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RESUMO

O presente trabalho tem por objetivo a obtencdo de um modelo estrutural 3D através da técnica
de modelagem comparativa de uma metaloprotease VMBMP_BOTMO, encontrada na peconha
da espécie de serpente Bothrops moojeni. O modelo proposto foi modelado a partir de uma
metaloprotease homologa, encontrada na peconha de Bothrops asper. A escolha desta
metaloprotease foi realizada com base na similaridade estrutural entre as duas macromoléculas,
evidenciada por alinhamento da cadeia de residuos de aminoacidos. De posse de um molde
estrutural (B. asper), foi gerado um modelo tridimensional da metaloprotease de B. moojeni. Este
modelo passou por um processo de validacdo, com o auxilio de softwares especificos para esta
etapa, onde foi possivel a analise da conformidade da estrutura tridimensional proposta para a
macromolécula. Uma vez conhecido o arranjo tridimensional molecular, é possivel utilizar esta
biomolécula para duas aplicacbes importantes: (1) o design de um inibidor para outras
metaloproteases, presentes em venenos de serpentes do mesmo género; (2) no design de farmacos

como os indutores de resposta imune, contra doencas endémicas tropicais.

Palavras-chaves: Bothrops moojeni, metaloprotease, modelagem molecular comparativa, design

de farmacos.



ABSTRACT

This study aims to carry out a structural model three-dimensional, through of comparative
modeling of a metalloproteinase VMBMP_BOTMO, found in the venom of snake species
Bothrops moojeni. The proposed model was built from a homologous metalloproteinase, it found
in the venom of Bothrops asper. The choice of this metalloproteinase was based on structural
similarity between the two macromolecules, as evidenced by alignment 2D of the chain of amino
acid residues. Armed with such a structural (B. asper), was generated a three-dimensional model
of metalloproteinase B. moojeni. This model is being validated, with the help of specific software
for this step, which will allow the analysis of agreement of 3D structural, it porposed for the
biomolecule. Once known three-dimensional molecular arrangement, we can use this molecule in
two important applications: (1) design of inhibitor drugs for another metelloproteinases, presents
in snake venoms from the same genre Bothrops; (2) in design of drugs, like inductors of immune

response, against tropical endemic diseases.

Keywords: Bothrops moojeni, metalloproteinase, comparative molecular modeling, drug design.
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1 INTRODUCAO
1.1 Importancia biolégica das proteinas

As proteinas sdo importantes substancias catalisadoras para reacfes metabdlicas,
sinalizadoras de processos celulares e constituintes estruturais de cabelos, 0ssos, tenddes e dentes.
H& uma imensa variedade e sofisticacdo das proteinas no organismo humano, refletindo a
especificidade que cada uma delas possui para determinados processos biologicos. O
enovelamento de um novo polipeptideo sintetizado, se tornando uma proteina biologicamente
funcional resulta em um arranjo tridimensional especifico (conformacdo). Durante o
enovelamento, algumas modificacfes pds-traducionais podem adicionar novos agrupamentos
quimicos, ou remover segmentos peptidicos que sdo desnecessarios para 0 bom funcionamento da
proteina (RAMOQOS, 2007).

Exemplos de funcionalidade das proteinas sdo algumas deficiéncias nutricionais ou
genéticas, e até mesmo de origem desconhecida, que venham a impedir o enovelamento protéico,
tornando-se assim muito prejudiciais a satde. Sdo os casos de Doenca de Creutzfeldt-Jakob, do
Tremor epizo6tico, do Mal de Alzheimer, da encefalopatia espongiforme bovina (doencga da
vaca-louca), dentre outras (BAKER & SALI, 2001).

