Residues in generously allowed regions [~a,~b,~l,~p] '

. L . 6 0.4%
Residues in disallowed regions I
Number of non-glycine and non-proline residues 1359 100.0%
Number of end-residues (excl. Gly and Pro) 8
Number of glycine residues (shown as triangles) 128
Number of proline residues 80
Total number of residues 1575

Based on an analysis of 118 structures of resolution of at least 2.0 Angstroms and R-factor no greater than 20% a good quality model

would be expected to have over 90% in the most favoured regions.
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VERIFY3D

=0.2. J
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Cadeia C

[—1 Averaged Score [N Raw Score

Cadeia D

1] Averaged Score [N Raw Score

20

15

-15

=20

-25

50



ERRAT

Cadeia: A
Overall quality factor**: 94.981
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*0On the error axis, two lines are drown to indicate the confidence with which it is possible to reject regions that exceed
that error value.

**Expressed the percentage of the protein for which the calculated error value falls below the 95% rejection limit. Good

high resolution structure generally produce values around 95% or higher. For lower resolutions (2.5 to 3 A) the average
overall quality factor is around 91%.

Cadeia: B
Overall quality factor**: 94.981
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Error value*
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*On the error axis, two lines are drown to indicate the confidence with which it is possible to reject regions that exceed
that error value.

**Expressed the percentage of the protein for which the calculated error value falls below the 95% rejection limit. Good

high resolution structure generally produce values around 95% or higher. For lower resolutions (2.5 to 3 A) the average
overall quality factor is around 91%.
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Cadeia: C
Overall quality factor**: 94.981
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*On the error axis, two lines are drown to indicate the confidence with which it is possible to reject regions that exceed
that error value.

**Expressed the percentage of the protein for which the calculated error value falls below the 95% rejection limit. Good

high resolution structure generally produce values around 95% or higher. For lower resolutions (2.5 to 3 A) the average
overall quality factor is around 91%.

Cadeia: D
Overall quality factor**: 94.981

o
o
®

Error value*
w
(4]
=

[
@
=

[
@
=

Error value*

I [
760 780 800 820
Residue # (window center)

*On the error axis, two lines are drown to indicate the confidence with which it is possible to reject regions that exceed
that error value.
**Expressed the percentage of the protein for which the calculated error value falls below the 95% rejection limit. Good

high resolution structure generally produce values around 95% or higher. For lower resolutions (2.5 to 3 A) the average
overall quality factor is around 91%.
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AvaliacOes da estrutura da HMG-CoA-redutase de E. multilocularis (EmMHMGCR)

QMEAN
Comparison with Non-redundant Set of PDB Structures
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*QMEAN is a composite scoring function which is able to derive both global (i.e. for the entire structure) and local (i.e.
per residue) absolute quality estimates on the basis of one single model. By default they are transformed into Z-scores to
relate them with what we would expect from high resolution X-ray structures.
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RAMACHANDRAN PLOT
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Number of non-glycine and non-proline residues

1416 100.0%

Number of end-residues (excl. Gly and Pro) 7

Number of glycine residues (shown as triangles) 132

Number of proline residues 82
1637

Total number of residues

Based on an analysis of 118 structures of resolution of at least 2.0 Angstroms and R-factor no greater than 20% a good quality model
would be expected to have over 90% in the most favoured regions.
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VERIFY3D

91.39% of the residues have
averaged 3D-1D score >=0.2.
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Cadeia C
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ERRAT

Cadeia: A
Overall quality factor**: 92.732
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*On the error axis, two lines are drown to indicate the confidence with which it is possible to reject regions that exceed
that error value.

**Expressed the percentage of the protein for which the calculated error value falls below the 95% rejection limit. Good

high resolution structure generally produce values around 95% or higher. For lower resolutions (2.5 to 3 A) the average
overall quality factor is around 91%.

Cadeia: B
Overall quality factor**: 92.732
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*On the error axis, two lines are drown to indicate the confidence with which it is possible to reject regions that exceed
that error value.

**Expressed the percentage of the protein for which the calculated error value falls below the 95% rejection limit. Good

high resolution structure generally produce values around 95% or higher. For lower resolutions (2.5 to 3 A) the average
overall quality factor is around 91%.
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Cadeia: C
Overall quality factor**: 92.732
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*0On the error axis, two lines are drown to indicate the confidence with which it is possible to reject regions that exceed
that error value.

**Expressed the percentage of the protein for which the calculated error value falls below the 95% rejection limit. Good

high resolution structure generally produce values around 95% or higher. For lower resolutions (2.5 to 3 A) the average
overall quality factor is around 91%.

Cadeia: D
Overall quality factor**; 92.732
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520
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*On the error axis, two lines are drown to indicate the confidence with which it is possible to reject regions that exceed
that error value.

