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RESUMO

Introducao: PPP1R1A, PPP1R1B e PPP1R1C sdo membros de uma familia proteica
conhecida pelo efeito inibitério da proteino fosfatase 1 (PP1). Dentre elas, a PPP1R1B
(DARPP-32) é a mais estudada, pois as investigacOes relacionam estas proteinas,
especialmente, a DARPP-32, a varias doencas humanas como o cancer, a
esquizofrenia e a dependéncia quimica. Trabalhos in silico a respeito dessas proteinas
sdo escassos e a estrutura tridimensional ainda é desconhecida. Justificativa:
Compreender as propriedades e a fungcdo de um grupo particular de proteinas, que
podem proporcionar o entendimento sobre a bioquimica, a fisiologia e, também, os
efeitos bioldgicos que podem auxiliar em trabalhos futuros acerca de alternativas
terapéuticas contra as diversas enfermidades em que estas proteinas estao
envolvidas. Objetivos: Avaliar a biodiversidade molecular da DARPP-32 e os
potenciais homodlogos que ela possui. a) ldentificar os potenciais homdlogos da
DARPP-32 em humanos; b) Caracterizar as propriedades bioquimicas; c) Avaliar a
arquitetura proteica dos alvos moleculares selecionados; d) Construir alinhamentos
de multiplas sequéncias; e) Identificar padrdes de conservagao e divergéncia nessas
sequéncias. Metodologia: a) Levantamento bibliografico; b) Buscas em bancos de
dados e ferramentas de bioinformatica; c) Busca por sequéncias e identificacdo de
potenciais homologos; d) Avaliacdo da arquitetura proteica; e) Classificacdo das
sequéncias proteicas; f) Caracterizacdo bioquimica das proteinas de interesse; g)
Construgao dos alinhamentos de multiplas sequéncias. Resultados e Discussao:
Foram identificados potenciais homdélogos de DARPP-32. As PPP1R1A, PPP1R1B e
PPP1R1C compartiham um dominio (Pfam: PF05395), que determinam as
propriedades bioquimicas delas, como a desordem estrutural e as interacdes
moleculares. Apenas a PPP1R1B possui uma regido rica em glutamato. As
propriedades fisico-quimicas foram analisadas, identificando as sub-regides de
desordem nessas proteinas. Sendo que, os resultados mostram que a DARPP-32 e
outros membros dessa familia de proteinas sdo Proteinas Intrinsecamente
Desordenadas  (PIDs) possuindo residuos potencialmente  fosforilados,
especialmente, serina e treonina, e outras modificagcdes pos-traducionais. Conclusao
e Perspectivas: Este trabalho ajudara na compreenséao da estrutura e fungcdo dessas
proteinas, (especialmente a DARPP-32), auxiliando pesquisas a respeito da evolugao
molecular e terapias contra enfermidades em que estao envolvidas.

Palavras-chave: darpp-32; homologia; caracterizagado bioquimica; dominio proteico;
proteinas intrinsecamente desordenadas; alinhamento de sequéncia.



ABSTRACT

Introduction: PPPR1A, PPPR1B and PPPR1C are members of a protein family
known for its inhibitory effect of protein phosphatase 1 (PP1). Among them, PPPR1B
(DARPP-32) is the most studied. Some investigations relate these proteins, especially
DARPP-32, to several human diseases such as cancer, schizophrenia and chemical
dependence. In silico studies about these proteins are scarce and their three-
dimensional structure is still unknown. Justification: Understand the properties and
function of a particular group of proteins, providing an understanding of their
biochemistry, physiology and biological effects that may assist future studies on
therapeutic alternatives against various diseases in which these proteins are involved.
Goals: Evaluate the molecular biodiversity of DARPP-32 and its potential
counterparts. a) Identify potential homologues of DARPP-32 in humans; b)
Characterize their biochemical properties; c) Evaluate the protein architecture of
selected molecular targets; d) Construct multiple sequence alignments; e) ldentify
patterns of conservation and divergence in these sequences. Methodology: a)
Bibliographic survey; b) Searches in databases and bioinformatics tools; c) Search for
sequences and identification of potential homologues; d) Evaluation of protein
architecture; e) Classification of protein sequences; f) Biochemical characterization of
proteins of interest; g) Construction of multiple sequence alignments. Results and
Discussion: It has been identified some Potential homologues of DARPP-32.
PPP1R1A, PPP1R1B and PPP1R1C share a domain (Pfam: PF05395) that
determines their biochemical properties such as structural disorder and molecular
interactions. Only PPP1R1B has a glutamate-rich region. The physicochemical
properties were analyzed by identifying disorder sub-regions in these proteins. The
results show that DARPP-32 and other members of this protein family are Intrinsically
Disordered Proteins (PIDs) possessing potentially phosphorylated residues, especially
in serine and threonine, and other post-translational modifications. Conclusion and
Perspectives: This work will help understanding the structure and function of these
proteins (especially DARPP-32), assisting research on the molecular evolution and
therapies against diseases in which they are involved.

Keywords: darpp-32; homology; biochemical; characterization; protein domain;
intrinsically disordered proteins; sequence alignment.
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1 INTRODUCAO

1.1 A familia proteica de inibidores de PP1

Uma familia proteica € um grupo de proteinas que compartilham uma ancestralidade
comum e tém certo grau de semelhanca em sua estrutura e/ou fungéo bioquimica e
biologica. As proteinas que compartiiham uma origem comum s&o definidas como
proteinas homdlogas e podem se dividir em paralogas e ortélogas. As proteinas
paralogas sao aquelas originarias de um evento de duplicagdo génica seguido por
divergéncia, enquanto as proteinas ortdlogas resultam de um processo de
diversificacdo taxonémica (e.g. especiacao). As paralogas e ortélogas podem ter a
mesma funcdo ou assumir novas (e.g. subfuncionalizacdo) e até mesmo serem
inativadas (Nahum, 2012).

Existem trés proteinas, que sdo nomeadas como subunidades reguladoras 1A da
proteino fosfatase 1 (PPP1R1A), subunidade reguladora 1b da proteino fosfatase 1
(PPP1R1B) e subunidade reguladora 1C da proteino fosfatase 1 (PPP1R1C). Sao
conhecidas cientificamente como a familia de proteinas inibidoras de proteino
fosfatase 1 (IPP-1), cuja propriedade mais notoria €, como o proprio nome indica, a
inibicdo enddgena de atividade da enzima proteino fosfatase 1 (PP1) (MCLAREN, et
al. 2000).

Em razdo dessa propriedade, essas proteinas tém sido associadas, ao longo de
décadas de pesquisa, a papéis vitais na transdugao de sinal, em especial, na
sinalizacao dos neurotransmissores, dopamina (DA) e glutamato (Glu). Diversos
estudos mostram que a fosforilacdo e a desfosforilacao das PPP1R1A, PPP1R1B e
PPP1R1C pela proteino quinase A (PKA), principalmente, nos residuos de serina e
treonina, influenciam vias bioquimicas complexas que afetam processos biologicos
como angiogénese, resisténcia a medicamentos e migracao celular (AVANES, et al.,
2019).

Estudos filogenéticos mostram que a familia de inibidores de PP1, provavelmente,
teve origem com os ancestrais de Vertebrata, sendo que, o mais provavel € que essa
familia de proteinas tenha surgido com os Gnathostomata (YGER & GIRAULT, 2011).
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Atualmente, acredita-se que PPP1R1A, PPP1R1B e PPP1R1C estejam presentes na
maioria das espécies de vertebrados terrestres, como anfibios, répteis, aves e
mamiferos, bem como, na grande maioria dos peixes 6sseos e cartilaginosos. Logo,
acredita-se que a presencga dessas proteinas possa estar relacionada a maior
diversidade das Vertebratas quando comparadas com os Cyclostomata (YGER &
GIRAULT, 2011). Embora essas trés sejam encontradas em vertebrados, somente a
PPP1R1A e a PPP1R1B sdo amplamente expressas nas células neuronais (GIRAULT
& NAIRN, 2021).

Diversas pesquisas tém relacionado estas proteinas, especialmente a PPP1R1B, que
também é conhecida como DARPP-32, a inumeras enfermidades que acometem a
sociedade humana. A DARPP-32 tem uma relevante participacdo em processos
biolégicos e nas vias bioquimicas complexas, que quando em desequilibrio podem
acarretar uma série de doengas, como varios tipos de canceres, transtornos neuronais
que afetam o sistema motor como o mal de Parkinson e doengas psiquiatricas como
esquizofrenia e a dependéncia quimica (GIRAULT & NAIRN, 2021).

1.2 Proteino fosfatase 1

A proteino fosfatase 1 (PP1) é uma enzima notéria pela ampla participagcdo em
reacoes de desfosforilacdo nas células dos organismos eucarioticos e, também, sao
conhecidas mais de duzentas subunidades de proteinas regulatérias de PP1. Sendo
assim, o mecanismo mais comum de regulacdo da atividade de PP1 é a ligacéo a
proteinas fosforiladas, encontrada, em sua maioria, nos residuos de serina (SER) e
treonina (THR). A vista disso, esse tipo de reacdo bioquimica é conhecida como
modificacao pods-traducional (MPT). Observa-se que, a fosforilagdo € um tipo de MPT

com ampla ocorréncia em organismos eucariotos.

Nota-se que, a enzima PP1, por sua vez, € uma proteina multifuncional, ou seja,
destaca-se por catalisar a maior parte das reacdes de desfosforilagdo nas células dos
organismos, acarretando assim, uma grande influéncia nos processos bioldgicos,

como a transcricdo génica, a apoptose e a divisdo celular (REBELO, et al., 2015).
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Logo, a compreensao sobre PP1 e as moléculas de interagdo com a mesma € de

grande relevancia na biologia e na saude.

1.3 PPP1R1A e PPP1R1C: paralogos de DARPP-32

Dentre as proteinas integrantes da familia IPP-1, a PPP1R1A e a PPP1R1C s&o as
de menor destaque na pesquisa cientifica. Contudo, elas, também, tém importancia
na biologia e na saude. Evolutivamente, estas proteinas e a DARPP-32 sdo paralogas
(GIRAULT, et al., 2021).

1.3.1 PPP1R1A

A proteina PPP1R1A é codificada pelo gene PPP1R1A, cujo locus localiza-se no
cromossomo 12q13.2, fazem parte da estrutura desse gene sete éxons e seis introns
(WU, et al., 2022). Esse gene pode formar quatro transcritos diferentes devido as
variagdes por splicing que leva a producao de trés isoformas. Sabe-se que, a isoforma
X1 tem 132 aminoacidos, a isoforma X2 tem 119 aminoacidos e a isoforma mais
comum, possui a funcdo de expressar a proteina com um total de 171 aminoacidos
na sequéncia primaria, possuindo 516 nucleotideos na regido que contém a sequéncia
codificante. Essa ultima é a proteina PPP1R1A que predomina nas pesquisas € na
literatura cientifica, sendo que, a localizacdo cromossémica de PPP1R1A esta

identificada a seguir.