Outro exemplo de funcionalidade das proteinas seria no processo da ligagdo de um
substrato (reagente) ao sitio catalitico de uma enzima (proteina), as duas moléculas interagentes
precisam ser estruturalmente complementares, para que ocorra um acoplamento efetivo e que a
catalise ocorra com eficiéncia. Como também na ligacdo de um horménio e seu receptor, essa
condicdo de complementaridade também é requerida, e na interagdo entre uma molécula de

antigeno com uma molécula de anticorpo especifico (STOCKER & BODE, 1995).

Portanto, a conformacdo correta para uma funcionalidade bioldgica eficiente é fator
importante para a analise da proteina, ndo bastando apenas a sequéncia primaria de aminoacidos,

mas sim toda a disposicéo tridimensional dos seus atomos constituintes.
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Por sua vez, os termos “configuracdo” e “conformagdo” sdo freqiientemente confundidos.
A configuracdo se refere quanto ao relacionamento geométrico de atomos, como aquela que
permite a distincdo entre um aminoacido levdgiro ou dextrogiro. Uma interconversdo de
alternativas configuracionais requer a quebra de ligacGes covalentes. J& a conformacéo se refere
ao relacionamento espacial de cada um dos atomos de uma molécula. A interconversao entre as
conformacbes ocorre sem quebra de ligagdes covalentes, com a manutencdo de uma
configuracdo, apenas pela rotacdo de &tomos em torno de ligacdes simples (KACZANOWSKI &
ZIELENKIEWICZ, 2008).

1.2 Estrutura das proteinas e arranjo tridimensional

As proteinas sdo as moléculas mais abundantes nas células vivas, formadas por peptideos,
que por sua vez sao constituidos por aminoacidos. Segundo Lesk (2002), a seqliéncia de
aminoéacidos é fator determinante para a predi¢do da estrutura tridimensional de um polipeptideo,
assim como sua funcdo bioldgica. O estudo de comparativo entre sequiéncias de aminoacidos

permite entdo a determinacdo do grau de identidade e de similaridade entre estas.

Existem 20 tipos de aminoacidos principais, ilustrados na Fig.1 As moléculas de
aminoacidos unem-se por ligacGes covalentes chamadas ligacdes peptidicas, a qual por uma
reacdo de desidratacdo, interliga um grupamento a-carboxila de um residuo de aminoécido e o

grupo a-amino de outro residuo de aminoécido.

A sintese e enovelamento de uma proteina segue uma ordem de etapas de formacdo das
cadeias polipeptidicas (Fig.2). O enovelamento das cadeias € realizado segundo as variagGes de
energia livre de Gibbs (AG), assim como a variacdo de entalpia (AH) e a entropia (AS) no

processo de enovelamento (folding), formando assim as estruturas dos polipeptideos.



12

Grupos R nio-polares e alifiticos Grupos R aromaticos
COO~ COO” COO” COO~ COO cCoo-
| 4 - H + - i
H;N—C—H H;N— H * H:.N—C—H H;N—C—H H;N—é—H
Glicina Alanina Prolina
00~
Fenilalanina Tirosina Triptofano
Grupos R carregados positivamente
. 00~ 00~ COO~
_ HN—C—H H;N—C—H H;N—C—H
Leucina Isoleucina Metionina ’
Grupos R nio-carregados, mas polares
COO” 00~ CoO” {
HN—C—H H,;N—C—H HN—C—H .
Lisina Histidina
Serina Treonina Cisteina Arginina
00~ Grupos R carregados negativamente
(IDOO' (IZOO’
H;N—C—H H;N—C—H
I
l
|
I Asparagina Glutamina Aspartato Glutamato

Fig. 1 — Estruturas dos 20 principais aminodcidos constituintes das proteinas (Adaptado NELSON & COX, 2007).

