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RESUMO

A lepra ou hanseniase € uma doenca cronica infecciosa de pele e
nervos periféricos causados pelo patégeno intracelular obrigatério do
Mycobacterium leprae (M. leprae). A lepra afeta milhdes de pessoas em
todo mundo, principalmente os habitantes de paises pobres em
desenvolvimento e industrializados.

O sequienciamento do genoma do M. leprae revelou a presenca de genes
da via metabdlica do acido chiquimico, que tem uma importancia fundamental na
producdo de compostos aromaticos em plantas, bactérias e fungos. A via
metabolica do &cido chiquimico consiste em sete enzimas que catalisam a
conversao sequiencial de eritrose-4-fosfato (E4P) e fosfoenolpiruvato (PEP) em
corismato, a qual esta ausente em humanos, minimizando os efeitos toxicos das
drogas no organismo e aumentando a especificidade das novas drogas
desenvolvidas.

A anélise do modelo estrutural da chiquimato quinase de M. leprae
(MISK) complexada com acido chiquimico, adenosina difosfato(ADP) e
magnésio (Mg*?), a qual catalisa o quinto passo da via metabdlica do
acido chiquimico obtidos por métodos de modelagem molecular comparativa
foi validado e podera ser utilizado para o desenho de drogas especificas contra o
M. leprae e varios outros microrganismos que apresentam a mesma via.

Este trabalho aumenta a certeza de que a modelagem comparativa é uma
ferramenta Util em bioinformatica estrutural, uma vez que néo se tem acesso as

estruturas determinadas experimentalmente, podendo ser valiosa na anotagéo de
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sequéncias gendmicas, contribuindo para a genémica estrutural e funcional, e

simulagdes de docking proteina-ligante.
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ABSTRACT

Leprosy or Hansen’s disease is a chronic infection of the skin and
peripheral nerves caused for obligate intracellular pathogen Mycobacterium
leprae . The leprosy is affecting million persons in whole world, principally the
inhabitants of poor countries in development and industrialized.

The genome sequencing of M. leprae has revealed the presence of genes
of metabolic pathway of the shikimic acid, what is pivotal importance to
production of aromatic compounds in plants, bacteria and fungi. The metabolic
pathway of the shikimic acid consists of seven enzymes that catalyse the
sequential conversion of erythrose-4-phosphate (E4P) and phosphoenolpyruvate
(PEP) to chorismate, which is absent in humans, minimizing the toxic effects of
the drugs in the organism and increasing the specificity of the new drugs
developed.

The analysis of shikimate kinase structural model of M. leprae (MISK)
complex with shikimic acid, adenosine diphosphate (ADP) and magnesium
(Mg*?), which catalysing the fifth step of shikimic acid metabolic pathway
obtained by methods of molecular comparative modeling was validated and it
will be able to draw specific drugs against M. leprae and several other
microorganisms that presents the same pathway.

This work increase the conviction that comparative modeling is an useful
tool in structural bioinformatics, once that have not acess to the experimentally

determined estructures, can be valuable in annotating genome sequence,
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contributing to the structural and functional genomics, and protein-ligand

docking simulations.

10
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1. INTRODUCAO

A lepra ou hanseniase ¢ uma doenga cronica infecciosa de pele e nervos
periféricos causada pelo patogeno intracelular obrigatorio Mycobacterium leprae.
Os danos para os nervos periféricos resultam no enfraquecimento motor e sensor
com caracteristicas de deformacdo e inabilidade (BRITTON & LOCKWOOD,
2004).

Em 1985, foram estimadas 12 milhdes de pessoas com lepra no mundo,
uma prevaléncia de 12 por 10.000. Em 2000, a Organiza¢do Mundial de Saude
(OMS) relatou que foram 597.000 casos registrados e 719.000 novos casos
detectados durante 2002, resultando em uma prevaléncia global de pacientes
leprosos registrados abaixo de 1 por 10.000. Quinze paises ainda tem uma
prevaléncia maior que 1 por 10.000, principalmente paises da Asia, Africa e
Ameérica do Sul. H& uma concentracdo de 83% dos casos registrados somente em
6 paises: India, Brasil, Burma, Indonésia, Madagascar e Nepal (BRITTON &
LOCKWOOD, 2004). Com isso, fica clara a presenca da bactéria em paises

pobres em desenvolvimento e industrializados.

11
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Leprosy: latest prevalence rates =4
2002

B2t053
O1w2
O0te1 (73

Figura 1: Distribuicdo geografica da taxa de prevaléncia do Mycobacterium leprae no mundo em
2002(OMS).

A lepra vem infeccionando a populacdo humana por milhares de anos e
confundido cientistas desde a identificagdo do agente etioldgico, o M. leprae
(MONOT et. al., 2005).

O M. leprae foi descoberto em 1873 pelo cientista noruegués Gerhard
Armauer Hansen, sendo morfologicamente muito semelhante ao bacilo causador

da tuberculose (http://www.brasilescola.com/doencas/hanseniase.htm). O M.

leprae € um organismo resistente, pode sobreviver fora do corpo durante até 45
dias. Em paises onde a lepra é endémica, tais como Etidpia e Indonésia, até 5%
da populacéo carregam o DNA do M. leprae, sem evidéncia da doenca.

A transmissdo do M. leprae se d& atraveés da mucosa nasal de pacientes
néo tratados, provavelmente o mycobacterium sobrevive no meio ambiente antes
de infectar o proximo hospedeiro (LOCKWOOD & SUNEETHA, 2005). Outra

possibilidade é o contato direto com a pele através de feridas de doentes. No

12
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entanto, é necessario um contato intimo e prolongado para a contaminagéo, como
a convivéncia de familiares na mesma residéncia. Dai a importancia do exame
dos familiares do doente de hanseniase. A maioria da populacdo adulta é
resistente a hanseniase, mas as criangas sdo mais susceptiveis, geralmente
adquirindo a doenga quando ha um paciente contaminado na familia. O periodo
de incubacdo varia de 2 a 7 anos e entre os fatores predisponentes estdo o baixo
nivel socio-econdbmico, a desnutricdio e a superpopulacdo domeéstica

(http://www.dermatologia.net/neo/base/doencas/hanseniase.htm).

Como néo se transmite com facilidade, ndo sdo registradas grandes
epidemias. A hanseniase chegou ao Brasil na época do descobrimento, espalhou-
se e permanece, até hoje, sendo considerada um dos mais sérios problemas da
saude publica no pais. Ocupamos o 1° lugar da América Latina e 2° lugar do
mundo em nimero de doentes, ficando atras somente da India (BRITTON &

LOCKWOOD, 2004).

1.1. Via Metabélica do Acido Chiquimico

A via metabolica do acido chiquimico € uma das rotas biossintéticas que leva a
produgdo de alguns dos metabolitos primérios e secundarios importantes na
natureza (GANEM, 1978; DE OLIVEIRA, 2001). O &cido chiquimico (Figura 2)
foi primeiramente isolado por Eykmann, em 1885, a partir da fruta da planta
oriental Hlicilum religiosum, sendo seu nome derivado do nome em japonés para
esta planta, shikimi-no-ki (CAMPBELL et al., 1993). Entretanto, sua estrutura
permaneceu desconhecida por aproximadamente 50 anos. Somente na década de

30, gragas aos esforgcos pioneiros de Fisher, Freudenberg e Karrer, a estrutura

13
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completa e a estereoquimica absoluta deste acido carboxilico foi determinada

(GANEM, 1978).

COO- COO-
i
o™ ™ OH 5 o—cC
OH OH COOH
ac. chiquimico 4c. corismico

Figura 2 — Estruturas quimicas do acido chiquimico e do acido corismico.

Estudos subseqientes de Bernhard Davis (1950) e de outros pesquisadores
como David Sprinson e Frank Gibson nos 25 anos seguintes (GIBSON, 1999)
revelaram uma rota bem definida de oito metabdlitos intermediarios que
conduziam, a partir da glicose, primeiro para o acido chiquimico, e depois ao
acido corismico (Figura 2). Estas substancias constituiam uma rota biossintética
comum que seria re-direcionada para a formacdo de varios metabolitos
arométicos mono e policiclicos em plantas e microrganismos por diferentes
caminhos (GANEM, 1978).

A via metabolica do acido chiquimico conecta o metabolismo de
carboidratos a biossintese de compostos aromaticos, numa sequéncia de sete
etapas metabolicas. A etapa inicial é a condensacdo do PEP com E4P. Na
segunda etapa o 3-deoxi-D-arabino-acido heptulosonico 7-fosfato (DAHP) perde
seu grupamento fosforila e cicliza-se para 3-desidroquinato. A desidratacéo
fornece entdo 3-desidrochiquimato, que é reduzido usando como co-fator
nicotinamida adenina dinucleotideo (NADH) a D-chiquimato. Na quinta etapa

ocorre uma fosforilacdo especifica do grupo 3-hidroxil da D-chiquimato usando

14
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adenosina trifosfato (ATP), como co-fator. Na sexta etapa uma segunda molécula
de PEP condensa-se com chiquimato 3-fosfato (S3P) para produzir 5-enoilpiruvil
3-fosfato. Na etapa final o 5-enoilpiruvil 3-fosfato perde seu grupamento
fosforila, produzindo corismato (Figura 3), o precursor dos aminoacidos
aromaticos (Phe, Trp e Tyr) (Figuras 4) e de muitos metabdlitos secundarios
aromaticos. Todas as vias intermediarias tambem podem ser consideradas como
compostos de conexd que podem servir como substrato para outras vias
metabdlicas (HERRMANN & WEAVER, 1999).