Figura 1: Localizacga
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Localizacao (superior) e estrutura do gene (inferior). Fonte: (Modificado de WU, et al., 2022).

Observa-se que, a PPP1R1A é, preferencialmente, expressa nos tecidos adiposos,
nas células renais, no coragao, no eséfago e no cérebro. Estudos recentes apontam

que a superexpressao de PPP1R1A tem uma participagdo importante na patogénese
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do Sarcoma de Ewing (LUO, et al., 2020), sendo que, essa proteina pode servir como
um marcador biolégico para o carcinoma hepatocelular (WU ET, et al., 2022) e,

também, para a detecgdo de injuria das células B do pancreas (JIANG et al., 2013).

1.3.2 PPP1R1C

Sabe-se que, a PPP1R1C é uma proteina integrante da familia dos inibidores de PP1
com menor destaque na pesquisa cientifica, o locus dessa proteina localiza-se no
cromossomo 2q31.3-q32.1, possui um total de nove éxons, por razao de variagées no
fenémeno de splicing. Existem treze diferentes transcritos para esta proteina, podendo
formar duas isoformas. Ja a isoforma 1 possui 116 aminoacidos, sendo que, a
isoforma mais comum conta com um total de 109 aminoacidos e tem sequéncia

codificante possuindo 330 nucleotideos.

A proteina isoforma 1 expressa-se, predominantemente, nos tecidos que formam
partes do coracdo, dos testiculos, do cérebro, da prostata, da vesicula biliar, do
pulmédo, do estdmago, dos rins e das glandulas salivares. Nota-se que, a PPP1R1C
foi provada como um marcador diferencial no prognéstico de cancer de tireoide
(TANG, et al., 2018) e, também, para a detecgao do glioblastoma (LIU, et al., 2017).

1.4 DARPP-32

Embora varios trabalhos cientificos demonstrem a importancia da familia de inibidores
de PP1 na biologia e na saude, dentre as trés integrantes da familia, a DARPP-32 tem
sido historicamente a mais estudada. As propriedades dela e a relevancia bioquimica
e fisioldgica que possui sdo mais bem demonstradas por inumeros estudos desde o
descobrimento dela por Paul Greengard e seus colaboradores no inicio dos anos 80
(HEMMINGS, et al., 1984) e (WALAAS & GREENGARD, 1984). Em razao da

abundancia de informacdes e da importancia dela na biologia e na saude, também é
chamada de PPP1R1B, sendo o objeto principal dos estudos e informacdes realizadas

e fornecidas neste trabalho.
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1.4.1 Historia

A descoberta de DARPP-32 iniciou-se entre a virada dos anos 70 e comego dos anos
80 com as pesquisas do grupo liderado por Paul Greengard a respeito da
neurotransmissao e a participacdo de segundos mensageiros e das proteino quinases
no mecanismo fisioldgico de transducgdo de sinal (GIRAULT, et al., 2021), (WALAAS
& GREENGARD, 1984) e (HEMMINGS, et al., 1984).

O trabalho desse grupo propiciou sustentacdo ao entendimento sobre a plasticidade
sinaptica e neuromodulagéo, sendo que, a medida que as pesquisas progrediram, um
grupo de moléculas, inicialmente homeadas como “terceiros mensageiros”, em virtude
do descobrimento da relacdo dessas com as proteino quinases, que estao envolvidas
na neurotransmissao e estavam sendo identificadas, esse trabalho foi ganhando a

atencao dos pesquisadores.

De acordo com os resultados desse trabalho, varias destas proteinas tinham a
distribuicdo restrita a regides cerebrais especificas, em que a fosforilacdo sofria
grande influéncia dos segundos mensageiros, como, por exemplo, o AMPc (GIRAULT
& NAIRN, 2021).

Com o avanco das pesquisas sobre neurotransmissdo dopaminérgica, uma destas
proteinas, tidas como “terceiros mensageiros”, ganhou a atencao dos pesquisadores,
pois verificou-se que, ela era altamente fosforilada quando estimulada por AMPc,
tendo ocorréncia abundante no striatum, uma regiao cerebral com grande inervacao

do neurotransmissor dopamina.

Em razao da fosforilagao desta proteina ser intensificada devido a dopamina e AMPc,
Walaas e seus colaboradores a nomearam como DARPP-32 ou fosfoproteina
regulada por AMPc e como dopamina de massa molecular de 32 kDa (WALAAS &
GREENGARD, 1984).

Uma série de pesquisas realizadas por diversos grupos identificaram a presenca de
DARPP-32 em regides como os neurdnios espinhosos médios do striatum, que possui

uma grande inervagdo dopaminérgica e, também, em outros tipos de células com



19

presenca de dopamina, como o coértex cerebral, as células de Purkinje, assim como,
as células com presencga de outros neurotransmissores, como a serotonina, no caso
das células do plexo coroide. A DARPP-32 também teve a presenca confirmada nas

células de outros 6rgaos como, por exemplo, nos rins.

No ano de 1984, Hemmings e seus colaboradores foram responsaveis pela
descoberta do que, talvez seja, a propriedade bioquimica de maior influéncia em
fisiologia da DARPP-32: a atividade inibitoria de PP1. Devido ao efeito inibitério da
acao da proteino fosfatase 1, DARPP-32 também foi chamada de PPP1R1B ou
subunidade 1 B reguladora da proteino fosfatase 1 (HEMMINGS, et al., 1984).

Esse efeito inibitoério de PP1 por DARPP-32 deve-se, principalmente, a fosforilacdo do
residuo de Thr34 da estrutura primaria, essa propriedade coloca a PPP1R1B como
uma proteina chave na mediacdo das cascatas bioquimicas complexas, que
influenciam em processos biolégicos diversos, como a migragdo celular, a
angiogénese, a resisténcia a farmacos e a proliferagdo celular (BELKHIRI, et al.,
2016).

O mecanismo inibitério de PP1 por DARPP-32 é complexo e bidirecional, enquanto a
fosforilagdo da DARPP-32 no residuo de Thr34 por uma proteino quinase A (PKA)
inibe a PP1, a fosforilagdo no residuo Thr75 por uma quinase dependente de ciclina
(CDK) inativa PKA e, consequentemente, a fosforilacdo do residuo de Thr34, levando

a uma ativacao de PP1.

Desta forma, a DARPP-32 funciona como um centro modulador de PP1 e da atividade
bioquimica, que por sua vez esta sujeito a influéncia de substancias diversas como as
proteino quinases, as AMPc e os neurotransmissores presentes em um dado tipo
celular (AVANES, et al., 2019).

A regulacdo de PP1 por meio dos residuos fosforilados de DARPP-32 pode ser

resumida de acordo com a figura abaixo, observe:
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Figura 2: Regulacdo de PP1 e PKA através da fosforilagdo em sitios diversos de DARPP-32
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Fonte: Belkhiri, et al., 2016

Estudos subsequentes revelaram que, os residuos potencialmente fosforilados de
DARPP-32 sao diversos e a acao deles nao se restringe a neurénios com receptores
dopaminérgicos e relacionam-se, também, aos neurbnios com receptores
glutaminérgicos (SCHEGGI, et al., 2018), serotoninérgicos e adrenérgicos (YGER &
GIRAULT, 2011).

1.4.2 Estrutura, bioquimica e expressao génica

O locus génico de DARPP-32 estd no cromossomo 17gq12, sendo que o gene
PPP1R1B que codifica a DARPP-32 pode, em razdo de variagdes no splicing, gerar

dez transcritos diferentes.

Esse gene é responsavel tanto pela expressao da proteina DARPP-32, a qual possui
204 aminoacidos e cuja a regiao génica codificante possui 615 nucleotideos, quanto
pela expressdo de uma isoforma truncada que € denominada de t-DARPP. Essa
isoforma foi descoberta em 2002 (AVANES, et al, 2019), tendo apenas 168
aminoacidos na sequéncia primaria e 507 nucleotideos na sequéncia génica contendo

a regiao codificante.

A isoforma t-DARPP possui uma lacuna quanto ao residuo de Thr34 que possui 0
efeito inibitério de PP1, sendo que, o cddon de iniciacdo dessa proteina € o que
codifica o aminoacido 37 da sequéncia de DARPP-32, resultando na isoforma t-
DARPP que possui uma auséncia dos 36 primeiros aminoacidos da forma classica
(AVANES, et al, 2019). A organizacdo dos genes, transcritos e proteinas estao

representados na Figura 3.
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Figura 3: Organizacdo da DARPP-32 e sua isoforma truncada t-DARPP
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DARPP-32 e t-DARPP tém a mesma sequéncia génica do éxon 2 ao terminal 3’. Os residuos
fosforilados de DARPP-32 e t-DARPP divergem. O residuo Thr34 esta ausente na isoforma
t-DARPP. Fonte: (Modificado de Belkhiri et al. 2016).

Estudos bioquimicos demonstram que a nivel estrutural, a DARPP-32 trata-se de uma
proteina resistente ao calor e com PH &cido, pois quando submetida a ambas
condi¢des nao se observou mudanca significativa nas propriedades de solubilidade e
na fosforilacdo dos residuos, especialmente, no residuo Thr34 (HEMMINGS, et al.,
1984).

Trabalhos cientificos que analisaram o viés composicional (alteracdo na frequéncia
dos aminoacidos na sequéncia primaria), aliado a um reduzido numero de residuos
hidrofébicos, sugerem que a DARPP-32 possa ser uma proteina classificada como
intrinsecamente desordenada (DANCHECK, et al., 2008). Observa-se que, uma das
razdoes que atribui a DARPP-32 uma classificagcdo como PID é a presenca de uma
regiao rica em glutamato no centro do dominio desse elemento (AVANES, et al.,
2019).