Primary Secondary Tertiary Quaternary
structure structure structure structure

~

e
&

L3

w

Amino acid residues a Helix Polypeptide chain Assembled subunits

Fig. 2 — Etapas de enovelamentode uma proteina: estruturas primaria, secundéria, terciaria e quaternaria (Adaptado
NELSON & COX, 2007).
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A conformacédo da estrutura secundéria é permitida através da liberdade rotacional entre
as ligagdes entre os carbonos-a do eixo seqiiencial de aminoacidos. Tomando como exemplo a
estrutura do aminoacido glicina, as rotacdes livres sdo possiveis somente em trés casos de
ligacGes covalentes do polipeptideo: N — Ca (amino terminal — carbono alfa), Ca — C (carbono
alfa — carbono carbonilico) e, com uma liberdade rotacional bem menor, a ligagdo entre C — N
(carbono carbonilico — amino terminal), segundo mostra a Fig.3 (adaptado NELSON & COX,
2007).

Carboxyl
terminus

Amino 7\
terminus =~ H 3
R

N-Ca Ca—C C-N

Fig. 3 — Possiveis rotacOes livres em ligacOes covalentes de um polipeptideo (adaptado NELSON & COX, 2007).

As conformacdes de prolina sdo ainda mais restritas, devido a pouca liberdade de rotacéo
da ligacdo N - Ca. As permissdes para os angulos de rotagdo (¢ e ) da ligacdo sdo determinadas
em qualidade por um grafico de Ramachandran (RAMACHANDRAN & SASISEKHARAN,
1968), demonstrando assim as estruturas espaciais de alfa-hélice (a-hélice) e beta-folha (B-folha),
(Fig.4). Ja as regibes de loop sdo muito importantes para a estrutura tridimensional de um
polipeptideo, sendo ricas em residuos de prolina e glicina, e configurando assim areas de
dobramento para a constituicdo da estrutura tridimensional. Essas regifes também podem ser
ordenadas quando ocorre o acoplamento de um ligante, afetando também a funcionalidade
bioldgica da proteina (SALI & BLUNDEL, 1993).

As proteinas constituem um grupo de compostos complexos, do ponto de vista da
interacdo e posicionamento especifico dos seus grupos quimicos, num preciso arranjo
tridimensional. Cada aminoacido apresenta uma maior probabilidade em assumir determinada
posicdo para a formacdo de conformacdes estruturais terciarias. A cadeia principal de carbonos

do polipeptideo (backbone), contendo 0s grupamentos quimicos, devem assumir uma
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conformacdo que seja tanto biologicamente ativa, quanto estivel fisicamente. Um desafio
bastante pertinente e ainda o estado conformacional biologicamente ativo de um polipeptideo,
uma vez que estas macromoléculas sdo compostas de dezenas de milhares de &tomos. O numero
de conformacdes que uma cadeia polipeptidica pode assumir é da ordem de 10%°, com os
dobramentos em pontos adequados, porém, para uma funcionalidade bioldgica eficaz da proteina
madura, poucas sdo as conformacoes efetivas (LAZARIDIS, T. & KARPLUS, M., 1999).

Antiparallel Collagen triple
8 sheeta Parallel helix

Right-twisted
{3 sheets / / {3 sheets

+180 Left-handed
o helix
120 =
— 60 =
o
it
Fry 0
= ~—— Right-handed
- —G60 = ‘ a helix
=120
~180 :

—180 0 +180

(a) ¢ (degrees)

Fig. 4 — Grafico de Ramachandran, para regides permitidas de angulos ® e ¥ (Adaptado NELSON & COX, 2007).

Arranjo alfa-hélice (a-hélice)

Segundo Ramachandran & Sasisekharan (1968), o backbone de um polipeptideo alfa-
hélice ¢ torcido de modo uniforme, sobre cada carbono-a, com um angulo ® de cerca de -57

graus e de ¥ de aproximadamente -47 graus (Fig.5). A vista de cima de um polipeptideo em alfa-
hélice se assemelha a um tanel.