A via metabdlica do acido chiquimico € composta pelas enzimas: 3-deoxi-
D-arabino-acido heptulosonico 7-fosfato Sintase (DAHPS), 3-Desidroquinato
Sintase (DHQS), 3-Desidroquinato Desidratase (DHQD), Chiquimato-5-
Desidrogenase (SD), Chiquimato Quinase (SK), 5-Enoilpiruvilchiquimato 3-

fosfato Sintase (EPSPS) e Corismato Sintase (CS).

15
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A via metabolica do &cido chiquimico é essencial para algas, plantas,
bactérias e fungos, mas € ausente em animais, pois esses adquirem oS
aminoacidos aromaticos através da sua alimentacdo (COGGINS et al., 2003). Por
causa disso as enzimas pertencentes a esta via representam importantes alvos
para 0 desenvolvimento de herbicidas (KISHORE & SHAH, 1988),
antimicrobianos potencialmente ndo toxicos (DAVIES et al., 1994) e drogas
antiparasitas (ROBERTS et al., 1998) (KRELL et al., 1998; PEREIRA et al.,
20044a; PEREIRA et al., 2004b).

Em microrganismos, a via metabolica do &cido chiquimico é regulada pela
inibicdo por retroalimentagdo e pela repressdo da primeira enzima: a DAHPS nas
vias intermediarias ou para produtos finais. Em plantas, nenhum inibidor
fisiologico pela retroalimentacdo foi identificado. Esta diferenca entre
microrganismos e plantas é refletida na variagdo das estruturas primarias das
DAHPS (HERRMANN & WEAVER, 1999). A organizagdo e a estrutura
molecular das enzimas da via metabolica do &cido chiquimico variam
consideravelmente entre grupos de microrganismos.

As bactérias tém sete polipeptidios individuais, cada um possui uma unica
atividade enzimatica, e sdo codificados por genes separados. As plantas tém um
arranjo molecular similar as bactérias, com a exce¢cdo do DHQD e SD, que
possuem dominios separados em um polipeptidio bifuncional (CAMPBELL et
al., 2004; HERRMANN & WEAVER, 1999). Em contraste, todos os fungos
examinados tém as enzimas DAHPS e CS como polipeptidios monofuncionais e

0 restante das enzimas como um polipeptidio pentafuncional denominado

18
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AROM. O polipeptidio AROM tem os dominios analogos as enzimas
bacterianas: DHQS, EPSPS, SK, DHQD e SD (CAMPBELL et al., 2004). As
enzimas DHQS e EPSPS formam o dominio N-terminal e SK, DHQD e SD
formam o dominio C-terminal da proteina. A proteina de AROM esta relacionada
a regulacdo da transcri¢do eucaridtica (CARPENTER et al., 1998; HERRMANN
& WEAVER, 1999).

Um aspecto evolucionario muito interessante do metabolismo aromatico
em fungos é uma duplicacdo do gene arom que resulta nos genes que codificam
proteinas regulatérias para a degradacdo do quinato (HERRMANN &
WEAVER, 1999). Os complexos AROM estudados foram Neurospora crassa,
Aspergillis nidulans (CARPENTER et al., 1998), Saccharomyces cerevisiae,
Schizosaccharomyces pombe, e Pneumocystis carinii (HERRMANN &
WEAVER, 1999).

O corismato é o ultimo produto comum da via metabolica do acido
chiquimico e precursor chave para a biossintese de PABA, éacido p-
hidroxibenzdico, micobactinas e dos amino&cidos aromaticos essenciais (Figuras

4 e5) (ROBERTS et al., 2002; DOSSELAERE & VANDERLEYDEN, 2001).
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Figura 5 — O corismato e 0s compostos essenciais sintetizados a partir do corismato estdo destacados por
quadros em vermelho (DE OLIVEIRA, 2001).

As bactérias gastam mais de 90 % da sua energia metabolica total na
biossintese de proteina. Conseqiientemente, a via metabolica do acido chiquimico
em bactérias serve quase exclusivamente para sintetizar aminoécidos aromaticos
(HERRMANN, 1995a). O bloqueio de qualquer uma das sete etapas da via

metabdlica do &cido chiquimico por meio da inibicdo de uma de suas enzimas
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especificas poderia, em principio, levar a bactéria a morte pela néo
disponibilizacdo de metabolitos essenciais para a sua sobrevivéncia
(HERRMANN, 1995a). Qualquer microrganismo podera, em principio, ser
combatido por inibidores das enzimas da via metabdlica do &cido chiquimico que

impossibilitardo a produgéo do corismato.

1.2. Chiquimato Quinase

A chiquimato quinase é a quinta enzima da via metabolica do acido
chiguimico (Figura 6), catalisa a fosforilacdo especifica do grupo 3-hidroxil do
acido chiquimico usando Adenosina Trifosfato (ATP) como um co-substrato

(KRELL et al., 1998; PEREIRA et al., 2004a; PEREIRA et al., 2004b).

CoCo CoCo

\ SK
HO ™ oH \ Plo OH
H ATP ADP ;

> OH
D-Chiquimato Chiquimato
3-fosfato
Figura 6 — Reagdo catalisada pela enzima SK.

A SK pertence a familia de quinases do monofosfato de nucleosideo
(NMP). Uma caracteristica das quinases de NMP é que sofrem uma grande
mudanca conformacional durante a catalise (VONRHEIN et al., 1995). Existem
duas regides flexiveis na estrutura que séo o sitio de ligacdo SB e o dominio LID.
Na SK, o dominio de ligacdo do chiquimato (SB) corresponde ao dominio de

NMPB de quinases NMP (PEREIRA et al., 2004b). As quinases de NMP (Y SAI
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& YAN, 1999) sdo compostas de trés dominios: 0 NUCLEO (CORE), a TAMPA
(LID), e 0 dominio de ligacdo do NMP (NMPB).

O dominio CORE contém um laco de ligagéo do fosfato (P-loop) altamente
conservado, o dominio LID fecha o sitio de ATP e carrega residuos
funcionalmente essenciais, e 0 dominio NMPB ¢ responsavel pelo
reconhecimento e ligagdo especifica de NMP (GU et al., 2002).

Os trés motivos funcionais de ligagdo do nucleotideo das enzimas sdo
reconhecidos para SK de M. tuberculosis (PEREIRA et al., 2004a,b; GU et al.,
2002), incluindo o motivo Walker A, um motivo Walker B e um laco de ligagéo
da adenina. O motivo Walker A é localizado entre a primeira folha B (B1) e a
primeira hélice a (al), contendo a seqléncia conservada GXXXXGKT/S
(WALKER et al., 1982), onde X representa um aminoacido qualquer. Este
motivo da forma ao laco de ligacdo do fosfato (P-loop). Além do motivo Walker
A, uma segunda seqliéncia conservada ZZDXXG chamada de motivo Walker B
(WALKER et al., 1996) é observada, onde Z representa um residuo hidrofobico
(PEREIRA et al., 2004a,b), onde se acomoda o ion Mg®*. Este dominio é
encontrado em todas as enzimas SK conhecidas e também em diversas proteinas
que ligam ATP e GTP (KRELL et al., 1998). Todas estas proteinas que contém o
laco de ligacdo do fosfato (P-loop) apresentam uma estrutura em seu dominio
central formada de quatro fitas B paralelas e por dois pares de hélices a-
flanqueadas (MILNER-WHITE et al., 1991).

Foi colocada abaixo uma tabela com algumas informagdes sobre as

estruturas de chiquimato quinase ja conhecidas que foram depositadas no PDB.

22



Dissertacdo de Mestrado

Tabela 1 — Tabela com as estruturas de chiquimato quinases depositadas no PDB.

tuberculosis

Organismo Cadigo de Resolucéo (A) Referéncias
Acesso PDB
Mycobacterium 1WE2 2,30 PEREIRA et al., 2004a.
tuberculosis
Erwinia 2SHK 2,60 KRELL et al.,1997.
chrysanthemi
Mycobacterium 1UBA 2,15 DHALIWAL et al., 2004.
tuberculosis
Mycobacterium 1L4Y 2,00 GU et al., 2002.
tuberculosis
Mycobacterium 1L4U 1,80 GU et al., 2002.
tuberculosis
Erwinia 1E6C 1,80 KRELL et al., 2001.
chrysanthemi
Erwinia 1SHK 1,90 KRELL et al., 1997.
chrysanthemi
Escherichia coli 1KAG 2,05 ROMANOWSKI et al., 2002.
Campylobacter jejuni 1VIA 1,57 BADGER et al., 2005.
Mycobacterium 2DFT 2,80 DIAS et al., (submeter).
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2. OBJETIVOS

O principal objetivo deste trabalho foi obter o modelo tridimensional da
chiguimato quinase (CQ) de M. leprae e analisar o comportamento da regido que
forma o LID na CQ, através da aplicagdo de metodos de modelagem molecular
por homologia ou comparativa, tendo vinculo com o projeto Genoma Estrutural
que tem por sua vez 0 objetivo de fornecer a estrutura tridimensional de
proteinas, que foram identificadas nos projetos de seqlienciamento de genomas,
sendo elas determinadas por técnicas experimentais tais como cristalografia de
raios X, ressonancia magnética nuclear ou por modelagem molecular.