1.4.3 Doencas relacionadas

Nota-se que, muitos canceres tém sido associados a forma truncada de DARPP-32 e
a superexpressao da DARPP-32 que, também, tem sido relacionada com inumeras
enfermidades. Dentre os exemplos de doengas observadas tendo papel significativo

da DARPP-32 ou t-DARPP-32 na patogénese e na evolucao, cita-se:
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Desordens de movimento: observou-se em pacientes com Mal de Parkinson,
que apesar dos niveis de DARPP-32 n&do estarem alterados
significativamente, esta proteina contribui para a ocorréncia da discinesia
induzida por I-DOPA, que é um tipo estereotipado de movimentos anormais
da musculatura, sendo um efeito colateral do tratamento medicamentoso de
Parkinson com o medicamento I-DOPA (GIRAULT & NAIRN, 2021);

Doencas psiquiatricas: estudos apontam que DARPP-32 e a forma truncada
que possui podem estar envolvidas na etiologia de transtornos
neurobiologicos de manifestacdo psiquiatrica como o TDAH, esquizofrenia e
transtorno bipolar. Pacientes com esquizofrenia e transtorno bipolar tiveram
detectados altos niveis da isoforma t-DARPP no cértex pré-frontal e
dorsolateral, em um amplo estudo de casos. Por outro lado, observou-se que
a isoforma, DARPP-32, que participa da inibicdo de PP1 e PKA de acordo
com a fosforilacao e desfosforilagcao, respectivamente, teve uma reducao de
expressao nesses mesmos tecidos. A reducao na expressao de DARPP-32,
possivelmente, afeta o funcionamento dos neurbénios dopaminérgicos.
Todavia, ndo se acredita que o gene de DARPP-32 seja um gene de risco
para esquizofrenia e, provavelmente, a participagao na etiologia da doencga
faz-se com a interagcdo com outros genes. Um amplo estudo realizado em
outras partes do mundo com pacientes esquizofrénicos e com tendéncias
suicidas indicou uma possivel relagao entre o fator neurotréfico derivado do
cérebro (BNDF) e a expressao de DARPP-32. Neste sentido, foram
identificadas cinco variantes polimorficas de DARPP-32 como descrito a

seqguir.

1- Substituicdo de uma guanina por uma citosina na posi¢ao 2036 do
cromossomo 17;

2- No éxon 2 (nao traduzido), ha auséncia de uma guanina;

3- No intron 2, hd uma substituicdo de uma guanina por uma adenina;

4- No intron 6, ha uma substituicdo de uma adenina por uma guanina;

5- No éxon 6, ocorre a delecao de uma trinca de pares de bases resultando

na auséncia de um glutamato.
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Desta forma, € possivel observar que a expressdao de DARPP-32, os polimorfismos e
a interacdo com moléculas como BNDF, tenham alguma relagdo com o

desenvolvimento da esquizofrenia (WANG, et al., 2017).

Acredita-se que, devido a estreita relacdo entre a DARPP-32 e a dopamina, assim
como, a importancia deste neurotransmissor na esquizofrenia, € possivel que esta
proteina e as mutacgdes nas regides fosforiladas possam interferir na evolugéao dessa
doenca (GIRAULT & NAIRN, 2021).

c- Cancer - A descoberta da relacdao entre a DARPP-32 com o cancer teve
inicio com o descobrimento da t-DARPP, pois, desde entao, verificou-se que
a isoforma truncada e a superexpressdao de DARPP-32 influenciam na
formacdo dos céanceres de estdbmago, mama, pulméo, cdlon, eséfago e
prostata. Uma série de pesquisas identificou um aumento no numero de
copias de genes no bragco g do cromossomo 17 e um dos genes com essa
elevacao na transcricao € o gene PPP1R1B e as isoformas DARPP-32 e a
t-DARPP. Logo, foram constatados niveis anormais em amostras teciduais
de cancer no estbmago, e observou-se que, o locus génico de PPP1R1B na
regiao cromossomica 17912 é, frequentemente, amplificado e as isoformas
DARPP-32 e t-DARPP sao superexpressas enquanto a frequéncia de
mutacdes no gene PPP1R1B é baixa, sugerindo, entdo, que o aumento de
niveis de t-DARPP e DARPP-32 é mais relevante para a oncogénese do que
a mutacao génica (AVANES, et al., 2019).

A principal via bioquimica afetada por DARPP-32 e a isoforma truncada € a
via de ativacdo de AKT, que é uma proteina relacionada a sobrevivéncia
celular e a inibicao de apoptose. Algumas pesquisas revelaram que a
fosforilagdo de AKT no residuo de serina 472, proporciona a inibi¢ao
apoptética e a sobrevivéncia das células cancerigenas, e isto ocorre em caso
de superexpressao de t-DARPP. O mesmo, ndo se verifica em camundongos
nocaute para t-DARPP. Logo, é provavel, que a isoforma truncada tenha
certa influéncia na formagao de cancer de mama em razao da ativagao da
via AKT (AVANES, et al., 2019).
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Outras vias bioquimicas que levam a formacdo de tumores afetados por
superexpressao de DARPP-32 e t-DARPP s&o: vias de PKA, IGF1R e Bcl2,
pois alguns trabalhos indicam que t-DARPP interfere no funcionamento de
PKA formando um complexo em associagdo com esta molécula, que ativa
fatores de transcricdo. Nota-se que, a t-DARPP, também, foi identificada
formando complexos com o receptor do fator 1 de crescimento tipo insulina
em cancer de mama e, também, que a superexpressao de t-DARPP
aumenta os niveis da proteina Bcl2, que esta envolvida na inibicdo de
apoptose (AVANES, et al, 2019). As vias bioquimicas envolvendo as
moléculas NF-xb2, NFxB, ANGPT2, CXCR4, Her1 e Her2 sao outros tipos
de vias bioquimicas que tém interacdo com a superexpressao de t-DARPP,

principalmente, na formacgao do cancer de pulmao, do gastrico e do eséfago.

Um trabalho de Chinnaiyan e colaboradores identificou a formacao de um
transcrito quimérico, que surge de dois genes localizados em tandem no
cromossomo 17, ja o gene PPP1R1B junto com o gene adjacente expressam
a proteina STARD3, em 21% dos canceres primarios do estudo. Nota-se,
também, que a proteina quimérica de t-DARPP e STARD3 aumenta a
fosforilagdo de AKT (AVANES, et al., 2019).

1.5 Proteinas intrinsecamente desordenadas

Na ultima década, foi identificado um tipo especial de proteinas que caracterizam por
nao terem uma estrutura tridimensional conhecida e nao serem possiveis de ser
estudadas por técnicas de cristalografia ou serem organizadas em uma estrutura
estavel em uma solucdo. Essas proteinas sao denominadas proteinas
intrinsecamente desordenadas (PID) e as propriedades delas sao objetivos de
inimeras pesquisas por bioquimicos, bidlogos estruturais e profissionais de

bioinformatica.

As PIDs sao consideradas uma categoria de proteinas, em que a existéncia de um
estagio intermediario que é formado de acordo com a ligagao especifica a uma dada
molécula, pode ser mais vantajoso de manter-se em termos de estabilidade energética
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gue a manuteng¢do como uma proteina de estrutura definida e integralmente estavel
(ESPINOSA, et al., 2009).

A plasticidade conformacional, que € a propriedade de uma proteina arranjar-se em
diferentes estados conformacionais em intervalos de tempo variaveis e dependendo
da molécula ligante a este grupo de proteinas, permite realizar ligagdes com outras
proteinas, acidos nucléicos e outras moléculas que levam as fungdes e as atividades
biologicas diversas e caracteristicas (PIERSIMONI, et al.,, 2022). Como exemplos
conhecidos de proteinas desordenadas tém-se as proteinas p27 e p53 que atuam na
regulacao da atividade de proteino quinases e no ciclo da divisao celular (NELSON &
COX, 2019).

As PIDs tém sido associadas a fungdes regulatérias de sinalizagao bioquimica que
atuam em processos bioldgicos variados, como diferenciagao celular, transcri¢ao,
mitose, meiose e o transporte de proteinas (HABCHI, et al., 2014). Essa diversidade
de efeitos bioldgicos é resultado do conjunto de conformacgdes que estas proteinas
podem adotar com ligantes diversos que, por sua vez, acarretam fungoes bioquimicas
variadas a nivel molecular (HABCHI, et al., 2014).

Pelo entendimento cientifico recente, tais proteinas e os estados de desordem
estrutural que elas possuem, podem ser reversiveis e variaveis de acordo com o
ligante. Estas biomoléculas tém sido associadas a uma variedade de fendbmenos
biologicos, os quais sao resultado de uma grande flexibilidade conformacional e da

enorme variabilidade de interacao intermolecular (ESPINOSA, et al., 2009).

A descoberta das PIDs foi um achado que colocou em duvida a teoria do modelo
chave-fechadura, consolidado na bioquimica e, que explica a funcao de grande parte
das funcdes proteicas, especialmente, a fungcdo enzimatica (HABCHI, et al., 2014).
Desde entao, varias PIDs tém sido associadas a um grande numero de doengas como
cancer, diabetes e doencas neurodegenerativas como Parkinson e Alzheimer
(HABCHI, et al., 2014). Acredita-se que de 20% a 30% das proteinas existentes nos

mamiferos possam pertencer ao grupo das proteinas intrinsecamente desordenadas.
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Nao ha estrutura tridimensional conhecida para DARPP-32 e, nhem tampouco, para
PPP1R1A e PPP1R1C descritas na literatura e/ou disponiveis em bancos de dados

até o presente momento.

2 JUSTIFICATIVA

Este trabalho busca uma compreenséao das propriedades e fungdes de uma familia de
proteinas, que se mostra como um tema muito relevante na genética molecular e
bioquimica evolutiva, as Proteinas Intrinsecamente Desordenadas. Em vista disso,
perceber a identificacdo do dominio proteico e das propriedades fisico-quimicas
dessas proteinas auxiliam a compreensao das razdes delas serem classificadas como
PIDs.

Por dominio, entende-se uma parte da cadeia de proteina que tem estabilidade e pode
manter as propriedades bioquimicas e funcionais, independentemente, do restante da
proteina (NELSON & COX, 2019). Sendo assim, este trabalho pretende colaborar para
outras pesquisas futuras relacionadas ao entendimento destas proteinas amplamente

presentes em mamiferos, incluindo os seres humanos.

Evidéncias mostram que tais proteinas sao dotadas de plasticidade conformacional,
bioquimica e fisioldgica notaveis resultando em inumeros efeitos bioldgicos. Logo, o
entendimento sobre DARPP-32, PPP1R1A e PPP1R1C pode propiciar um arcabouco
para a pesquisa e desenvolvimento de farmacos e o tratamento de enfermidades que

ocorrem na sociedade humana em escala global.

Tais enfermidades causam sofrimento individual, coletivo e grande 6nus aos sistemas
de saude como as inumeras doencgas complexas e de amplo espectro como 0s
canceres, a esquizofrenia, a dependéncia quimica e os transtornos neuromotores. Em
resumo, este trabalho tem o potencial de contribuir na compreensao a respeito da
estrutura e funcdo de um grupo atipico de proteinas, ajudando na selegcédo e
identificacdo de alvos moleculares e no desenvolvimento de farmacos contra um

grande numero de doengas humanas.
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral

Avaliar a biodiversidade molecular da DARPP-32 e dos potenciais homdlogos dessa

proteina.