Esta estrutura helicoidal é estabilizada por ligagdes de hidrogénio entre o grupo N-H e o
grupo C=0 de cada aminoacido. Desta forma, toda a cadeia principal do polipeptideo apresenta
os grupos N-H e C=0 ligados, com excecdo dos residuos iniciais e terminais. A ligacdo de

hidrogénio ocorre interligando o N-H ao C=0, evidenciada pela linha escura desenhada na
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Fig.5a. Esta interacdo permite a formacdo de um longo eixo helicoidal, o qual apresenta 3,6
aminoacidos (em média) por cada dobramento das hélices. Apesar desta liberdade, o0s
aminoacidos ja possuem uma conformacao bem estabelecida, e encontrando-se expostos para o

exterior da hélice (Fig.5b).

0.54-nm pitch
(3.6 residues)

(@) (b)

Fig. 5 — Estrutura de arranjo de residuos de aminoacidos para a conformacéo alfa-hélice (a). Estrutura alfa-hélice
vista de cima (b) (Adaptado KOOLMAN & ROEHM, 2005).

Arranjo beta-folha (#-folha)

A estrutura secundaria conhecida como beta-folha configura-se num arranjo onde os
aminoacidos, quando vistos de ponta a ponta, formam um zigue-zague uniforme e em direcGes
opostas (ou paralelas). Ao contrario do arranjo compacto da alfa-hélice, o peptideo em arranjo
beta-folha é bastante prolongado, onde sua maior estabilidade é devido as ligacGes de hidrogénio,
estabelecidas entre o oxigénio da carbonila e o hidrogénio do grupo amino, pela regido das
ligacOes peptidicas da cadeia principal paralelo ou antiparalelo, segundo Ramachandran &
Sasisekharan (1968).

Em ambas as conformacdes, observa-se um grande numero de ligagdes de hidrogénio, de
vinculos entre os segmentos ou dobras da “folha”. Com essas interacdes, a maior parte das

estruturas em B-folhas ndo séo perfeitamente planas, tendendo a uma leve tor¢do, porém néo téo
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acentuada como numa estrutura a-hélice (Fig.6). Pode ser evidenciado também que as cadeias

laterais dispdem-se em lados opostos umas as outras.

(a) Antiparallel

i wi i
D ~ . ~
i NN ~
¥ U T4 i
! . 8
1 ; m :
N NI
) -
8 N 8

Top view :

Side view

Fig. 6 — Demonstracdo de B-folhas paralelas e antiparalelas (Adaptado NELSON & COX, 2007).

Loops (alcas) e turns (curvas)

Cerca de metade dos residuos que compdem um arranjo para proteinas globulares sdo
dispostos em alfa-hélices e beta-folhas; a outra metade estd disposta em loops e turns, e outras
estruturas conformacionais. Loops e turns referem-se a curtos segmentos de poucos aminoacidos,
gue servem para unir duas unidades de estrutura secundaria adjacentes (LAZARIDIS & KARPLUS,

1999).
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J& uma g-turn envolve quatro residuos de aminoacidos, onde a ligacao de hidrogénio se da
entre o primeiro e o quarto residuo de aminoécido, resultando numa curva de 180 graus. Os

residuos mais frequientes nestas configuracdes de f-turn sdo a prolina e a glicina (Fig.7).

Fig. 7 — Regido de g-turn para a unido de duas estruturas secundarias de um polipeptideo (Adaptado KHOLMANN
& ROEHM, 2007).

Segundo Ginalski (2006), loops (alcas) sdo regides que contém um numero de residuos de
aminoacidos maior do que um S-turn para conectar regides adjacentes de estrutura secundaria.
Sdo bastante perceptiveis na analise conformacional porque apresentam uma disposi¢do espacial
de residuos bastante irregular; no entanto, fazem o papel de chaves bioldgicas bastante

especificas para cada proteina.