Levando em consideracdo este objetivo geral, a realizacdo deste trabalho
consiste em modelarmos a chiquimato quinase de M. leprae em trés complexos
diferentes (ADP:MG:CL, ADP:MG:SHI:CL e ADP:MG), que ainda ndo tem
nenhuma estrutura cristalografica. Tendo a finalidade de propor a compreenséo
da interacdo proteina/ligante e fornecer um modelo para desenho de inibidores.
Qualquer microrganismo podera, em principio, ser combatido por inibidores
dessa enzima da via metabolica do acido chiquimico, que impossibilitardo a
produgéo do acido corismico. A utilizagdo de uma das enzimas da via metabolica
do &cido chiquimico como alvos para o desenvolvimento de inibidores pode ser
plenamente justificada e validada pela inibicdo especifica da 5-
Enoilpiruvilchiquimato  3-Fosfato Sintase (EPSPS) pelo glifosato (N-

(fosfonometil) glicina), o qual é um herbicida efetivo e especifico.
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3. METODOLOGIA E FERRAMENTAS

3.1. Modelagem Molecular por Homologia ou Comparativa

O conhecimento da estrutura tridimensional de uma proteina constitui uma
informac&o valiosa para a determinagdo de sua funcdo, pois com isso pode-se
permitir a identificacdo de dominios, sitios cataliticos, sitios de regulagéo
alostérica dentre outras funcdes. Apesar de todas as técnicas inovadoras,
sobretudo nas &reas de cristalografia de raios X e de ressonancia magnetica
nuclear (RMN), muitos problemas persistem, pois ndo é facil a obtengdo de
amostras em quantidades suficientes para 0S ensaios necessarios e os cristais
obtidos nem sempre tem uma boa qualidade para a obtencao de dados de difragéo
de raios X. Além disso, em certas classes de proteinas, como por exemplo, as
proteinas de membrana celular, a determinacgdo estrutural € uma desafio, pois
essas proteinas raramente cristalizam e dificilmente podem ser tratadas de modo
satisfatorio por RMN (FILHO SANTOS e DE ALENCASTRO, 2003).

Relacionamentos evolucionarios permitem o0 uso de métodos
computacionais para predizer a estrutura tridimensional de uma proteina baseada
na sua similaridade com estruturas de proteinas conhecidas (ARCURI et al.,
2004; PEREIRA et al.,, 2003; DA SILVEIRA et al., 2004). Entre todas as
aproximacgOes tedricas atuais, a modelagem molecular comparativa ou por
homologia de estruturas de proteina é o Gnico método computacional que tem o
potencial de construir um modelo 3D para uma proteina de estrutura
desconhecida (o alvo) baseada em uma ou mais proteinas relacionadas de

estruturas conhecidas (os moldes) com precisdo e confianca comparaveis a
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estruturas experimentais de baixa resolucdo a partir da seqiiéncia de aminoacidos
(TRAMONTANO et al.,, 2001; BLUNDELL et al.,, 1987; GREER, 1981;
JOHNSON et al., 1994; SALI & BLUNDELL, 1993; SALI, 1995; SANCHEZ &
SALI, 1997; MARTI-RENOM et al., 2000; FISER et al., 2002; SANCHEZ &
SALI, 2000).

A técnica de modelagem, em geral, é cercada por diversas dificuldades,
tais como alinhamentos problematicos que geram 0s erros na modelagem
comparativa, modelagem de Alcas (loops) existéncia de multiplos
conformacionais, a modelagem de sitios de ligacdo e modelagem das cadeias
laterais (MUNIZ, 2003).

O principal fator que influéncia a obtencdo de uma boa modelagem
molecular esta correlacionado com a identidade da seqiiéncia em que o modelo
estd sendo baseado, levando em consideragdo como corte uma identidade da
sequéncia menor que 30%, pois abaixo dessa identidade aumentam rapidamente
os erros de uma modelagem molecular. Os modelos comparativos tém sido
usados em estudos de mecanismos cataliticos de enzimas, desenho e
melhoramento de ligantes, docking de macromoléculas, screening virtuais e
docking de pequenos ligantes, etc (FISER et al., 2002).

Os métodos atuais de modelagem molecular consistem basicamente em
quatro passos: identificagdo e selecdo de proteinas moldes; alinhamento das
sequéncias primarias; construgdo das coordenadas atémicas do modelo e
validacdo. A seguir € mostrado um esquema geral do processo de modelagem de

proteinas por homologia (Figura 7) (SALI e OVERINGTON, 1994).
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Figura 7 — Esquema dos passos da modelagem molecular comparativa (SALI & BLUNDELL, 1993).

A modelagem molecular, portanto, consiste em VAarios passos para a
obtencdo do modelo:
3.1.1. Identificacdo e selecdo de proteinas molde: essa etapa consiste em
identificar uma ou mais seqiiéncias de proteinas de estrutura tridimensional

conhecida, para servir de molde para a determinacéo da estrutura tridimensional
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da sequiéncia a ser modelada (proteina alvo). A busca por este molde pode ser
feita no PDB (BERNSTEIN et al., 1977; BERMAN et al, 2000)
(http://www.rcsb.org.pdb) desde que seja conhecida a familia da proteina alvo,
ou podem ser utilizadas outras ferramentas de busca como o BLAST
(ALTSCHUL et al., 1997) ou FASTA (PEARSON, 1990).

3.1.2. Alinhamento: depois de definido o molde, pode-se executar a etapa
seguinte que é o alinhamento da sequéncia alvo com a seqiéncia molde. O
objetivo do alinhamento é alinhar residuos estruturalmente equivalentes levando
em conta caracteristicas estruturais comuns, tais como, elementos de estrutura
secundéria e residuos cataliticos (FILHO SANTOS & DE ALENCASTRO,
2003). Neste processo, podem ocorrer os chamados “gaps” que Sd80 espagos
vazios e sdo representados por linhas tracejadas, correspondem principalmente a
regides de algas. Se tivermos selecionado mais de uma seqiiéncia molde, teremos
que alinhar a seqtiéncia alvo com todos as seqiiéncias dos moldes selecionadas,
obtendo-se dessa forma um alinhamento mdltiplo. Existem véarios programas
para realizar o alinhamento das sequiéncias, tais como, BLAST (ALTSCHUL et
al., 1997), o FASTA (PEARSON, 1990), o CLUSTAL (THOMPSON, et al.,
1994) e o MULTALIN (CORPET, 1998), todos se encontram disponiveis na
internet.

3.1.3. Construgdo do modelo: existem varios métodos para executar-se a
constru¢cdo do modelo tridimensional da proteina alvo. Um deles leva em
consideracdo a modelagem através da montagem de corpo rigido, construindo o

modelo atraves de algumas regifes centrais, algas e cadeias laterais, que séo
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obtidas ao se dissecar as estruturas relacionadas. Um outro método, utiliza
segmentos modelados emparelhando-os e confiando nas posi¢des aproximadas
dos atomos conservados nos modelos e calculando as coordenadas dos outros
atomos. Ja um terceiro método, faz a modelagem satisfazendo as restrigdes
espaciais, usando a distancia geométrica ou técnicas de otimizagdo, para
satisfazer as restrigdes espaciais, obtidas do alinhamento da seqtiéncia designada
com o modelo estrutural. As precisdes dos métodos sdo relativamente
semelhantes quando adequadamente usados (FISER e SALI, 2000).

Neste trabalho de modelagem da Chiquimato Quinase de M. leprae, foi
utilizada uma aproximagdo automatizada para modelagem comparativa de
estrutura de proteina baseada na satisfacdo da restricdo espacial (Figura 8) (SALI
& BLUNDELL, 1993; FISER, 2000) que e executada pelo programa
MODELLER (http://salilab.org/modeller) (SALI & BLUNDELL, 1993; FISER
et al, 2002), através do servidor de web PARMODEL (UCHOA et al.,
2004)(http://www.biocristalografia.df.ibilce.unesp.br/bmsystools).

A modelagem comparativa por satisfacdo de restricdo espacial consiste de
trés etapas basicamente para construcdo do modelo (alvo). Na primeira etapa da
construcdo do modelo, as restricdes espaciais da sequéncia alvo sdo calculadas, a
partir do segundo alinhamento gerado. No geral, as restri¢cdes sdo expressas como
funcbes de densidade de probabilidade condicional (pdf) P(f/1) para a
caracteristica espacial restrita f, dado diversas variaveis | que foram encontradas

para as caracteristicas a serem preditas. Ha trés tipos de restricdes, dependem da
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origem e da natureza da informacéo | (SALI & BLUNDELL, 1993; FISER et al.,
2002).