3.2 Objetivos especificos

e |[dentificar potenciais homologos da DARPP-32 em humanos;

e Caracterizar as propriedades bioquimicas;

e Avaliar a arquitetura proteica dos alvos moleculares selecionados;
e Construir alinhamentos de multiplas sequéncias;

e |[dentificar padrdes de conservacéao e divergéncia nas sequéncias.
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4 METODOLOGIA

A Figura 4, abaixo, apresenta a Metodologia usada no presente trabalho.

Figura 4: Fluxograma ilustrando as etapas da metodologia empregada no trabalho.
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Este trabalho foi desenvolvido utilizando bancos de dados e ferramentas de
bioinformatica disponiveis na Web. Tem-se a seguir, uma breve descricao a respeito

de cada um destes sites:

PUBMED - banco de dados que possibilita a busca de artigos, textos e outros tipos
de trabalhos escritos sobre pesquisas bioldgicas e biomédica, mantido pelo NCBI-
NLM-NIH (https://pubmed.ncbi.nim.nih.gov).

UNIPROT - banco de dados universal com informagdes coletadas e agrupadas de
diferentes outros bancos de dados e ferramentas da bioinformatica, provendo assim,
uma fonte variada de anotag&do de proteinas e sequéncias proteicas (CHEN, et al.,
2017). Deste modo, fornecendo diversas informagdes sobre anotagdo proteica, o
UniProt alia o conhecimento coletado a partir da literatura cientifica com informacgoes
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de assinatura proteica geradas através de Técnicas de Aprendizado de Maquina (AM)

da Inteligéncia Artificial (I1A).

INTERPRO - plataforma integrada de 13 diferentes bancos de dados, que fornece
informacdes sobre assinatura, estrutura e fungcao de proteinas, permitindo assim a
classificacdo dessas em familias, as quais possuem um identificador, que as
caracteriza e permite o estudo amplo de tais proteinas em topicos, como a presencga
de dominios e sitios ativos (CHEN, et al., 2017). A versédo 90.0 do InterPro possui
40.597 entradas referentes a um total de 53.784 assinaturas obtidas dos bancos de
dados integrantes. Essa versdo do InterPro incorporou o banco de dados Pfam e
adicionou informagdes a respeito da predicdo de estrutura proteica dos bancos de
dados AlphaFold e RoseTTAFold. O InterPro em adicao as informacgdes presentes nos
bancos de dados, membros de assinatura proteica geradas por modelos preditivos,
como HMMs e fingerprint, agora, também, reune informacdes baseadas em métodos
de Inteligéncia Artificial e Aprendizado Profundo (DL) (LAFOSSE, et al., 2022).

BLAST - pacote de ferramentas de bioinformatica do NCBI-NLM-NIH para detecgao
de similaridades entre sequéncias moleculares, baseado em buscas de alinhamento
local basico (BORATYN, et al., 2013) e (SAYERS, et al, 2021). O BLAST esta

implementado no UniProt.

PANTHER - banco de dados sobre genomas, anotacao funcional de genes e vias
bioquimicas, que permite o estudo e a classificacdo de centenas de familias de genes
e a compreensao da evolucao deles. Para a identificagcdo de uma familia génica ou
proteica, o PANTHER vale-se de assinaturas baseadas em biocuradoria manual e
reconstrucao filogenética, alinhamentos de multiplas sequéncias e familia baseada
em HMMs (THOMAS, et al., 2021).

PFAM - banco de dados de familias de proteinas baseado na identificacdo dos
dominios proteicos (CHEN, et al., 2017) e (MISTRY, et al., 2021). Esse banco de
dados foi descontinuado no fim de 2022. Sendo que, desde janeiro de 2023, ele esta
hospedado no InterPro (PAYSAN-LAFOSSE, et al., 2022). As familias proteicas do

Pfam sao construidas a partir de um alinhamento de multiplas sequéncias e a
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construcdo de um modelo oculto de Markov (HMM), usando um pacote de ferramentas
de HMMER (MISTRY, et al., 2021).

MOBIDB-LITE — banco de dados sobre predigdo de desordem estrutural em proteinas
e a caracterizacao de tais regides, considerando as propriedades bioquimicas, como
a flexibilidade, a basicidade e a acidez (DI DOMENICO, et al., 2012). A apresentacao
de predicao de regides intrinsicamente desordenadas de proteinas pelo MobiDB-lite
segue dois passos: primeiramente, uma regido de consenso desordenada obtida pelo
minimo de cinco entre oito diferentes bancos de dados preditores de PIDs é escolhida.
Em seguida, ocorre um processo de filtragem para eliminar curtas sequéncias
desordenadas, até que permanecas sequéncias com o minimo de vinte residuos em
regides desordenadas (NECCI, et al., 2017).

PROTPARAM - ferramenta da bioinformatica disponivel no portal ExPASy
(https://www.expasy.org), mantido pelo Swiss Institute of Bioinformatics (SIB), que
gera dados sobre parametros fisico-quimicos de uma proteina especifica como
composicdo de aminoacidos, peso molecular e hidrofobicidade. Geralmente, as
proteinas, cujas informacgdes fisico-quimicas sao fornecidas, estdo depositadas no
Swiss-Prot ou TrEMBL (WILKINS, et al., 2005).

PSIPRED - ferramenta de bioinformatica disponibilizada pela UCL - London's Global
University que reune métodos diversos para a predicdo estrutural e funcional de
proteinas. Nota-se que, para as predicbes estruturais e funcionais de proteinas, o
PSIPRED utiliza métodos baseados em matrizes de pontuacao especificas de posicao
(BUCHAN, et al., 2019).

PHOSPHOSITEPLUS - banco de dados que reune diversas informacdes
experimentais registradas sobre diversos tipos de modificacbes pods-traducionais
(MPTSs), tais como, fosforilacao, metilacéo e glicosilacao. O PhosphoSitePlus vale-se
de informacoes sobre MPTs coletadas de estudos de Espectrometria de Massas e da
literatura cientifica com biocuradoria manual, que s&o revisadas por algoritmos como
o Ascore (HORNBECK, et al., 2014).


http://www.expasy.org/
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PROSITE - ferramenta de bioinformatica disponivel no portal ExPASy, que gera
informacdes sobre dominios proteicos, motivos e sitios. O PROSITE possibilita a
identificacdo e a descricao de perfis e padrdes proteicos relacionados as proteinas em
estudo. O PROSITE realiza uma busca por padroes e perfis proteicos utilizando
sequéncias conhecidas e, também, uma busca combinatéria, que permite reconhecer

dominios de acordo com sua funcionalidade ou estrutura (SIGRIST, et al., 2013).

CLUSTAL OMEGA - software para a realizagdo de alinhamento multiplo de
sequéncias moleculares mantido pelo EMBL-EBI (SIEVERS, et al.,, 2011). O Clustal
Omega esta implementado no UniProt,e utiliza o algoritmo mBed e o método HHalign
para o alinhamento de perfil HMM (SIEVERS & HIGGINS, 2021).

SIGNAL P 6.0 - ferramenta de bioinformatica que prediz a presenca e a localizacao
de peptideo sinal em sequéncias de proteinas. O Signal P6.0 utiliza uma Técnica de
Aprendizado de Maquina para a predicao do peptideo sinal nas proteinas (TEUFEL,
et al., 2022).

4.1 Levantamento bibliografico

O levantamento bibliografico a respeito das PPP1R1A, PPP1R1B (DARPP-32) e
PPP1R1C foi realizado considerando o periodo a partir de 1983, ano em que, a
DARPP-32 foi nomeada como tal. As seguintes palavras e expressdes foram usadas
como palavras-chave: DARPP-32 and céncer, DARPP-32 and mental diseases,
DARPP-32 and Parkinson, PPP1R1A e PPP1R1C. Em relacao a familia IPP-1 e PIDs
e 0s bancos de dados e ferramentas de bioinformatica utilizados neste trabalho, ndo
houve selecao por periodo e, também, foram empregados, como bibliografia e modelo

para o desenvolvimento desta escrita, outros livros, assim como uma dissertagao.

4.2 Buscas em bancos de dados e ferramentas

4.2.1 Busca por sequéncias e identificacao de potenciais homologos

Primeiramente, para que, fossem realizados os trabalhos em diferentes bancos de

dados e ferramentas de bioinformatica, as sequéncias em formato FASTA de
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PPP1R1A, PPP1R1B e PPP1R1C foram obtidas através do banco de dados UniProt
(https://www.uniprot.org/), usando como filtro o dominio PF05395 e Homo sapiens
(taxid:9606). Observa-se que, desde o final de 2022, o Pfam (http://pfam.xfam.org/) foi
integrado ao InterPro (https://www.ebi.ac.uk/interpro/) facilitando o acesso. Assim,
junto ao UniProt, esse ultimo fornece grande parte da anotagcdo proteica,
especialmente, ao que se refere a sequéncias, dominios, estruturas, funcoes e

doencas relacionadas as proteinas.

No InterPro, além da pesquisa realizada através da sequéncia em formato FASTA, foi
realizada, também, a busca baseada em texto, a qual buscou-se pelo nome da familia
proteica, da proteina ou pelo dominio para gerar informacdo. Para a realizacdo da
busca por similaridade e identificacdo de potenciais homdlogos através do BLAST,
implementado no UniProt, o grupo taxonémico foi estendido para o taxon Hominidae
(taxid:9604), que inclui os primatas filogeneticamente mais proximos ao ser humano,
e a filtragem considerou um hit de 100 sequéncias, nas quais a porcentagem de
identidade considerada foi a partir de 80, sendo que, o BLAST foi acessado usando

as sequéncias em formato FASTA obtidas nesta busca.

4.2.2 Avaliacao da arquitetura proteica

A arquitetura proteica refere-se a presenca e a organizagcao de dominios proteicos,
sejam eles estruturais ou funcionais. Para avaliar a arquitetura proteica da DARPP-32
(PPP1R1B) e dos paralogos PPP1R1A e PPP1R1C foi utilizado o UniProt, buscando
pelo dominio PF05395 e Homo sapiens (taxid:606). Logo, as informacgdes coletadas
incluem o inicio e fim do dominio, o comprimento de cada proteina, as regides
desordenadas, a presenca de viés na estrutura proteica, de residuos modificados e a

existéncia da proteina em nivel experimental ou se foi inferida por homologia.
4.2.3 Classificagao da sequéncia proteica
A classificacao da sequéncia proteica foi realizada através do InterPro, que classifica

as proteinas em familias, baseando-se na presenca de dominios e outras

propriedades estruturais e/ou funcionais das proteinas alvo. O mecanismo de busca
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foi feito através da opcgao text na qual o Entry Name da proteina é utilizado para gerar

a informacao pretendida.