Ainda, Strocker & Bode (1995) elucida que em muitas enzimas, 0s loops sdo a ponte para
0s dominios responsaveis acoplarem-se aos substratos, que contém geralmente residuos de
aminoacidos, que sdo participantes de reacfes de catalise importantes. Uma vez que muitos loops
e turns residem na superficie de proteinas e séo, portanto, expostos aos solventes, eles constituem
locais de facil acesso externo; ou ainda, podem configurar pontos de epitopos para o

reconhecimento e ligacdo de anticorpos especificos.

Nem todas as regides de proteinas sdo necessariamente ordenadas. Embora os loops sejam
estruturalmente irregulares, eles apenas existem em uma determinada conformacdo estével,

gracas a interacfes do tipo ligacdo de hidrogénio, pontes salinas, e interacfes hidrofobicas com
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outras regides da proteina. Essas desordens “anormais” entre os residuos de aminoacidos podem
conferir a proteina uma elevada flexibilidade conformacional. Em muitos casos, estas regides
desordenadas assumem uma certa conformacédo ordenada mediante o acoplamento de um ligante
(XIANG, CSOTO & HONIG, 2002). Esta flexibilidade permite entdo que estas regifes atuem
como reguladores de ligantes — controlando mudangas estruturais e conformacionais que afetam a

estrutura tridimensional e funcionalidade bioldgica da propria proteina.

Geralmente, nestas regides sao encontrados os sitios ativos do peptideo. As enzimas sdo
muito especificas para os seus substratos. Esta especificidade se deve a existéncia, na superficie
da enzima de um local denominado sitio de ligacdo do substrato. O sitio de ligacdo do substrato
de uma enzima é um arranjo tridimensional de aminoacidos de uma determinada regido da
molécula, geralmente complementar a molécula do substrato, e ideal espacial e eletricamente

para a ligacdo do mesmo.

A formacdo da estrutura tercidria da proteina (folding) é o resultado das interacdes
hidrofobicas entre a estrutura secundaria e 0 meio aquoso, resultando num empacotamento de
estruturas similares em seus formatos, sendo importante para correlacionar a funcéo bioldgica
especifica de uma determinada familia de proteinas. Este problema recebeu um foco cientifico no
inicio da segunda metade do século XX, sendo percebido na atualidade como um desafio
interdisciplinar, onde sdo necessarias diferentes ferramentas colaborativas para a sua resolucéo
(ANFINSEN, 1973).

Como possibilidades de andlise do enovelamento de proteinas, € levado também em
consideracdo parametros termodinamicos e cinéticos: o enovelamento € um processo espontaneo,
onde a proteina vai enovelar tendendo ao estado termodinamicamente mais estavel (mais baixo
nivel de energia livre de Gibbs) e ao estado cineticamente ndo-aleatdrio. Existe entdo uma
conformacédo tridimensional e uma energia livre associada a esta conformacdo, que seria a
conformacdo mais estavel para a proteina (ATKINS & PAULA, 2005).



1.3 Termodinamica de enovelamento das proteinas

1.3.1 Formacéao da estrutura terciéria: enovelamento (folding)
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A estrutura terciéria da proteina é o resultado das interagdes hidrofdbicas entre a estrutura

secundaria e 0 meio aquoso, formando assim um empacotamento de estruturas similares em

formato (LAZARIDIS, & KARPLUS, 1999). Este arranjo tridimensional é de fundamental

importancia, ja que a conformacao dos residuos de aminoacidos na estrutura terciaria da proteina,

na maioria das moléculas, € coincidente com a estrutura nativa, ou seja, a estrutura que apresenta

uma funcionalidade bioldgica especifica, como pode ser visto na Fig.8.
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Fig. 8 — Estruturas terciarias coincidentes com a estrutura biologicamente ativa da proteina. (Adaptado MURRAY et

al, 2003).