**Expressed the percentage of the protein for which the calculated error value falls below the 95% rejection limit. Good

high resolution structure generally produce values around 95% or higher. For lower resolutions (2.5 to 3 A) the average
overall quality factor is around 91%.
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AvaliagOes da estrutura da HMG-CoA-redutase de E. granulosus (EgHMGCR)

QMEAN
Comparison with Non-redundant Set of PDB Structures

1.5 1 1 1 1 1
2
o]
@

10- - J
< i
Ll
=
«]
=]
3]
N
= 0.5- J
£
o
pd

|Z-score|>2 e1<|Z-score|<2 e|Z-score|<1 Y model
0.0 ! L

100 200 300 400 500
Protein Size (Residues)

*QMEAN is a composite scoring function which is able to derive both global (i.e. for the entire structure) and local (i.e.
per residue) absolute quality estimates on the basis of one single model. By default they are transformed into Z-scores to
relate them with what we would expect from high resolution X-ray structures.
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RAMACHANDRAN PLOT

Psi (degrees)

5 -
b
R
-'.C»‘ (9]
ARG ;.—‘u.,v
ARG -.E-' D)
~
~b
135 180
Phi (degrees)
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Residues in most favoured regions [A,B,L] 1290 91.2%

. . L . 108 7.6%
Residues in additional allowed regions [a,b,l,p] 10 0.7%
Residues in generously allowed regions [~a,~b,~l,~p] '

. oo . 6 0.4%
Residues in disallowed regions I
Number of non-glycine and non-proline residues 1414 100.0%
Number of end-residues (excl. Gly and Pro) 5
Number of glycine residues (shown as triangles) 132
Number of proline residues 88

1639

Total number of residues

Based on an analysis of 118 structures of resolution of at least 2.0 Angstroms and R-factor no greater than 20% a good quality model

would be expected to have over 90% in the most favoured regions.
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Cadeia C
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ERRAT

Cadeia: A
Overall quality factor**: 92.862
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*0On the error axis, two lines are drown to indicate the confidence with which it is possible to reject regions that exceed
that error value.

**Expressed the percentage of the protein for which the calculated error value falls below the 95% rejection limit. Good

high resolution structure generally produce values around 95% or higher. For lower resolutions (2.5 to 3 A) the average
overall quality factor is around 91%.

Cadeia: B
Overall quality factor**: 92.862
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*On the error axis, two lines are drown to indicate the confidence with which it is possible to reject regions that exceed
that error value.

**Expressed the percentage of the protein for which the calculated error value falls below the 95% rejection limit. Good

high resolution structure generally produce values around 95% or higher. For lower resolutions (2.5 to 3 A) the average
overall quality factor is around 91%.
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Cadeia: C
Overall quality factor**: 92.862
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*0On the error axis, two lines are drown to indicate the confidence with which it is possible to reject regions that exceed
that error value.
**Expressed the percentage of the protein for which the calculated error value falls below the 95% rejection limit. Good

high resolution structure generally produce values around 95% or higher. For lower resolutions (2.5 to 3 A) the average
overall quality factor is around 91%.

Cadeia: D
Overall quality factor**; 92.862
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*On the error axis, two lines are drown to indicate the confidence with which it is possible to reject regions that exceed
that error value.

**Expressed the percentage of the protein for which the calculated error value falls below the 95% rejection limit. Good

high resolution structure generally produce values around 95% or higher. For lower resolutions (2.5 to 3 A) the average
overall quality factor is around 91%.
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AvaliacOes da estrutura da HMG-CoA-redutase de T. solium (TSHMGCR)

QMEAN
Comparison with Non-redundant Set of PDB Structures
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*QMEAN is a composite scoring function which is able to derive both global (i.e. for the entire structure) and local (i.e.
per residue) absolute quality estimates on the basis of one single model. By default they are transformed into Z-scores to
relate them with what we would expect from high resolution X-ray structures.
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RAMACHANDRAN PLOT
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Residues in additional allowed regions [a,b,l,p] 9 1.5%
Residues in generously allowed regions [~a,~b,~l,~p] '

. L . 5 0.2%
Residues in disallowed regions T
Number of non-glycine and non-proline residues 1342 100.0%
Number of end-residues (excl. Gly and Pro) 7
Number of glycine residues (shown as triangles) 130
Number of proline residues 83
Total number of residues 1562

Based on an analysis of 118 structures of resolution of at least 2.0 Angstroms and R-factor no greater than 20% a good quality model
would be expected to have over 90% in the most favoured regions.
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*0On the error axis, two lines are drown to indicate the confidence with which it is possible to reject regions that exceed
that error value.

**Expressed the percentage of the protein for which the calculated error value falls below the 95% rejection limit. Good

high resolution structure generally produce values around 95% or higher. For lower resolutions (2.5 to 3 A) the average
overall quality factor is around 91%.
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*On the error axis, two lines are drown to indicate the confidence with which it is possible to reject regions that exceed
that error value.

**Expressed the percentage of the protein for which the calculated error value falls below the 95% rejection limit. Good

high resolution structure generally produce values around 95% or higher. For lower resolutions (2.5 to 3 A) the average
overall quality factor is around 91%.
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Cadeia: C
Overall quality factor**: 92.595
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*0On the error axis, two lines are drown to indicate the confidence with which it is possible to reject regions that exceed
that error value.

**Expressed the percentage of the protein for which the calculated error value falls below the 95% rejection limit. Good
high resolution structure generally produce values around 95% or higher. For lower resolutions (2.5 to 3 A) the average
overall quality factor is around 91%.
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*0On the error axis, two lines are drown to indicate the confidence with which it is possible to reject regions that exceed
that error value.

**Expressed the percentage of the protein for which the calculated error value falls below the 95% rejection limit. Good
high resolution structure generally produce values around 95% or higher. For lower resolutions (2.5 to 3 A) the average
overall quality factor is around 91%.
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