Primeiramente, as restricdes sdo obtidas para aqueles residuos do alvo que
sdo alinhados com os residuos do molde. Esta homologia derivada das restrigdes
limitando as distancias entre os &tomos da cadeia principal e cadeia lateral, bem
como os angulos diedros da cadeia principal (@, ¥ ¢ Q) e os angulos diedros da
cadeia lateral (y;), onde estas restricdes foram obtidas de uma anélise estatistica
de 105 familias alinhadas que incluem 416 proteinas definidas estruturalmente
(SALI & OVERINGTON, 1994). Por exemplo, uma restricdo numa certa
distancia entre dois Ca-Ca equivalentes em duas estruturas de proteina
relacionadas s@o bem descritas por uma soma ponderada de duas funcdes
Gaussianas que correspondem as duas distancias do molde, respectivamente
(SALI & BLUNDELL, 1993; FISER et al., 2002).

A segunda classe de restricdes reflete as preferéncias estatisticas extraidas
das estruturas de proteinas conhecidas no geral e sdo relacionadas aos potenciais
estatisticos meédios de forca (FISER et al., 2002). As restricdes dependem
somente dos tipos restritos de 4&tomos ou residuos e néo da estrutura do molde.
Estas restricdes séo aplicadas a cadeia principal e aos angulos diedros da cadeia
lateral dos residuos alvos que néo séo alinhados com os residuos do molde e para
as distancias entre todos os pares de 4&tomos nédo ligados. S&o usados porque
foram encontrados para resultar em modelos mais exatos do que 0s termos
correspondentes do campo de forga mecanica molecular (FISER et al., 2000;

SALI & BLUNDELL, 1993; FISER et al., 2002).
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Alinhamento Alvo-Molde

3D GKITFYERGFQGHCYESDC~NLQP...
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Figura 8 — Modelagem comparativa de estrutura de proteina por satisfacdo de restrigdo espacial
(FISER et al., 2002). Primeiro, a estrutura 3D conhecida usada como modelo é alinhada com a
seqliéncia (alvo) a ser modelada. Segundo caracteristicas espaciais sdo transferidas do modelo para o
alvo. Terceiro e Gltimo passo, 0 modelo 3D ¢é obtido por satisfagdo de todas as restrigdes que sdo
possiveis.

O terceiro tipo de restricdo é obtido a partir do campo de forga mecanica
molecular do CHARMM-22 (MACKERELL et al., 1998) e incluem restri¢des de
ligagbes quimicas. Estas restricbes mecanicas moleculares reforgam
estereoquimicamente o modelo correto. Depois que todas as pdfs séo calculadas,
seus logaritmos sdo somados para obter uma funcdo objetiva que dependa do
modelo e dé sua probabilidade. Finalmente, o modelo que contem todos os
atomos excluindo o hidrogénio é calculado otimizando a funcdo objetiva no
espaco cartesiano. A otimizacdo é realizada pelo método da funcdo do alvo
variavel que emprega gradientes conjugados e a dindmica molecular com

simulated annealing (SALI & BLUNDELL, 1993; FISER et al., 2002).
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A saida € um modelo 3D para a seqiiéncia alvo contendo todas as cadeias
principais e cadeias laterais dos atomos sem o hidrogénio. Além da construcéo do
modelo, 0o MODELLER (SALI & BLUNDELL, 1993) executa tarefas auxiliares
adicionais como: incluir um alinhamento de duas seqiiéncias de proteina ou de
seus perfis, alinhamento multiplo de seqiiéncias e/ou de estruturas de proteina,
calculo de arvores filogenéticas, e a modelagem de algas nas estruturas de
proteina (JACOBSON & SALLI, 2004). O programa e usado com uma linguagem
de script e ndo tém gréaficos. E escrito na linguagem de programacéo Fortran90 e
funciona em computadores com o sistema operacional Unix (SALI &
BLUNDELL, 1993).

PARMODEL (UCHOA et al., 2004) é um pipeline e um servidor web
para modelagem comparativa automatizada de estruturas de proteinas 3D. O
PARMODEL tem como objetivo executar a modelagem, avaliagéo, visualizagéo
e otimizacdo dos modelos de proteinas, consequientemente é subdividido em
quatro modulos: Modelagem Parmodel, Avaliacdo Parmodel, Visualizagdo
Parmodel, e Otimizacdo Parmodel. O PARMODEL automatiza e integra os
principais programas usados na modelagem comparativa como: MODELLER
(SALI & BLUNDELL, 1993), PROCHECK (LASKOWSKI et al.,, 1993),
Raster3D (BACON & ANDERSON, 1988; MERRITT, 1994), MOLSCRIPT
(KRAULIS, 1991) e GROMACS (VAN GUNSTEREN et al., 1996;
BERENDSEN et al., 1995; LINDAHL et al., 2001).

PARMODEL executa a paralelizagio do MODELLER em um cluster

Beowulf de 16 PCs rodando em Linux. O usuario pode construir varios modelos
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para uma mesma proteina (até 1000) e pode aumentar a possibilidade de obter
um bom modelo, porque as mudancgas nas restricdes espaciais iniciais geraréo
diferentes conformacgdes na estrutura final.

O mddulo de modelagem do PARMODEL requer algumas informacdes e
arquivos na interface de entrada de dados para comecar a modelagem dos
modelos, como: (i) a seqiiéncia de aminoacido da proteina (alvo), (ii) até oito
estruturas de proteinas (moldes), (iii) o numero de modelos 3D (alvo) a ser
modelado, (iv) escolher o método experimental dos modelos, (v) escolher o
numero de ligantes do modelo (alvo) ou se néo vai ser modelado com ligantes,
(vi) escolher que programas serdo usados para avaliar os modelos: PROCHECK
(LASKOWSKI et al., 1993) e 3DAnalysis (LUTHY et al., 1992; BOWIE et al.,
1991) e (vii) escolher como os modelos finais serdo classificados, pela fungéo
objetiva do MODELLER ou pela qualidade estereoquimica. Depois de entrar
com as informacdes é so submeter os dados de entrada e aguardar o retorno do
melhor modelo gerado. O mddulo de modelagem do PARMODEL retorma os
resultados da modelagem por e-mail, que contém um arquivo comprimido com o
melhor modelo da estrutura de proteina (alvo), o resultado do alinhamento, uma
lista com a fungdo objetiva do MODELLER ou da qualidade estereoquimica do
modelo para todos os modelos construidos e os resultados da analise para o
melhor modelo.

3.1.4. Avaliagido do Modelo:
A validacdo do modelo € uma etapa essencial que pode ser executada em

diferentes niveis de organizacdo estrutural. O modelo pode ser avaliado como um
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todo ou por regides. Como a qualidade do modelo depende muito da estrutura
molde utilizada, esta ultima deve ter preferencialmente uma resolucéo acima de
2,0A e com um fator-R inferior a 20%, pois com isso 0 modelo terd qualidades
proporcionais a da estrutura 3D utilizada como molde (SANCHEZ AND SALLI,
1998). Primeiramente, precisamos notar se existem grandes diferencas
conformacionais que ndo podem ser explicadas entre os elementos de estrutura
secundaria das estruturas molde e da estrutura modelada (FILHO SANTOS e DE
ALENCASTRO, 2003).

A qualidade estereoquimica do modelo é de fundamental importancia,
sendo o PROCHECK (LASKOWSKI, et al., 1993) o programa mais utilizado na
avaliagdo dos parametros estereoquimicos. Ele avalia os comprimentos de
ligagdo, os angulos planos, a planaridade dos anéis de cadeias laterais, a
quiralidade, as conformacdes das cadeias laterais, a planaridade das ligagdes
peptidicas, os angulos torcionais da cadeia principal e das cadeias laterais, 0
impedimento estérico entre pares de atomos nédo-ligados e a qualidade do grafico
de Ramachandran (RAMAKRISHNAN e RAMACHANDRAN, 1965). O gréfico
de Ramachandran é util porque ele define os residuos que estdo nas regides mais
favoraveis e nas regides desfavoraveis e orienta a avaliagdo da qualidade dos
modelos tedricos ou experimentais de proteinas (RAMAKRISHNAN e
RAMACHANDRAN, 1965). Também foram usados 0s seguintes programas:
WHATCHECK/WHATIF (HOOFT et al., 1996; VRIEND, 1990), VERIFY-3D
(BOWIE et al.,, 1991; LUTHY et al.,,1992; KABSCH & SANDER, 1983),

programa X-PLOR (SCHWIETERS et al., 2003; BRUNGER, 1992), o LSQKAB
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do pacote CCP4 (Collaborative Computational Project N° 4., 1994) para medir a
distancia entre os 4tomos de Ca - Ca sobrepostos (KABASH & SANDER,
1983), 0 PROCHECK (LASKOWSKI et al., 1993)com o G-factor. Na avaliagéo
da interacdo entre enzima-ligante foram verificadas as ligagdes intermoleculares
de hidrogénio.