Assim, a estrutura nativa de uma proteina caracteriza a sua fungédo bioldgica. A existéncia

e a funcionalidade correta das proteinas levam a compreensdo de como € a possibilidade de

formacdo da estrutura nativa de uma proteina. Uma estrutura funcional significa que a proteina

esta em seu estado nativo e enovelada corretamente.
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1.3.2 Hipotese termodinamica para o enovelamento das proteinas

Christian Anfinsen (1973) pesquisou sobre questfes fundamentais para o entendimento do

processo de enovelamento das proteinas:

e Por que a proteina enovela para um estado conformacional de estrutura nativa?
e O processo de enovelamento ¢ auxiliado por outros tipos de moléculas?
e Por que h& apenas uma probabilidade de que a estrutura nativa seja ativa

biologicamente?

O experimento de Anfinsen (1973), para estudar o processo de enovelamento, envolveu a
utilizacdo da RNAase A, a qual tem por funcdo facilitar a interacdo entre 0 DNA e o RNA em
células pancredticas bovinas. No laboratério, Anfinsen simulou a desnaturacdo de uma proteina, a
partir do desenovelamento induzido por uréia, fazendo com que esta perdesse a fungdo bioldgica

enzimatica. Uma vez retirada a uréia do meio, a proteina retornou com sua atividade enzimatica.

Segundo Van Holde, Johnson & Ho (1998), a termodindmica define que um processo
espontaneo é acompanhado pela libertacdo de energia livre, muitas vezes (mas nem sempre), sob
a forma de calor, passando o sistema a ocupar um estado de menor energia, sendo considerado
entdo mais estavel, como num equilibrio termodindmico. Considerando entdo o refolding
(renaturacdo) sendo um processo espontaneo, o estado nativo (proteina enovelada) é o estado
termodinamicamente mais estavel, isto €, de mais baixa energia. Esta assercdo foi a chave para

duas das proposicoes levantadas por Anfinsen (1973):

e O enovelamento acontece devido ao fato de este ser o estado termodindmico mais
estavel; este processo de convergéncia a um estado nativo e funcional é espontaneo.
e Nenhuma outra proteina foi responsavel por este processo de re-enovelamento;

portanto, ndo existe a participacdo de uma molécula externa a proteina.

A partir desta hipotese termodindmica, foi deduzido por Anfinsen que toda a informacgéo
necessaria para encontrar o estado nativo estad contida na sequéncia de aminoacidos, a qual que

constitui a estrutura primaria da proteina.
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Em uma andlise desta assertiva, como ndo houve nenhuma outro composto quimico
adicional, supde-se que o refolding da proteina foi executado espontaneamente. Sendo assim,
apenas as interacOes totais entre 0s proprios aminoacidos da estrutura primaria € o que determina
a estrutura nativa da proteina. A segunda proposicdo de Anfinsen (1973) € respondida entdo pela
hipotese termodindmica: cada estado nativo da proteina é determinado por uma seqiiéncia
especifica de aminoécidos.

Assim, os resultados destes experimentos de Anfinsen permitem a conducdo para uma
definicdo sobre o folding das proteinas: é o processo espontaneo de autoconstrugdo da estrutura
terciaria de uma proteina, a partir do qual a cadeia polipeptidica encontra uma estrutura nativa
tridimensional, em certas condigdes fisioldgicas (interacdes fisicas e quimicas). Porém, outros
parametros também sdo considerados para o folding das proteinas, além dos parametros
termodinamicos (ATKINS & PAULA, 2005).

1.3.3 Hipotese cinética para o enovelamento das proteinas

Em 1968, Cyrus Levinthal (fisico que trabalhava em Biologia Molecular), demonstrou
que a hipdtese termodinamica de Christian Anfinsen ndo completava totalmente a discussao
sobre o problema do folding das proteinas: o estado nativo ndo pode ser criado de forma aleatdria.