4.3 Caracterizacao bioquimica das proteinas de interesse

A caracterizagao bioquimica das proteinas, membros da familia IPP-1, em especial
da DARPP-32 (PPP1R1B), foi realizada através da sequéncia FASTA como entrada,
utilizando os seguintes bancos de dados e ferramentas de bioinformatica: ProtParam,
PSIPRED e PhosphoSitePlus, PROSITE e SignalP 6.0.

No ProtParam (https://web.expasy.org/protparam), os parametros fisico-quimicos
avaliados para cada uma das trés proteinas (PPP1R1A, PPP1R1B e PPP1R1C)
foram: numero de aminoacidos, massa molecular, ponto isoelétrico tedrico (pl) e

formula molecular.

Através do PSIPRED (http://bioinf.cs.ucl.ac.uk/psipred), a estrutura secundaria de
cada uma das trés proteinas pdde ser classificada, considerando-se critérios como se
a proteina € intracelular ou citoplasmatica, se possui estrutura em hélice, se contém
regides desordenadas, dentre outras caracteristicas. Esta ferramenta, também,
possibilita a classificacdo de cada aminoacido constituinte da proteina baseada nas
seguintes propriedades fisico-quimicas: pequeno e apolar, hidrofébico, polar e

aromatico com cisteina.

As propriedades fisico-quimicas dos aminoacidos como a massa molecular, o pH, a
polaridade, a hidrofobicidade, dentre outras, sdo determinantes quanto ao tipo de
estrutura secundaria, terciaria e quaternaria de uma proteina. Ou seja, em conjunto,
tais propriedades podem determinar o comportamento funcional a nivel bioquimico e

fisiologico.

O PROSITE (https://prosite.expasy.org) foi usado a fim de obter informac¢des sobre o
perfil e o padrao proteicos. Assim, por perfil proteico, entende-se a ocorréncia de um

determinado dominio, motivo ou de uma regiao rica em determinado aminoacido na


http://bioinf.cs.ucl.ac.uk/psipred)
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sequéncia da proteina, enquanto o padrdo proteico refere as propriedades

bioquimicas da sequéncia proteica.

Por exemplo, as possiveis modificacdes pos-traducionais (MPTs), que podem ocorrer
na estrutura proteica. Enquanto o dominio descreve uma regido com um grau de
independéncia funcional e estrutural dentro de uma sequéncia de polipeptidio, o
motivo pode ser considerado como uma sequéncia, geralmente, curta de uma cadeia
polipeptidica que tem um padrao caracteristico de enovelamento entre um ou mais
aminoacidos (NELSON & COX, 2019).

Buscou-se, também, a identificacdo dos possiveis residuos fosforilados, para tanto,
empregou-se o PhosphoSitePlus (https://www.phosphosite.org), como também, a fim
de predizer a existéncia de peptideo sinal, foi utilizado o SignalP 6.0 disponivel no

website https://services.healthtech.dtu.dk/services/SignalP-6.0.

4.4 Construcao dos alinhamentos de multiplas sequéncias

A construcao do alinhamento das sequéncias de PPP1R1A, PPP1R1B e PPP1R1C
foi realizada no Clustal Omega (Sievers & Higgins 2021), implementado no UniProt
(UniProt Consortium 2023), selecionando as sequéncias em formato FASTA e que

tiveram biocuradoria manual registrada no banco de dados.


https://www.phosphosite.org/
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5 RESULTADOS

5.1 Levantamento bibliografico

O levantamento bibliografico realizado no banco de literatura PubMed
(https://pubmed.ncbi.nim.nih.gov//), tendo como palavra-chave somente DARPP-32
ou DARPP-32 associado a termos como céancer ou Parkinson, foi executado
considerando publicacdes a partir do ano de 1983. A busca apresentou um total de

1.288 artigos, dos quais 106 tratavam de revisdo, dois artigos eram ensaios de
controle randomizado e trés artigos de ensaios clinicos.

Além dos artigos sobre DARPP-32 e suas paralogas, selecionadas de acordo com o
resultado acima, também, foram coletados artigos diversos sobre bancos de dados,
ferramentas de bioinformatica e PIDs, uma dissertacdo € um livro também foram

inclusos como material bibliografico para a elaborag&o deste trabalho.

5.2 Buscas em bancos de dados e ferramentas

5.2.1 Organismos e sequéncias e identificagcao de potenciais homdlogos

A busca por organismos e sequéncias realizada no UniProt e InterPro usando as
sequéncias FASTA e/ou o dominio PF05395 aliado aos taxons Homo sapiens
(taxid:9606) e Hominidae (taxid:9604) retornou com um total de 13 proteinas. Paralelo
a isso, quando a busca foi realizada usando o dominio do Pfam aliado ao taxon Homo
sapiens, como pode ser visto na Tabela 1, houve um total de 53 proteinas e cinco
organismos, isso quando a busca utilizou o dominio PF05395 e o taxon Hominidae.
Ja no resultado da busca usando o dominio PF05395 e o taxon Homo sapiens, as trés
proteinas, que possuem biocuradoria manual correspondem, respectivamente, a
PPP1R1A, PPP1R1B e PPP1R1C.
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Quadro 1: Proteinas com o dominio PF05395 em Homo sapiens

Entry Entry Name Gene Names Length Protein existence

B3KVQ9 B3KVQ9_HUMAN PPP1R1B hCG_30016 | 204 Evidence at transcript
level

F8VR76 F8VR76_HUMAN PPP1R1A 64 Evidence at protein level

HOYIU4 HOYIU4 HUMAN PPP1R1A 90 Evidence at protein level

J3KSJ8 J3KSJ8 _HUMAN PPP1R1B 144 Evidence at protein level

J3KT77 J3KT77_HUMAN PPP1R1B 171 Evidence at protein level

Q13522 PPR1A_HUMAN PPP1R1A IPP1 171 Evidence at protein level

Q6ZVX3 Q6ZVX3 HUMAN 153 Evidence at transcript
level

Q8WVI7 PPR1C_HUMAN PPP1R1C 109 Evidence at protein level

QINNWI1 QINNW1_HUMAN 98 Evidence at transcript
level

Q9UD71 PPR1B_HUMAN PPP1R1B DARPP32 204 Evidence at protein level

R4GMQ8 R4GMQ8_HUMAN | PPP1R1A 153 Evidence at protein level

AOA024R1 AOA024R1R3_HU PPP1R1B,Hcg_30016 | 168 Inferred from homology

R3 MAN

Q53TF4 Q53TF4_HUMAN LOC 151242 47 Inferred from homology

Fonte: UniProt

As sequéncias em formato FASTA de PPP1R1A, PPP1R1B e PPP1R1C obtidas a

partir do UniProt estdo apresentadas no quadro 2.

Quadro 2: Sequéncias de PPP1R1A, PPP1R1B e PPP1R1C
PPR1A >sp|Q13522|PPR1A_HUMAN Protein phosphatase 1 regulatory subunit 1A
OS=Homo sapiens OX=9606 GN=PPP1R1A PE=1 SV=2
MEQDNSPRKIQFTVPLLEPHLDPEAAEQIRRRRPTPATLVLTSDQSSPEIDEDRIPN
PHLKSTLAMSPRQRKKMTRITPTMKELQMMVEHHLGQQQQGEEPEGAAESTETQ
ESRPPGIPDTEVESRLGTSGTAKKTAECIPKTHERGSKEPSTKEPSTHIPPLDSKGA
NSV
PPR1B >sp|Q9UD71|PPR1B_HUMAN Protein phosphatase 1 regulatory subunit 1B
0S=Homo sapiens OX=9606 GN=PPP1R1B PE=1 SV=2
MDPKDRKKIQFSVPAPPSQLDPRQVEMIRRRRPTPAMLFRLSEHSSPEEEASPHQ
RASGEGHHLKSKRPNPCAYTPPSLKAVQRIAESHLQSISNLNENQASEEEDELGEL
RELGYPREEDEEEEEDDEEEEEEEDSQAEVLKVIRQSAGQKTTCGQGLEGPWER
PPPLDESERDGGSEDQVEDPALSEPGEEPQRPSPSEPGT
PPR1C >sp|Q8WVI7|PPR1C_HUMAN Protein phosphatase 1 regulatory subunit 1C
0OS=Homo sapiens OX=9606 GN=PPP1R1C PE=1 SV=1
MEPNSPKKIQFAVPVFQSQIAPEAAEQIRKRRPTPASLVILNEHNPPEIDDKRGPNT
QGELQNASPKQRKQSVYTPPTIKGVKHLKGQNESAFPEEEEGTNEREEQRDH

O cabecalho contém identificadores, nome da proteina e taxon. Fonte: UniProt

5.2.2 Avaliacao da arquitetura proteica

A avaliacao da arquitetura proteica de PPP1R1A, PPP1R1B e PPP1R1C realizada no
UniProt, utilizando como entrada o dominio PF05395 e o taxon Homo sapiens resultou

nas informagdes mostradas abaixo:
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Quadro 3: Arquitetura de PPP1R1A, PPP1R1B e PPP1R1C de Homo sapiens

Entry Name PPR1A_HUMAN PPR1B_HUMAN PPR1C_HUMAN
Length 171 204 109
Pfam domain 5-151 2-151 2-94
Disordered region  |1-171 1-204 25-109
Modified residue YES YES NO
Compositional bias |YES YES YES
Protein existence Evidence at protein level |Evidence at protein level |Evidence at protein level

Arquitetura baseada em sequéncias proteicas. Fonte: UniProt

A préxima figura mostra a arquitetura proteica de PPP1R1A, PPP1R1B e PPP1R1C.

Figura 5: Arquitetura proteica de PPP1R1A, PPP1R1B e PPP1R1C
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Posicdes de inicio e fim do dominio (Pfam: PF05395) estao indicadas. Fonte: InterPro

5.2.3 Classificacdo das sequéncias proteicas

As sequéncias proteicas foram classificadas de acordo com o InterPro em proteinas

constituintes da familia de Inibidores de PP1 (IPP-1), tendo o seguinte identificador

neste banco de dados: IPR008466. Além da classificagdo em familia, o InterPro, no

qual o Pfam foi incorporado, por ser uma rede integrada contendo 13 bancos de

dados, permitiu obter informagdes individuais sobre cada uma das trés proteinas

estudadas, fornecidas pelo PANTHER e MobiDB-lite, além do Pfam, conforme é

mostrado na proxima figura.
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Figura 6: Representacdo esquematica de PPP1R1A, PPP1R1B e PPP1R1C
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Os identificadores do InterPro, PANTHER, Pfam e MobiDB-lite estdo indicados. Fonte: InterPro

O resultado sobre a classificacdo da sequéncia proteica realizado no InterPro, gera,
de acordo com cada banco de dados de saida resultante e selecionado, as seguintes

informacdes sobre PPP1R1A:

a)INTERPRO - PPP1R1A faz parte da familia de inibidores de PP1 (IPP-1)
que tem como identificador IPR008466;

b)PANTHER - subunidade 1A da fosfoproteina neuronal regulada por
Dopamina e AMPc, inibidora de proteino fosfatase, tendo como identificador
PTHR15417;

c) PFAM - proteina inibidora de proteino fosfatase 1 com identificador PF05395;

d)MOBIDB-LITE - proteina com predicao de desordem consenso, contendo as
seguintes regioes:
Regido polar: 100 ao 115 aminoacido e 154 ao 171 aminoacido;

Regiao de polianfdlito (acido e basico): 138 ao 153 aminoacido.