Para obter a analise do programa VERIFY-3D (BOWIE et al., 1991,
LUTHY et al.,1992; KABSCH & SANDER, 1983), e o diagrama de
Ramachandran foi utilizado o médulo de avaliagdo do programa PARMODEL
(UCHOA et al., 2004). O mddulo de avaliagio PARMODEL permite que 0
usuério avalie os modelos gerados por modelagem, difracdo de raios X e RMN.
O modulo requer como entrada apenas um arquivo das coordenadas atbmicas no
formato “pdb” da proteina que sera avaliada, os resultados sdo mostrados na
mesma pagina da web. As saidas geradas podem ser salvas em arquivos com
extenséo “pdf” para 0 PROCHECK. Para o VERIFY-3D os valores de referéncia

séo mostrados em um grafico.
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3.2. Meétodos de Avaliacéo

3.2.1. PROCHECK

A anélise da geometria global da estrutura ou de cada residuo
individualmente ¢é feita pelo PROCHECK (LASKOWSKI et al., 1993),
utilizando para isso parametros estereoquimicos derivados de estruturas de alta
resolucdo ou bem refinadas (MORRIS et al., 1992) que constituem sua base de
dados para verificacdo da qualidade da estrutura 3D da proteina. Os pardmetros
estereoquimicos usados sdo aqueles descritos com detalne em MORRIS et al.
(1992). As verificaces também fazem uso do comprimento e angulo de ligagéo
ideal, derivados de uma analise detalhada (ENGH & HUBER, 1991) de
estruturas de pequenas moléculas em Cambridge Structural Database (CSD)
(ALLEN et al, 1979). Estes parametros utilizados como informagdes
estereoquimicas checados pelo PROCHECK sdo: ligagbes covalentes,
planaridade de grupos planares (aromaticos, ligacbes peptidicas, etc.) angulos
diedros, quiralidade, interagdes ndo covalentes, ligacdes de hidrogénio da cadeia
principal e pontes de dissulfeto.

O PROCHECK requer como entrada um arquivo das coordenadas
atbmicas da estrutura da proteina a ser avaliada no formato “pdb” e produz
representacdes coloridas facilmente interpretadas, descrevendo a estrutura de
uma proteina, e também comparando duas estruturas de proteinas relacionadas,
juntamente com uma lista detalhada de residuo por residuo. Dentre as vérias
anélises fornecidas pelo PROCHECK foram utilizadas neste trabalho: o

Diagrama de Ramachandran e o G-factor, que sdo descritos a seguir.
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3.2.2. Diagrama de Ramachandran

As saidas do PROCHECK compreendem um numero de graficos com
uma detalhada listagem residuo a residuo. Dentre esses graficos estd o grafico de
Ramanchandran que exibe os angulos de tor¢do ¢ e ¥ para todos os residuos da

estrutura.

Figura 9 — Parte de uma cadeia polipeptidica indicando os graus de liberdade torcional de cada
unidade peptidica e os &ngulos de rotagéo ¢p e V.

Os residuos de glicina sdo identificados por tridngulos. A coloragédo do
grafico permite delimitar as regibes (MORRIS et al., 1992). Regifes em
vermelho correspondem as combinag6es mais favoraveis dos valores de phi-psi
(figura 10). O ideal é que pelo menos 90% dos residuos estejam nestas regides
mais favoraveis. A porcentagem dos residuos nestas regides ¢ um dos melhores

guias para avaliar a qualidade estereoquimica (LASKOWSKI et al., 1993).

180+ i

K
135+ B b

|
|
b o

Figura 10 - Diagrama de
Ramachandran. A regido
permitida em vermelho, a
regido adicionalmente permitida
em amarelo escuro, a regido
generosamente permitida em
amarelo claro e a ndo permitida
— em branco. E as regides onde

= estdo as hélices-a (A e L) e
i | folhas-B (B).

Psi (Graug)

135

Phi (Graus)
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Os angulos ¢(phi) e ¥(psi), sdo utilizados para a designagdo de rotacGes
em torno das ligacdes C-N e C,-C, respectivamente. A conformacéo do esqueleto
de uma proteina pode ser descrita pela especificacdo dos valores de ¢ e ¥ para
cada residuo. Em proteinas, freqiientemente ocorrem dois tipos de estrutura
secundaria, que sdo as estruturas de helices a e de folhas  pregueadas, mantidas
por ligacdes de hidrogénio. As hélices a e as folhas B ndo sdo as Unicas estruturas
secundarias possiveis mas, elas sdo, sem diavida, as mais importantes

(RAMAKRISHNAN e RAMACHANDRAN, 1965).

3.2.3. G-factor

O G-Factor fornece uma medida de uma propriedade estereoquimica, se é
dada como normal ou ndo, sendo que o valor ideal do G-factor deve ser acima de
-0,5; no intervalo de -0,5 a -1,0 existem residuos na proteina que deverdo ser
investigados e, abaixo de -1,0, os modelos apresentam qualidade ruim e deverdo
ser rejeitados (MORRIS et al., 1986). Os valores gerais sdo obtidos a partir de
uma média de todos os G-Fatores diferentes para cada residuo da estrutura
(LASKOWSKI et al., 1993). Valores de Fator G sdo computados para as
seguintes propriedades (LASKOWSKI et al., 1993):

Angulos de Torcdo: combinagbes de phi-psi; combinacdes de chil-chi2;
torcdes de chil para aqueles residuos que n&o possuem um chi2; Angulos de
TorgAo combinados chi3 e chi4 e Angulos de Tor¢do Omega.

Geometria Covalente: calcula comprimentos de ligacGes entre cadeias principais

e Angulos de ligagBes entre cadeias principais.
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3.2.4.VERIFY-3D
O VERIFY-3D (BOWIE et al., 1991; LUTHY et al., 1992; KABSCH &
SANDER, 1983) mede a compatibilidade entre a seqliéncia de aminoacidos de
uma proteina e 0 modelo da sua estrutura tridimensional, usando um perfil 3D.
Isto é feito reduzindo a estrutura tridimensional a uma representacao
unidimensional simplificada chamada cadeia de ambiente, que entdo é
comparada com a seqliéncia de aminoacidos unidimensional. O VERIFY-3D
também pode ser usado para verificar a validade de uma estrutura de proteina
obtida através de modelagem molecular medindo a compatibilidade daquela
estrutura com a propria sequéncia da proteina. Apesar da aplicacdo, o0 método
implica trés operagdes basicas:
. Reducéo da estrutura tridimensional a uma cadeia unidimensional
de ambientes de residuos. Esses ambientes séo categorizados segundo a
area de residuo que esta na parte interna da proteina, a fracdo da area da
cadeia lateral que estd exposta as moléculas polares e a estrutura
secundaria local.
o Geracdo de uma matriz de comparacdo dependente da posicdo
conhecida com perfil 3D. E calculada através da cadeia de ambientes de
residuo, penalidade de *“gaps” e por uma matriz de classificacdo pré-
calculada. A matriz de classificagio é determinada através da

probabilidade de encontrar cada um dos 20 amino&cidos em cada uma das

39



Dissertacdo de Mestrado

classes de ambiente como observado em um banco de dados de estruturas

conhecidas e seqliéncias relacionadas.

. Alinhamento de uma seqiiéncia com o perfil 3D. O resultado do

escore de alinhamento é a medida da compatibilidade da seqtiéncia com a

estrutura descrita pelo perfil 3D.

Para verificagdo da estrutura é necessario compensar os efeitos de
comprimento e também comparar com o escore obtido de estruturas conhecidas.

Luthy et al. (1992) determinaram empiricamente o indice global esperado
de Scac = exp (-0,83+1,008 x In(L)) de compatibilidade entre a seqiiéncia e a
estrutura 3D onde L é o comprimento da seqiiéncia e Sy representando, entéo, a
soma das probabilidades individuais dos residuos. Lithy et al. (1992) também
sugere um limite de 0,45xSgc para a confiabilidade da compatibilidade
sequéncia/estrutura. Valores menores que 0,45XSg. indicam uma estrutura
incorreta, valores em torno de 0,45xSg,. podem estar corretos, mas possuem
qualidade questionavel e valores acima de 0,45XSc indicam uma estrutura
correta. O VERIFY-3D requer como entrada um arquivo de coordenadas

atdmicas no formato pdb.

3.2.5. WHATIF/ WHATCHECK

O WHATIF (VRIEND, 1990) pode calcular quase todas as propriedades
de proteinas, desde a area de superficie acessivel ao solvente até valores de pKa
para contato com a dinamica molecular com GROMOS (VAN GUNSTEREN et

al., 1987).
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O WHATCHECK (HOOFT et al., 1996) fornece acesso a um subconjunto
de verificacbes de qualidade estrutural WHATIF. WHATCHECK da
informag0es sobre a formagéo de regides centrais hidrofdbicas, a acessibilidade
de residuos e atomos com as moléculas do solvente (&dgua), a distribuicdo
espacial de grupos ibnicos, a distribui¢do das distancias atdmicas e das ligagdes
de hidrogénio da cadeia principal. Ou seja, retrata a estereoquimica,
comprimentos de ligagGes, angulos e diedros, entre outras quantidades na forma

de um relatério gerado no formato pdf.

3.2.6. RMSD (Desvio Médio Quadratico)

O RMSD pode ser calculado de duas maneiras: (i) uma funcéo de todos os
atomos de uma proteina (ENGH & HUBER, 1991) e (ii) uma fungéo de algum
subconjunto dos atomos, como a cadeia principal da proteina ou posic¢des de C,
apenas (KABASH & SANDER, 1983). O parametro mais comum que expressa a
diferenca entre duas estruturas protéicas ¢ o0 RMSD, ou desvio médio da raiz
quadrada, em posicdes atdmicas entre as duas estruturas.

Quando o RMSD é calculado como uma funcéo de todos os atomos de
uma proteina, podemos adotar a definicdo de que o RMSD serve para analisar a
medida de quanto a posicdo de cada atomo de uma estrutura varia com relagcéo a
um vetor aceito, e € denominado como RMSD da geometria ideal (KEARSLEY,
1989). O RMSD da geometria ideal utiliza como pardmetros o comprimento e
angulo de ligacéo ideal, derivados de uma analise detalhada (ENGH & HUBER,

1991) de estruturas de pequenas moléculas em Cambridge Structural Database
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(CSD) (ALLEN et al., 1979). O programa utilizado para executar os calculos de
comprimento e angulos de ligagcdo foi o programa X-PLOR (SCHWIETERS et
al., 2003; BRUNGER, 1992).

Quando o RMSD ¢ calculado como uma fungéo de algum subconjunto de
atomos € comum a utilizacdo de um subconjunto de d&tomos da proteina usada
como template para quando duas estruturas protéicas sdo comparadas; para o
caso quando as proteinas ndo séo idénticas entre si em sequéncia e, temos que, 0S
unicos atomos entre comparacgéo de posi¢do (um-a-um) que podem ser efetuados
séo os atomos da cadeia principal (C,. C,). Neste contexto abordado a orientacéo
de uma estrutura molecular se torna importante, uma vez que as estruturas de
proteinas sdo geralmente descritas em coordenadas atbmicas cartesianas, e
surgem como uma orientacao incorporada em relacdo ao espaco. O RMSD € uma
fungéo da distancia entre os &tomos em uma estrutura € 0s mesmos atomos em
outra estrutura. Portanto, se uma molécula comecar em uma posicao diferente do
sistema de coordenadas de referéncia da outra molécula, o RMSD entre as duas
proteinas sera calculado independentemente. Para computar RMSDs
significativos, as duas estruturas em consideracdo devem primeiro ser
superpostas, desde que possivel. A sobreposicdo das estruturas de proteinas
comeca geralmente com uma comparacdo de sequiéncias. A comparacdo de
sequéncias define as relagdes um-a-um entre os pares de atomos onde o RMSD é
computado. As relagbes atomo-a-atomo, para fins de comparacdo de estruturas,
podem ocorrer na verdade entre residuos que ndo estdo na mesma posicéo

relativa na seqiiéncia de aminoacidos. As insercdes e delecbes da sequéncia
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podem forcar duas seqliéncias a ficarem sem registro entre si, enquanto a
arquitetura central das duas estruturas permanece similar.

Uma vez definida as relagbes atomo-a-atomo entre duas estruturas, com
um programa de sobreposicdo como o LSQKAB do pacote CCP4 (Collaborative
Computational Project N° 4., 1994) alcangcamos uma sobreposic¢ao 6tima entre as
duas estruturas, isto é, a sobreposicdo com o menor RMSD possivel. A
sobreposicéo de um par de &tomos pode perfeitamente deixar outro par de &tomos
a parte. Os algoritmos de sobreposi¢cdo otimizam a orientacdo e a posigéo
espacial de duas moléculas (translacéo e rotacéo) entre si. Uma vez efetuadas as
superposi¢cdes Otimas de todos os pares de estruturas, os valores de RMSD que
sdo computados como resultado podem ser comparados entre si, j& que as
estruturas foram removidas para a mesma estrutura de referéncia antes de fazer
os célculos de RMSD (GIBAS & JAMBECK, 2001).

Para visualizagdo dos elementos de estrutura secundaria das proteinas
modeladas foi usado o programa MOLMOL (KORADI et al., 1996) e para a
analise de interagdes proteina-substrato foi usado o programa XtalView
(MCREE, 1999).

Essas foram as ferramentas utilizadas para auxiliar nas analises
quantitativas e qualitativas da proteina em estudo, possibilitando a avaliacéo e a
validacdo dos modelos gerados através do método de modelagem molecular

comparativa.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

Foram construidos modelos de CQ de M. leprae em complexo com
ADP:Mg:CIl, ADP:Mg:SHI:Cl e ADP:Mg, para cada modelo foi utilizado um
molde diferente (1L4Y, 1WE2 e 2DFT) sendo todos os 03 moldes do mesmo
microorganismo Mycobacterium tuberculosis. Foi gerado um total de 1000
modelos de CQ de M. leprae para cada molde, sendo escolhido o modelo de
melhor qualidade estereoquimica utilizando 0 PROCHECK (LASKOWSKI et

al., 1993) e a funcdo objetiva do MODELLER (SALI & BLUNDELL, 1993).

4.1. Comparacdo da Sequiéncia Primaria

A porcentagem de identidade da seqiiéncia priméaria da CQ de M. leprae
contra as sequéncias primarias dos moldes indica que essas estruturas 3D
utilizadas s@o bons modelos para usarmos como molde na modelagem da CQ de
M. leprae (alvo), pois apresentam identidade maior que 30%. O valor da
identidade entre as seqiiéncias € maior que 77%, o que justifica a escolha dos
moldes. Como as trés seqiiéncias primarias dos moldes utilizados s&o do mesmo
microorganismo, o alinhamento serd o mesmo, entdo servira como referéncia
para os trés modelos gerados (Figura 11).

O alinhamento entre as seqiiéncias primarias da CQ de M. leprae (alvo) e
a CQ de M. tuberculosis (molde — 1WE2) é mostrado na figura 11. Esse
alinhamento foi executado pelo MODELLER o qual é baseado no algoritmo de
programacdo dindmica, proposto por Needleman e Wunsch para alinhamento de

sequiéncias (NEEDLEMAN & WUNSCH, 1970). Na figura de alinhamento, os
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espacos (gaps) sdo representados por linhas tracejadas, os residuos idénticos sdo

representados por um * e os residuos ndo idénticos sdo representados por espagos
vazios.

10 20 30 40 50 60
IWE2 -APKAVLVGLPGSGKSTIGRRLAKALGVGLLDTDVAIEQRTGRSIADIFATDGEQEFRRI
ImSK  MAPKAVLVGLPGAGKSTIGRRLSKALGVSLLDTDAAIEKQTGRSIADIFAIDGEEEFRRI

HRERRERTTTE TRERTTTTT TRF"" FHRTRE TRE RERETEEFERE Tk RRkkk%

70 80 90 100 110 120
IWE2 EEDVVRAALADHDGVLSLGGGAVTSPGVRAALAGHTVVYLEISAAEGVRRTGGNGVRPLL
ImSK  EEGVVRAALVEHDGVVSLGGGAVTSPGVCAALAGHIVIYLEINAEEAMRRACGSTVRPLL

Tk %kkkk% kR Rhkkhhhhhkk %hkkhkkk % %k % % % w ¥ e % e %

130 140 150 160
IWE2 AGPDRAEKYRALMAKRAPLYRRVATMRVDTNRRNPGAVVRHILSRL-
ImSK  AGPDRAEKFQDLMARRVPLYRRVATIRVDTNCHNLGAVVRYIMARLQ

e e e e Tkk e REEREE%E kEEEE ok REEEE k k%

Figura 11 — Resultado do alinhamento das seqiiéncias primarias da CQ de M. leprae (mISK) e a CQ
de M. tuberculosis (molde - 1WE?2).

4.2. Qualidade do Modelo

Avaliar a qualidade do modelo é fundamental. A qualidade do modelo
construido sera proporcional a qualidade da estrutura 3D utilizada como molde
(SANCHEZ et al., 1998), por isso deve-se avaliar o modelo como um todo e por
regido. Os modelos (alvos) foram construidos baseados nas coordenadas
atdmicas das estruturas resolvidas por cristalografia; 1IWE2 (CQ:ADP:SHI:Cl:Mg)
com resolugio de 2,3 A (PEREIRA et al., 2004a; PEREIRA et al., 2004b);
1L4Y(CQ:ADP:Cl:Mg) com resolucio de 2,0 A (Gu et al., 2002) e 2DFT
(CQ:ADP:Mg) com resolucio 2.80 A (DIAS et al., submetido). As coordenadas
atdmicas de todas as moléculas de dgua foram retiradas dos moldes.