Para PPP1R1B, o resultado sobre a classificagdo da sequéncia proteica, gerado no
InterPro, trouxe para cada banco de dados de saida resultante e selecionado, as

seguintes informacgoes:
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a)INTERPRO - PPP1R1B integra a familia de proteinas inibidoras de PP1
(IPP-1) tendo como identificador IPRO08466;

b)PANTHER - subunidade 1B da fosfoproteina neuronal regulada por
dopamina e AMPc inibidora de proteino fosfatase, tendo como identificador
PTHR15417;

c) PFAM - proteina inibidora de proteino fosfatase, tendo como identificador
PF05395;

d) MOBIDB-LITE - proteina com predi¢gédo de desordem consenso, contendo as
seguintes regides:
Regiao polar: do 85 ao 99 aminoacido;
Regiao de polianfdlito: do 43 ao 67 aminoacido e 166 ao 181 aminoacido;

Regiao de polieletrdlito negativa: 117 ao aminoacido 138.

De acordo com os resultados sobre a classificacdo da sequéncia proteica de
PPP1R1C originados no InterPro, as informacdes relativas a cada banco de dados

resultantes e selecionados sao:

a)INTERPRO - proteina membro da familia de inibidores de PP1 tendo como
identificador IPR008466;

b)PANTHER - subunidade 1C da fosfoproteina neuronal regulada por
dopamina e AMPc, inibidora de proteino fosfatase, tendo como identificador
PTHR15417;

c) PFAM - proteina inibidora de proteino fosfatase, tendo como identificador
PF05395;

d) MOBIDB-LITE - proteina com predicao de desordem consenso, contendo a

seguinte regiao: Regiao polar: 56 ao 75 aminoacido.

5.3 Caracterizagao bioquimica das proteinas de interesse

5.3.1 ProtParam

Inicialmente, a caracterizagdo bioquimica da DARPP-32 (PPP1R1B), PPP1R1A e
PPP1R1C foi realizada no ProtParam, que € uma ferramenta de predicdo de
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parametros fisico-quimicos, podendo ser encontrada no portal ExXPASYy, acessivel em
https://web.expasy.org/protparam/. Os parametros avaliados e coletados para cada

uma das trés proteinas de interesse neste trabalho sdo os mostrados na tabela a

seguir:
Tabela 1: Propriedades fisico-quimicas de PPP1R1A, PPP1R1B e PPP1R1C
Proteina Aminoacidos* Massa molecular pl Férmula Molecular
PPP1R1A 171 22962.77 4.48 Co67H1526N2880351S
PPP1R1B 204 19011.29 5.9 Cso6H1326N2440272S
PPP1R1C 109 12345.71 6.31 Cs34Hs56N1620173S1
(*) Total de residuos de aminoacidos na sequéncia. Fonte: ProtParam
5.3.2 PSIPRED

A caracterizacao bioquimica feita através do PSIPRED possibilita a caracterizagao da
estrutura secundaria das proteinas em questao, distinguindo regides da sequéncia e
baseando-se em propriedades como a localizacdo extracelular ou citoplasmatica,
também, se a regido é possuidora de estrutura em hélice, se contém regides

desordenadas ou de interagdo de membranas, dentre outras caracteristicas.

Outra forma de caracterizagdo bioquimica utilizada pelo PSIPRED, classifica,
individualmente, cada aminoacido constituinte da sequéncia polipeptidica de acordo
com quatro de propriedades fisico-quimicas: pequeno e apolar, hidrofobico, polar e

aromatico com a cisteina.

Figura 7: Estrutura secundéaria de PPP1R1A, PPP1R1B e PPP1R1C
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As propriedades bioquimicas das proteinas estéo indicadas. Fonte: PSIPRED
De acordo com a classificacédo da estrutura secundaria e as propriedades bioquimicas,

o resultado para cada uma das trés proteinas foi:

PPP1R1A: O 12 aminoacido, metionina, e a sequéncia que vai do 402 aminoacido ao
742 aminoacido, caracterizam-se por serem extracelulares e desordenados;

Do 22 aminoacido ao 42 aminoacido, a regiao caracteriza-se por ser desordenada e
ligante a proteina;

Do 52 aminoacido ao 392 aminoacido, a regiao caracteriza-se como desordenada;
Do 752 aminoacido ao 802 aminoacido e do 872 aminoacido ao 902 aminoacido, a
regido caracteriza-se como desordenada e formadora de hélice transmembrana;

Do 812 aminoacido ao 869 aminoacido, a regido caracteriza-se como helicoidal e
transmembrana;

Do 912 aminoacido ao 1682 aminodacido, a regido caracteriza-se como desordenada e
citoplasmatica;

Do 1692 aminoacido ao 1712 aminoacido, a regiao caracteriza-se como desordenada

e ligante a proteina e ao citoplasmatica.

PPP1R1B: Do 12 ao 102 aminoacido, a regiao caracteriza-se como enovelada;
Do 112 ao 122 aminoacido, a regiao caracteriza-se como extracelular;

Do 132 ao 212 aminoacido, a regido caracteriza-se como enovelada;

Do 222 ao 312 aminoacido, a regido caracteriza-se como helicoidal;

Do 322 ao 372 aminoacido, a regido caracteriza-se como enovelada;

Do 382 ao 412 aminoacido, a regido caracteriza-se como extracelular;

Do 42° ao 782 aminoacido, a regido caracteriza-se como enovelada;
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Do 792 ao 942 aminoacido, a regiao caracteriza-se como helicoidal;
Do 952 ao 1022 aminoacido, a regido caracteriza-se como enovelada;
Do 1032 ao 1132 aminoacido, a regido caracteriza-se como helicoidal;
Do 1142 a0 1212 aminoacido, a regido caracteriza-se como enovelada;
DO 1222 ao 1242 aminoacido, a regiao caracteriza-se como helicoidal,
Do 1252 ao 1272 aminoacido, a regiao caracteriza-se como enovelada;
Do 1282 ao 1462 aminoacido, a regido caracteriza-se como helicoidal;
Do 1472 ao 1702 aminoacido, a regidao caracteriza-se como enovelada;
Do 1712 ao 1732 aminoacido, a regido caracteriza-se como helicoidal;
Do 1742 ao 2042 aminoacido, a regido caracteriza-se como enovelada;
PPP1R1C: Do 12 ao 212 aminoacido, a regiao € caracterizada como enovelada.
Do 222 ao 312 aminoacido, a regido caracteriza-se como helicoidal,
Do 322 ao 372 aminoacido, a regiao caracteriza-se como enovelada,
D0 382 ao 402 aminoacido, a regido caracteriza-se como extracelular,
Do 412 ao 652 aminoacido, a regiao caracteriza-se como enovelada,
Do 662 ao 682 aminoacido, a regido caracteriza-se como helicoidal,
Do 692 ao 782 aminoacido, a regiao caracteriza-se como enovelada,
Do 792 ao 882 aminoacido, a regido caracteriza-se como helicoidal,
Do 892 ao 1012 aminoacido, a regido caracteriza-se como enovelada,
Do 1022 ao 1062 aminoacido, a regido caracteriza-se como helicoidal,

Do 1072 ao 1092 aminoacido, a regido caracteriza-se como enovelada.

Figura 8: Propriedades fisico-quimicas de PPP1R1A, PPP1R1B e PPP1R1C
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s [EIRID] o o s I
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Sequéncias de aminoacidos e suas propriedades. Fonte: PSIPRED
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A caracterizagao individual das propriedades fisico-quimicas de cada aminoacido e a

posicao na sequéncia primaria das trés proteinas estudadas foram a seguinte:

Tabela 2: Caracteristicas bioquimicas de PPP1R1A, PPP1R1B e PPP1R1C

PROTEINA PPP1R1A PPP1R1B PPP1R1C
6,7,13,15,19,2325 3,12,14,15,16,17 3,5,6,12,14,18 ;21
,26 ,33 ,34 ,35 ,36 ,18,22 ,33 ,34 ,35 22,24 .25 .33 ,34
37,38 ,42 ,43 46 ,36 ,42 ,45 ,46 47 ,35,36 ,37 ,46 47
Aminoacido 47 ,48 ,56 ,58 ,62 ,51,562 ,53 ,57 ,58 ,54 ,55 ,57 ,59 ,64

pequeno e apolar

Aminoacido polar

Aminoacido
aromatico e com
cisteina

,63,65 ,67,68,75
,78,79,80,93 ,98
,101,103,104 ,105
,107,108 ,113,115

,55,60 ,64 ,66 ,74
,77 ,81,84 ,86 ,87
,88,92,118 ,123
,127 ,140 ,160 ,163,
171

2,3,45,89,11,18

20,22 24,27 ,28
30,31,32,33 44
45,49 51 52 53
54,57 59 61,69
;70,71,72,73,76
82,83 ,85,89,90
91,94 ,95,96 ,97
99,100,102 ,106
,109,111,112,114
120,122,124 126
;134,135,138 ,142
144 145,146,149
150,154,155 ,159
164,166, 169.

12e 139

,59 ,61 ,66 ,69 ,71
,73,75,76 ,77 ,78
,81,86 ,88 ,92 ,94
,101,102,109,115

79,82 ,85,90,93
96,108,111 ,114
141,142 144 145

, 159,169,182, 187

2,4,5,6,7,8,10,19

21,23 ,24 ,26 ,29
,30,31,32,40 43
,44 ,48 /49 .50 ,54
,55,56 ,60 ,62 ,63
,65,67,68,70 ,80
,83,84 ,87,89 ,91
,95,97,98 ,99,100
,103,104 ,105,106
,107 ,110,112 ,113
, 118,119,120 ,121
122,123,124 ,125
,126,127 ,128 ,129
,130,131,132,133
,134 ,135,136 ,138
, 140,143,146 ,147
,151,152 ,157 ,160
,164 ,165,170 ,171
173,174 175,179
,180,181,183,184
,189,192 ,193 ,195
,196 ,201
11,39,72,74 116
,155, 163

,65,66 ,72,75,76
77,78 ,81,87 .91
,92,94 ,99, 100

Continuacéao , 116,117,119 121 , 117,137,139 ,148

,125,128 ,129,130 ,149 ,150 153 ,154

,131,132,133,136 ,158 ,161,162 ,166

, 137,141,147 148 ,167,168 ,172 ,176

,151,152 ,153 ,156 , 177,178 ,185,186

,157,158 ,161 ,162 ,188,190,191 ,194

,165,167,168, 170. ,197,198 ,199 ,200

,202,203, 204.