Apods a etapa inicial de escolha do melhor modelo, analises mais

criteriosas e detalhadas foram efetuadas com a utilizacdo do VERIFY 3D,
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WHATCHECK, RMSD da geometria ideal, RMSD da sobreposi¢cdo Cao — Ca e

PROCHECK, a fim de verificar a qualidade do modelo construido. Os resultados

obtidos do modelo final foram comparados com o valor da estrutura 3D (molde).

O programa PROCHECK foi utilizado para analisar a geometria global do

modelo através do diagrama de Ramachandran (Tabela 2 e Figura 12 A-F). A

anélise dos diagramas de Ramachandran dos modelos da CQ de M. leprae (alvo)

mostrou que mais de 97% dos residuos estdo sobre a regido mais favoravel e para

a CQ de M. tuberculosis (moldes) mostrou que mais de 88% dos residuos estéo

sobre a regido mais favoravel.

Tabela 2 — Resultado das analises do Diagrama de Ramachandran dos moldes e dos modelos de CQ de M. leprae
* Entre os parénteses estdo os valores obtidos para as estruturas 3D usadas como moldes.

Modelos Regido do Diagrama de Ramachandran (%)
Mais Favordvel | Adicionalmente | Generosamente | N&o Permitida
Permitida Permitida
CQ:ADP:CL:MG 99,3 (90,5) 0,0 (8,8) 0,7 (0,7) 0,0 (0,0)
CQ:ADP:SHI:CL:MG 97,2 (93,4) 2,1(5,9) 0,7 (0,7) 0,0 (0,0)
CQ:ADP:MG 97,2 (88,4) 2,8 (10,9) 0,0 (0,8) 0,0 (0,0)

Nas figuras 12 A-F a regido em vermelho é a mais favoravel, a regido amarela

escuro ¢ a adicionalmente permitida, a regido amarela claro é a generosamente

permitida e a regido em branco é a regido ndo permitida. Os residuos de glicina

séo representados por triangulos.
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Figura 12 — Diagrama de Ramachandran: (A) 1L4Y; (B) Modelo gerado pelo 1L4Y; (C) 1WEZ2; (D) Modelo
gerado pelo 1WEZ2; (E) 2DFT e (F) Modelo gerado pelo 2DFT.

Como podemos observar os modelos apresentaram uma qualidade

estereoquimica ligeiramente melhor do que a dos moldes utilizados.
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Através do programa WHATCHECK foi constatado que os ambientes
quimicos de residuos individuais se enquadram nos padrbes freqlentemente
encontrados em estruturas protéicas. Segundo os valores de referéncia do
programa para modelagem molecular, 0 modelo final pode ser considerado de
boa qualidade.

O G-factor global ¢ uma medida da normalidade da estrutura como um
todo. Representa uma media para o G-factor de cada residuo na estrutura. O G-
fa,ctor médio dos angulos de torcdo e geometria covalente representa uma
medida do desvio de uma dada propriedade estereoquimica. O resultado dos
valores do G-factor, para os angulos de tor¢do, geometria covalente e para o G-

factor global estéo colocados na tabela 3.

Tabela 3 — Resultado dos valores do G-factor dos moldes e dos modelos de CQ de M. leprae
*Entre parénteses estdo os valores obtidos para as estruturas 3D usadas como moldes.

Modelos G-factor
Angulos Torgdo | Geometria Covalente Global
CQ:ADP:CL:MG 0,06 (0,3) -0,52 (0,57) -0,16 (0,41)
CQ:ADP:SHI:CL:MG 0,0 (0,08) -0,24 (0,23) -0,08 (0,15)
CQ:ADP:MG 0,02 (-0,72) -0,25 (-1,04) -0,08 (-0,81)

Para verificar a confiabilidade na compatibilidade da seqiiéncia/estrutura
foi utilizado o programa VERIFY 3D. O valor de Escore Total, o valor de Escore
Ideal e 0 Escore S final sdo mostrados na tabela 4. Os valores obtidos indicam
que a estrutura do modelo final tem compatibilidade entre a seqtiéncia primaria
do modelo e a estrutura 3D construida, pois o valor gerado para o modelo final

ficou acima do limite de 0,45.
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Tabela 4 — Resultado dos valores do VERIFY 3D dos moldes e dos modelos de CQ de M. leprae
*Entre parénteses estdo os valores obtidos para as estruturas 3D usadas como moldes.

Modelos VERIFY 3D
Escore Total Escore Ideal Escore Scarc
CQ:ADP:CL:MG 77,97(82,02) 75,41 (74,95) 1,03S (1,09S)

CQ:ADP:SHI:CL:MG

76,99 (82,79)

75,41 (74,95)

1,02S (1,109)

CQ:ADP:MG

74,85 (81,09)

75,41 (70,37)

0,995 (1,155)

Foi verificado através do grafico de X versus Y, obtido pelo programa

VERIF 3D, que nenhum residuo se encontra abaixo da linha zero, que seria uma

regido onde os aminoacidos se encontrariam em uma conformacéo desfavoravel.

Esse resultado é mostrado para os modelos nas figuras 13 A-C.
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Figura 13 — Gréfico do programa VERIFY 3D dos modelos finais da CQ de M. leprae: (A) Modelo
gerado pelo 1L4Y; (B) Modelo gerado pelo 1IWE?2 e (C) Modelo gerado pelo 2DFT.

As figuras 14 A-C mostram os resultados encontrados para as estruturas

cristalogréficas utilizadas como molde.
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Figura 14 — Gréfico do programa VERIFY 3D dos moldes: (A) 1L4Y; (B) 1WE?2 e (C) 2DFT.

O valor do RMSD da geometria ideal (Tabela 5) para o comprimento e
angulo de ligagéo foi calculado através do programa X-PLOR (SCHWIETERS et
al., 2003; BRUNGER, 1992), que gera um arquivo com os valores do RMSD
para as ligacdes e angulos diedros e improprios bem como contatos néo ligados,
os valores ideais para o comprimento e angulo de ligacdo devem estar abaixo 0,1
A e 10,0 graus respectivamente, para que a estrutura da proteina como um todo

esteja aceitavel.

Tabela 5 — Resultado dos valores do RSMD da geometria ideal dos moldes e dos modelos de CQ de M. leprae
*Entre parénteses estdo os valores obtidos para as estruturas 3D usadas como moldes.

Modelos RMSD Geometria Ideal
Comprimento de Ligacao (A) Angulo Ligac&o (°)
CQ:ADP:CL:MG 0,023 (0,005) 4,409 (1,10)
CQ:ADP:SHI:CL:MG 0,020 (0,017) 3,893 (1,90)
CQ:ADP:MG 0,020 3,849
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No RMSD da sobreposicao foi considerada somente a sobreposicédo C, —
C, com o auxilio do programa LSQKAB do pacote CCP4 (Collaborative
Computational Project N° 4., 1994). Com a sobreposicdo e possivel verificar se
ha possiveis alteragdes no posicionamento das cadeias laterais dos residuos ou se
ha alguma alteracdo na conformacéo da estrutura da proteina, além de determinar
0 RMSD da sobreposicéo (Tabela 6) . A sobreposicéo é feita entre 0 modelo e 0

molde utilizando as coordenadas atbmicas de cada um.

Tabela 6 — Resultado dos valores do RSMD da sobreposicéao ideal
dos moldes e dos modelos de CQ de M. leprae

Modelos RMSD sobreposicdo (A)
CQ:ADP:Cl:Mg 0,244
CQ:ADP:SHI:Cl:Mg 0,055
CQ:ADP:Mg 0,083

O LSQKAB gera também um arquivo com as coordenadas atbmicas da
sobreposicéo. Este arquivo de coordenadas atdmicas foi utilizado como entrada
no programa XtalView (McREE, 1999) para visualizar e analisar estas estruturas
(modelos gerados) com base em sua sobreposic¢do (Figura 15).

Como citado anteriormente, CQ de M. leprae pertence a familia das
nucleosideo monofosfato (NMP) quinases, que sdo compostas por 3 dominios:
CORE, LID e dominio de ligagdo NMP. As quinases apresentam grande
movimento durante a catéalise para defender o sitio ativo da agua evitando a

hidrdlise do ATP (PEREIRA, 2005). A sobreposicdo das estruturas geradas
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(Figura 16) mostra as mudancas conformacionais nos dominios LID e SB devido

a ligacdo do chiquimato (substrato) e ADP.

Figura 15 — Sobreposicdo dos modelos de CQ M. leprae (ADP:Cl:Mg)
em preto, (ADP:SHI:Cl:Mg) em vermelho e (ADP:Mg) em azul.

A sobreposicéo dos C, dos modelos de CQ M. leprae (CQ:ADP:Mg) e CQ
M. leprae(CQ:ADP:Cl:Mg) mostraram também que os dominios LID e SB
sofreram um notavel deslocamento em direcdo um ao outro na estrutura CQ M.
leprae (CQ:ADP:SHI:Cl:Mg), como pode-se observar na figura 15.

As mudancas conformacionais descritas acima podem ser demonstradas
pela reducdo da superficie molecular da CQ M. leprae (CQ:ADP:Mg) e CQ M.
leprae(CQ:ADP:CI:Mg) quando comparada com CQ M. leprae

(CQ:ADP:SHI:Cl:Mg), figura 16 A-C.
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Figura 16 — Superficie Molecular
das estruturas: (A) CQ M. leprae
(CQ:ADP:Mg); (B) CQ M.
leprae(CQ:ADP:Cl:Mg) e (C) CQ
M. leprae (CQ:ADP:SHI:Cl:Mg).

(©)
As interagbes ndo covalentes como ligagdes intermoleculares de

hidrogénio, interacOes idnicas (eletrostaticas) e interagdes hidrofébicas e de van
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der Waals séo mais fracas que as ligacOes covalentes. As estruturas da maioria
das moléculas bioldgicas sdo determinadas por influéncia coletiva de muitas
interagcbes ndo covalentes individuais. O efeito acumulativo dessas interacGes
fracas se torna significante, ajudando a estabilizar a estrutura e a definir os niveis
de especificidade e afinidade entre proteina-ligante. As ligagdes intermoleculares
de hidrogénio constituem uma das forgas de estabilizagdo mais importantes na
estrutura de proteinas. As ligacbes de hidrogénio sdo incomuns entre as
interagbes eletrostaticas porque sdo extremamente direcionais; elas se
enfraquecem se o angulo descrito pelos trés atomos envolvidos for grande ou
pequena. Por isso foi verificada a quantidade de ligagdes intermoleculares de
hidrogénio nos moldes de CQ M. leprae com seus respectivos complexos e

comparando-as com as informacdes dos moldes, nas tabelas 7, 8, 9 e 10.

Tabela 7 — LigagGes de hidrogénio intermoleculares do SHI do modelo da mISK comparando os
valores com as ligacdes do SHI da mtSK.

SHI mISK Distancia (A) MtSK(1WE2) | Distancia (A)
01 Glys0 N 3,07 Gly8o N 3,10
01 Asp34 OD1 2,79 Asp34 OoD1 2,82
02 Asp34  OD1 2,80 Asp34 oD1 2,66
01 Asp34  0OD2 2,66 Asp34 0oD2 2,57
02 Asp34  0OD2 2,78 Asp34 0oD2 2,85
04 Glys81 N 3,19 Glys1 N 3,22
04 Argl36 NH2 2,75 Argl136 NH2 2,68
05 Argl36 NH2 2,70 Argl136 NH2 2,34
05 Arg58  NH2 2,71 Arg58 NH2 2,67
05 Glys81 N 3,47 Glys1 N 3,49
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Tabela 8 — LigacGes de hidrogénio intermoleculares do ADP da mISK comparando os valores com as ligacdes
do ADP da mtSK.

ADP mISK Distancia (A) MtSK(1L4Y) Distancia (A)
02B Gly12 N 3,14 Ser 16 N 2,93
02A Gly12 N 2,73 Ser 16 N 3,13
02A Alal3 N 3,12 Thr 17 N 2,76
05 Thr17 0G1 R e—
N6 His153 o) 2,98 Arg 153 o) 2,96
02A Gly14 N 2,90 Thr 17 0G1 2,84
01B Gly14 N 3,15 Lys 15 NZ 2,81
O1A Argl17 NH2 X e—
03B Argl17 NH1 3,23 Gly 12 N 2,79
04 Arg20 NH2 I —
04 Thr17 0G1 I —
01B Lys15 N 2,41 Lys 15 N 2,89
02B | - Ser 16 oG 3,01
O1B | - Ser 13 N 3,30
OB | - Gly 14 N 3,09
03B | - Arg 117 NH1 2,48
N7 Arg 110 NH1 I —
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Tabela 9 — LigacOes de hidrogénio intermoleculares do ADP mISK comparando os valores com as ligagfes do

ADP da mtSK.

ADP mISK Distancia (A) ADP MtSK(1WE2) | Distancia (A)
02B Serl6 N 3,11 O1B Leul0 O 3,49
02B Serl6 oG 3,09 03B Gly12 N 3,15
03B Arg1l7  NH1 2,65 01B Serl3 N 3,08
02A Thr17 N 2,78 01B Serl3 OG 2,66
N6 His153 O 2,95 0O3A Gly14 2,75
03B Gly12 N 2,83 03A Lys15 3,35
01B Gly14 N 3,14 02B Lys15 NZ 2,80
02A Serl6 N 3,25 03B Lys15 NZ 2,54
02A Thr17 0G1 2,84 01B Lys15 NZ 2,82
01B Lys15 NZ 2,97 02A Serl6  OG 2,65
01B Lys15 N 2,74 02A Serl6 N 3,40

O1A Serl6  OG 2,98
02A Thri7 0OG1 3,02
02A Thri7 N 3,08
N1 Argl10 NH1 3,05
04 Argl10 NE 3,41
N3 Argl10 NH1 2,88
N7 Argl10 NH1 3,29
N6 Argl52 O 2,52
N1 Argl52 O 3,23
N1 Argl53 O 3,37
N6 Argl53 O 2,66
N3 Argl53 NE 2,80
N3 Arg153 NH2 2,68
N1 Argl53 N 3,20
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Tabela 10 — Ligacdes de hidrogénio intermoleculares do ADP da mISK comparando os valores com as
ligagBes do ADP da mtSK.

ADP mISK Distancia (A) MtSK (2DFT) Distancia (A)
o1B Ser 16 N 2,59 Ser 16 N 2,58
03B Leu 10 O 3,10 Leu 10 O 3,13
N1 Arg 110 NH2 I I I NN e —
02A Thr 17 N 2,74 Thr 17 N 2,74
N6 His 153 o) L I L —
03B Gly 12 N 2,75 Gly 12 N 2,76
03A Gly 14 N 3,14 Gly 14 N 3,15
03B Ala 13 N 3,26 Ser 13 N 3,23
02A Thr 17 0G1 2,66 Thr17  OG1 2,54
03B Lys 15 NZ 2,91 Lys 15 NZ 2,94
01B Lys 15 N 2,63 Lys 15 N 2,55

4.3. Descricdo do modelo

A figura 17 A-C, mostra os modelos da CQ de M. leprae (mISK) que
foram gerados através do programa MOLMOL (Koradi et al., 1996).

A enzima mISK é uma proteina da classe a/B que consiste em um nucleo
de cinco folhas-p cercada de hélices-a. As cinco fitas centrais estdo em paralelo
na ordem 23145 e esta folha-p é flanqueada por hélices-a (al e a8 em um lado,
a4, a5 ¢ a7 no outro) (PEREIRA et al., 2004a). Esta ordem estabelecida pela
folha-f 23145 classifica a enzima mISK como sendo pertencente a mesma
familia estrutural quinases NMP.

Existem duas regides flexiveis na estrutura que sdo responsaveis
pelo movimento: o sitio de ligacd o de chiquimato (SB) e o LID que estéo

indicados na figura 17 A-C (PEREIRA et al., 2004b). O dominio do SB é
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formado pela fita f2, hélices al e o2 e a regido do N-Terminal da hélice o4
(PEREIRA et al., 2004a,b). O sitio de Walker A localizado entre a fita Bl e al

forma um lago de fosfato (P-loop) (KRELL et al., 1998).
(A)

(B)
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(©)

Figura 17 — Estrutura secundaria da CQ de M. leprae em complexo (A) CQ:ADP:Cl:Mg;
(B) CQ:ADP:Mg e (C) CQ:ADP:SHI:Cl:Mg.

5. CONCLUSAO

Os residuos identificados na ligacdo do chiquimato e ADP diretamente ou
indiretamente sdo conservados dos moldes para os modelos gerados. As
informagOes aqui apresentadas podem vir a contribuir para um melhor
entendimento de como o sitio ativo da CQ se fecha diante do substrato
(Chiquimato) e do co-fator (ADP) e com os fons (Mg** e CI).

Na construcdo de modelos de estruturas tridimensionais por técnicas de
modelagem molecular comparativa, a homologia entre as sequéncias de

aminoacidos € uma condigcdo necessaria para que um modelo de boa qualidade
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possa ser obtido. Homologia estrutural revela a presencga de ancestrais comuns,
mas com divergéncias evolutivas por meio de mutacfes de seqliéncias. Essas
premissas corroboram a utilizagdo de programas que utilizam a semelhanca
estrutural para a modelagem molecular.

A precisdo do modelo gerado determina sua utilidade. Como a preciséo da
modelagem comparativa de proteinas esta relacionada a porcentagem de
identidade no qual o modelo é baseado e na qualidade estereoquimica, foi
verificado que os modelos finais apresentam uma preciséo alta com base nos
valores obtidos nas analises feitas até agora. Com isso, podemos afirmar com
base nos resultados finais dos modelos da MISK, que suas estruturas tém
qualidade suficiente para serem utilizadas no desenvolvimento de inibidores que
forcem a estrutura em uma conformacéo fechada que seja incapaz de catalisar a

transferéncia do fosfato para o chiquimato.
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