Aminoacido 1,10,14 ,16 ,17 ,21 1,9,13,20,25,27 1,9,13,15,20,28
hidrofébico ,29,39 ,40 ,41 ,50 ,28 ,37 ,38 ,41 64 ,38,39 ,40 ,41 49

,61,73,79,82, 85

2,4,7,8,10,17 19

,23,26 ,27 ,29 ,30
31,32 ,42 43 44
,45,48 ,50 ,51 ,52
,53,56 ,58 ,60 ,62
,63,67,68,69,70
,71,80,83 ,84 ,86
,88,89,90,95 ,96
,97,98 ,101 ,102

,103,104 ,105,106

,107,108, 109

11,16 ,74, 93

Propriedades fisico-quimicas dos aminoacidos. Fonte: PSIPRED

5.3.3 PROSITE
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A pesquisa por perfil e padrao proteico realizada no PROSITE trouxe as seguintes

informacdes para cada uma das proteinas:

PPP1R1A:
Quadro 4: Padréo de MPTs de PPP1R1A
POSICAO DO RESIDUO MPT ENZIMA
Serina 6 Fosforilagao Proteina quinase C
Serina 67 Fosforilagao Proteina quinase C
Treonina 80 Fosforilagao Proteina quinase C
Treonina 132 Fosforilagao Proteina quinase C
Serina 152 Fosforilagao Proteina quinase C
Arginina 32 Fosforilagao Proteina quinase dependente de cAMP e cGMP
Lisina 75 Fosforilagao Proteina quinase dependente de cAMP e cGMP
Serina 46 Fosforilagao Proteina caseina quinase I
Treonina 80 Fosforilagao Proteina caseina quinase I
Treonina 121 Fosforilagao Proteina caseina quinase I
Serina 152 Fosforilagao Proteina caseina quinase I
Glicina 103 N- miristoilacao N-miristoiltransferase
Glicina 117 N-miristoilagéo N-miristoiltransferase
Glicina 128 N-miristoilagéo N-miristoiltransferase

Fonte: PROSITE.

Observa-se que para a PPP1R1A, o PROSITE identificou um padrao de 14 MPTs de

possiveis ocorréncias por quatro enzimas diversas.

PPP1R1B:

Figura 9: Perfil rico em glutamato da sequéncia de PPP1R1B

{204 aa)

Fonte: PROSITE.
De acordo com o resultado obtido no PROSITE, PPP1R1B (DARPP-32) apresenta um

perfil de uma regiao rica em glutamato (GLU), localizada na sequéncia proteica entre

0 aminoacido de posicao 98 ao de posicao 193.

Quadro 5: Padrao de MPTs de PPP1R1B

RESIDUO MPT ENZIMA
Serina 18 Fosforilagao Proteina caseina quinase I
Serina 45 Fosforilagao Proteina caseina quinase I
Serina 46 Fosforilagao Proteina caseina quinase
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Serina 102 Fosforilacao Proteina caseina quinase Il

Serina 137 Fosforilacao Proteina caseina quinase I

Serina 172 Fosforilagao Proteina caseina quinase I

Serina 198 Fosforilacao Proteina caseina quinase I

Arginina 31 Fosforilagao Proteina quinase dependente de cAMP e cGMP
Serina 66 Fosforilagao Proteina quinase C

Serina 78 Fosforilacao Proteina quinase C

Serina 172 Fosforilacao Proteina quinase C

Glicina 150 N-miristoilacao N-miristoiltransferase

Fonte: PROSITE

O resultado sobre o padrao proteico obtido no PROSITE para PPP1R1B identificou

dois tipos possiveis de MPTs, a fosforilagdo e a N-miristoilagdo, com quatro padroes

de ocorréncia por enzimas diferentes.

PPP1R1C:
Quadro 6: Padréo de MPTs de PPP1R1C

RESIDUO MPT ENZIMA
Serina 5 Fosforilagcao Proteina quinase C
Serina 65 Fosforilacdo Proteina quinase C
Treonina 78 Fosforilacdo Proteina quinase C
Arginina 34 Fosforilacao Proteina quinase dependente de cAMP e cGMP
Arginina 69 Fosforilagcao Proteina quinase dependente de cAMP e cGMP
Treonina 57 Fosforilacdo Proteina caseina quinase Il
Glicina 87 N-miristoilacdo N-miristoiltransferase

Asparagina 89

N-glicosilacao

Oligossacaril transferase

Fonte: PROSITE

O resultado sobre padrao proteico obtido no PROSITE para PPP1R1C encontrou trés

tipos possiveis de MPTs com um padrao de ocorréncia por cinco enzimas diferentes.

5.3.4 PhosphoSitePlus

Observa-se que, a identificacdo dos possiveis residuos fosforilados realizada através

do PhosphoSitePlus apresentou o seguinte resultado:

Figura 10: Possiveis residuos fosforilados e com outras MPTs em PPP1R1A
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Residuos modificados por fosforilagdo (azul) e outras MPTs (verde). Fonte: PhosphoSitePlus

De acordo com o resultado obtido acima, foram identificados 14 possiveis residuos
fosforilados e um residuo acetilado em PPP1R1A. Sendo que, as modificagbes pds-
traducionais estao distribuidas na sequéncia proteica tendo como inicio 0 aminoacido
6, serina, e encerrando no aminoacido de posicao 169, asparagina, e o residuo que
sofre acetilacdo é o aminoacido lisina que estda na posicdo 82 da sequéncia

polipeptidica.

Figura 11: Possiveis residuos fosforilados e com outras MPTs em PPP1R1B
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Residuos modificados por fosforilagdo (azul) e outras MPTs (marrom). Fonte: PhosphoSitePlus

De acordo com o resultado obtido, existem 20 possiveis residuos de fosforilacdo em
PPP1R1B, iniciando-se no aminoacido de posi¢cao 12, serina, e terminando no
aminoacido de posicao 198, serina, podendo ocorrer metilagao no residuo de arginina
29 e no residuo de lisina na posi¢cao 65 da sequéncia.
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Figura 12: Possiveis residuos modificados por fosforilagdo em PP1R1C
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Residuos modificados por fosforilagao (azul). Fonte: PhosphoSitePlus
De acordo com o resultado obtido no PhosphoSitePlus, os residuos possiveis de

fosforilacgo em PPP1R1C sdo os aminoacidos treonina e serina localizados,

respectivamente, nas posic¢des 34 e 65 da sequéncia desta proteina.

5.3.5 Signal P-6.0

A busca para identificacdo de peptideo sinal em PPP1R1A, PPP1R1B e PPP1R1C
realizada no Signal P 6.0 revelou que nenhuma das trés proteinas possui este tipo de

peptideo na sua estrutura.

5.4 Alinhamento das sequéncias

Dentre os resultados do alinhamento das sequéncias de aminoacidos de PPP1R1A,
PPP1R1B e PPP1R1C foram selecionados a overview (visdo geral) do alinhamento
das trés sequéncias e o alinhamento dessas com destaque para os residuos de serina

e treonina.

O alinhamento realizado conta com 206 sitios, incluindo sitios modificados, variaveis
e gaps (lacunas). Considerados como sitios conservados sdo aqueles em que nao ha
modificagdo do aminoacido nas trés sequéncias. O alinhamento apresentou 24 sitios
conservados, enquanto os sitios variaveis, que sao aqueles que tiveram variacao ao

menos entre duas sequéncias, excluindo as gaps, contou com 126 sitios variaveis.
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Figura 13: Alinhamento entre as sequéncias de PPP1R1A, PPP1R1B e PPP1R1C
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Foram identificados 24 sitios conservados entre as sequéncias. Fonte: Clustal Omega no UniProt
O alinhamento das trés proteinas destacando os residuos de serina e treonina revelou

apenas um sitio de treonina conservado entre as mesmas, como indicado na figura
14.

Figura 14: Alinhamento de sequéncias destacando os residuos de serina e treonina
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Fonte: Clustal Omega no UniProt

A matriz de identidade resultante do alinhamento de sequéncias e gerada no UniProt

apresenta os valores indicados na tabela abaixo:

Tabela 3: Matriz de identidade entre PPP1R1A, PPP1R1B e PPP1R1C
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PPP1R1A PPP1R1B PPP1R1C
PPP1R1A 100% 28.4% 38.53%
PPP1R1B 28.4% 100% 37.61%
PPP1R1C 38.53% 37.61% 100%

Valores baseados no alinhamento de sequéncias. Fonte: UniProt

Portanto, de acordo com as informa¢cdes da matriz de identidade, ha uma maior
identidade entre PPP1RA e PPP1R1C do que entre essas e PPP1R1B.

6 DISCUSSAO

Este estudo, apesar de intitular-se como um estudo in silico de DARPP-32, também,
envolveu estudos referentes as duas proteinas paralogas de DARPP-32, PPP1R1A e
PPP1R1C. Sendo assim, talvez o titulo ndo corresponda exatamente ao trabalho que
foi desenvolvido, mas ao foco principal. A inclusdo dessas proteinas justifica-se por
haver material bibliografico a respeito de ambas, ainda que pequeno quando
comparado a DARPP-32, e o estudo sobre elas em bancos de dados e ferramentas

de bioinformatica nota-se ter sido possivel gerar resultados importantes.

O presente trabalho corrobora a categorizacdo de DARPP-32 (PPP1R1B) e as
homodlogas PPP1R1A e PPP1R1C como proteinas integrantes da familia IPP-1,
caracterizadas pelo efeito inibitério de PP1. Tais informagbes foram coletadas em
artigos retirados do PubMed (YGER & GIRAULT, 2011), (DANCHEK, et al., 2008) e
(UNG & TEOH, 2014).

Os resultados obtidos no InterPro que agregam além dos especificos resultados desse
banco de dados, os resultados do PANTHER, MObiDB-lite e Pfam que confirmam a
inclusao destas proteinas como formadoras da familia IPP-1, visto que, foi encontrado
um identificador préprio do InterPro (IPR008466) e o dominio proteico caracteristico
desta familia (PF05395).
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A busca de potenciais homologos através do BLAST implementado no UniProt,
também, confirmou que a DARPP-32 tem possiveis homoélogos em algumas espécies
de animais filogeneticamente préximos, como os primatas da familia Hominidae. Tais

espeécies incluem: Pan troglodytes, Gorilla gorila, Pan paniscus e pongo abelii.

Considerando que a sele¢cado de material restringiu a busca a ordem Primata é possivel
que ampliando ao grupo taxonémico na busca, encontrem um numero ainda maior de
potenciais homoélogos, visto que a DARPP-32, provavelmente, originou-se nos
ancestrais dos Gnathostomata e irradiou-se por todos os grandes grupos de

Vertebratas (yger & girault, 2011).

O estudo sobre a arquitetura proteica feito no UniProt e InterPro identificou a presenca
de um dominio caracteristico em DARPP-32, PPP1R1A e PPP1R1C, que engloba
uma regiao de aproximadamente 90 a 150 aminoacidos em conformidade com a
proteina em questdo, apresentando regides desordenadas como descrito nos
trabalhos de Dancheck e colaboradores (2008), Yger e Girault (2011) e Girault e Nairn
(2022).

A identificagao de grande variedade de possiveis residuos fosforilados, embora haja
divergéncia na relagdo ao numero predito de residuos fosforilados, entre o
PhosphoSitePlus e PROSITE, demonstra a importancia destas proteinas em varios
tipos de reacdes bioquimicas em que a fosforilacdo tem participacdo, como a inibicao
de atividade de PP1.

Neste sentido, a divergéncia pode estar relacionada ao fato de que o PhosphoSitePlus
utiliza como fonte literatura cientifica relacionada a MPTs, especialmente, a
fosforilagdo, e o PROSITE, que utiliza como fonte algoritmos de busca que
encontrardo as mais provaveis combinagcées de motivos, sitios € dominios em um
proteoma, sendo que, a chance de falsos positivos neste ultimo é grande (STROH, et
al., 2002).

O grande numero de residuos possivelmente fosforilados, demonstra a importancia

desta Modificacao Pos-Traducional na manutengdo da vida, refletida nos varios
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processos bioldgicos sob influéncia de tais reagcées, como o crescimento, a migragao
e a divisao celular (REBELO, et al., 2015).

Apesar do descobrimento da DARPP-32 ter ocorrido ha mais de 40 anos (GIRAULT
& NAIRN, 2021), este estudo, notabiliza-se por caracterizar DARPP-32 e as irmas
paralogas como PIDs, fato esse, que é sustentado em trabalhos recentes (AVANES,
et al., 2019) e (GIRAULT & NAIRN, 2021).

Sendo assim, as estruturas tridimensionais estdo ausentes ou possuem baixa
confiabilidade em bancos de dados estruturais sobre proteinas como o Protein Data
Bank (PDB), (VELANKAR, et al., 2021) e AlphaFold (VARADI, et al., 2021).

O enquadramento de DARPP-32 como PID ganha reforco com a predicdo da regiao
rica em glutamato identificada no PROSITE, confirmando o fato descrito na literatura
(AVANES, et al., 2019). A caracterizagao de tais proteinas como PIDs e a identificagéo
das regides de desordem podem ser uteis em pesquisas sobre a relagcdo de tais
proteinas com a origem de doengas como canceres e transtornos mentais, podendo
auxiliar na compreensao de como as PIDs, a despeito da plasticidade conformacional
qgue possuem, podem influir em mecanismos bioquimicos e fisioldgicos tdo complexos
e dindmicos como a plasticidade sinaptica, como se constata no caso de DARPP-32,
inclusive sendo possivel que esta instabilidade seja a razao da influéncia em tais

mecanismos.

Uma constatacgao interessante deste estudo in silico € que o perfil rico em glutamato,
considerado como um fator na caracterizagao de uma PID, na pesquisa feita através
do PROSITE, somente é identificado em DARPP-32. Sendo que, esta ferramenta nao
identifica 0 mesmo perfil quando a pesquisa é feita com as sequéncias de PPP1R1A
ou PPP1R1C. Além disso, uma pesquisa bibliografica no PubMed utilizando como
palavras chave: profile, rich, glutamic acid, PPP1R1A e PPP1R1C nao retorna

nenhum resultado que relacione a presenca dessa regiao nas duas proteinas.

Entao, pode-se levantar algumas hipoteses: 1) A presenca de glutamato ndo tem
influéncia no fato de que PPP1R1A e PPP1R1C sejam PIDs. 2) Pode ser que, néao

exista ou haja poucos trabalhos relacionados a regiao rica em glutamato com essas
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proteinas e o fato de serem PIDs. 3) Talvez, devido a pouca atengcdo na pesquisa
cientifica sobre essas duas proteinas, este perfil, rico em glutamato possa existir,

porém tenha sido ignorado nos trabalhos ja realizados.

De qualquer forma, a auséncia de resultados sobre a regido rica em glutamato em
PPP1R1A e PPP1R1C é digna de nota, pois tratam-se de proteinas com uma historia
evolutiva “proxima” e a elevada concentracdo deste aminoacido, juntamente com
outros aminoacidos como, a lisina, a arginina e em algumas proteinas, a prolina, é
uma caracteristica marcante das PIDs (NELSON & COX, 2019). Tomadas todas essas
informacdes em conjunto, elas tornam-se relevantes nas areas de genética molecular

e bioquimica evolutiva.

A predicao feita no PSIPRED das propriedades bioquimicas da estrutura secundaria
de DARPP-32, PPP1R1A e PPP1R1C apresenta inconsisténcias como a identificagao
de peptideo sinal e dominio extracelular e transmembrana, os quais ndo sao

registrados na literatura cientifica sobre estas proteinas.

Tais inconsisténcias podem ocorrer em funcado de erros na avaliacao individual de
cada aminoacido na estrutura secundaria. Apesar de tais problemas, o PSIPRED na
predicdo individual de cada aminoacido da estrutura primaria e de cada uma das
proteinas da familia IPP-1 confirmou o alto numero de aminoacidos polares e,
possiveis formadores de carga em relagdo ao numero de aminoacidos hidrofébicos.
Essa relacdo tem importancia no fato de tais proteinas comportarem-se como

proteinas intrinsecamente desordenadas (HABCHI, et al., 2014).

Nota-se, interessante, que a identificacdo de regides desordenadas, apesar da
variagdo na terminologia empregada na classificacdo de tais regides entre MObiDB-
lite e PSIPRED e de acordo com os conceitos fisico-quimicos utilizados tém igual
finalidade. Em outras palavras, regides de polianfélitos, polieletrolitos ou regides
hidrofobicas, polares e apolares, sao classificagoes baseadas em propriedades fisico-

quimicas das sequéncias e dos aminoacidos que as constituem.
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A maior similaridade encontrada entre PPP1R1A e PPP1R1C pode ser um indicativo,
que essas proteinas tiveram uma divergéncia em um tempo mais recente em
comparagao a DARPP-32 (PPP1R1B).

O alinhamento de sequéncias confirmou uma alta conservagédo de residuos entre a
posicdo de numero 8 a posi¢cdo de numero 38 da sequéncia das trés proteinas. A
similaridade tem especial destaque para o motivo KIQF, que tem papel secundario no
mecanismo de inibicdo de PP-1 através da fosforilagcdo no residuo Thr34 em DARPP-
32, como descrito nos trabalhos de Greengard e colaboradores (1999), Yger e Girault
(2011) e Girault e Nairn (2022).

Espera-se, também, que este estudo fomente trabalhos sobre a filogenética destas
proteinas e a identificacdo de possiveis alvos moleculares contra as enfermidades nas
quais elas tém participagcdo. Lembrando que, um unico trabalho in silico sobre DARPP-
32 é conhecido (UNG & TEOH, 2014).

O presente estudo in silico diferencia-se de tais trabalhos por trazer novas
informacdes, em especial, sobre as caracteristicas bioquimicas e fisico-quimicas das
sequéncias das proteinas, particularmente no que se refere as regides preditas como

intrinsecamente desordenadas.

Este trabalho foi desenvolvido, mas pode ser complementado, pois apresenta lacunas
que trabalhos vindouros possam vir a preencher, como informacgoes referentes as vias
metabdlicas em que ha participacdo de DARPP-32 e as homologas dela, e a
reconstrucao filogenética desta familia proteica. O acréscimo de tais informacoes sera
valioso para a compreensao da manutencao ao longo do tempo evolutivo de tais
proteinas, que demonstram compor uma familia bastante flexivel quanto a estrutura

bioquimica e interagdes moleculares.
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7 CONCLUSOES E PERSPECTIVAS

O presente trabalho confirma que DARPP-32 e as paralogas PPP1R1A e PPP1R1C
sao proteinas contendo grande numero de residuos potencialmente fosforilados e que
podem sofrer outras MPTs. Esta constatacdo junto a identificacdo de uma regiao
desordenada no centro da estrutura destas biomoléculas, corrobora a hipétese de que
essas proteinas, especialmente a DARPP-32, tem um papel-chave na mediacao de
cascatas bioquimicas complexas. Estas reagdes bioquimicas influenciam fenédmenos
fisioldgicos como a plasticidade sinaptica, que € uma propriedade dos tecidos

cerebrais em que DARPP-32 e as paralogas se fazem presente em maior grau.

A caracterizacdo bioquimica da estrutura predominantemente desordenada destas
proteinas e a identificacdo de residuos passiveis de fosforilagdo e outras MPTs podem
vir, em um futuro préximo, a subsidiar pesquisas que tenham como alvo regides
intramoleculares de tais proteinas, por meio de terapias inovadoras como a

nanofarmacologia e a terapia génica.

Embora ndo tenha sido feita a reconstrucao filogenética da familia IPP-1, espera-se
que pesquisas em filogenética possam vir a utilizar deste trabalho para elucidar a

historia evolutiva dessa familia de proteinas, dos mecanismos biologicos, moleculares
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e ambientais que garantiram a manutencao da espécie humana e a importancia que
tais proteinas demonstram ter na atividade fisiolégica, em especial, no que refere as

funcdes do Sistema Nervoso Central.

Pelo entendimento desses mecanismos, grandes avangos podem ocorrer na
pesquisa, desenvolvimento e inovagado de alternativas terapéuticas para um grande
numero de enfermidades em que DARPP-32, PPP1R1A e PPP1R1C demonstram ter
certa participacao, e espera-se que a compreensao sobre o grupo distinto das PIDs,
nas quais a DARPP-32 faz parte, auxilie a um melhor entendimento em termos de

historia evolutiva, propriedades bioquimicas e fendmenos biolégicos associados.
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