As trés dimensoes (x, y e z) sdo tratadas para a predicdo de enovelamento das proteinas. A
quarta dimensdo (o tempo) ndo é tratada no processo de enovelamento proposto no experimento
de Anfinsen, de modo a levar a crer que a hipétese termodinamica ndo explica a escala de tempo
observada para o processo de folding. Uma vez que cada aminoécido pode estar, no minimo, em
dois estados possiveis (isto simplificando o numero de conformacdes das cadeias laterais para 2
estados conformacionais), uma proteina com 100 amino&cidos pode chegar a ter um total de uma
ordem de aproximadamente 219 a 10°® conformagcdes, representando as possiveis combinacdes
entre os estados a que cada aminoécido tem acesso. Uma dessas combinacdes € a estrutura nativa,
com um estado termodindmico com energia mais baixa entre todas as conformacgdes possiveis
(SALIl et al, 1994).
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Outra observacdo, prevista pela hip6tese cinética, é que a proteina passa de uma
conformacdo a outra em um tempo minimo de um picossegundo ( 1 ps = 1072 s). Este é o0 tempo
necessario para uma vibracdo térmica, indicando uma mudanga conformacional da proteina.
Assim, seria necessario um tempo muito grande para a proteina explorar exaustivamente (de uma
forma aleatoria) todo o espago conformacional, e encontrar alguma conformacgéo correspondente
ao estado nativo (XIANG et al, 2002).

Porém, segundo Atkins & Paula (2005), é sabido que o folding de uma proteina com 100
aminoacidos ndo demora mais que alguns segundos, constituindo assim o chamado Paradoxo de
Levinthal. O que entdo é proposto pela hipotese cinética é que antes de a proteina encontrar um
estado nativo e com minima energia, ela antes percorre etapas de enovelamento (folding
pathway) bem definidas. Todo este processo & composto por estados conformacionais
intermediérios, onde no final se encontra o estado nativo da proteina, evitando assim a perda de

tempo com explorac@es aleatdrias do espaco conformacional.

Os estados intermediarios, imaginados por Levinthal, sdo estados cuja estabilidade
termodindmica € tal que o intervalo de tempo em que a proteina ai permanece é suficientemente
longo, para que assim possam ser detectados experimentalmente. No entanto, ao contrario do que
acontece na hipétese termodinamica, o estado nativo ndo corresponde necessariamente ao estado
termodinamico mais estavel, mas sim, ao estado de energia minima, que é o mais acessivel do
ponto de vista cinético (ATKINS & PAULA, 2005).

Entdo, com base na proposta de Levinthal, a investigacdo experimental em folding de
proteinas foi, até ao inicio de 1990, dominada em grande parte pela procura de estados
conformacionais intermediarios, os quais deveriam ser suficientemente estaveis para que
pudessem ser isolados e devidamente caracterizados como um grupo de estados nativos
(ATKINS & PAULA, 2005).
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1.3.4 Termodinamica vs cinética

A perspectiva classica do folding de proteinas é baseada nas contribui¢es da dicotomia
termodindmica — cinética, e na abordagem tradicional da Bioquimica, que considera cada
molécula um sistema anico. No entanto, nem uma nem outra tem a propriedade absoluta de
resolverem o problema da conformacao nativa das proteinas. Apenas a partir da década de 90 é
que o fenébmeno do folding passa a ser um pouco mais compreendido. Uma das contribui¢des
mais importantes da Fisica para a compreensdo do folding de proteinas foi precisamente a
reconciliagdo das perspectivas de Anfinsen e Levinthal, numa teoria unificada que se baseia na
natureza estatistica do processo (ATKINS & PAULA, 2005).

1.3.5 Ainteracéo hidrofébica

Sempre que € analisada a tendéncia que um evento ocorrer, deve se levar em consideracao
variacdo total da entropia do sistema e de seus arredores, e ndo apenas 0 sistema sozinho. O
agrupamento em conjunto de grupos hidrofébicos podem resultar em uma contribuicdo negativa
para variagdo de entropia total do sistema, porque esta agregacdo corresponde a uma diminuicao
na desordem do mesmo. A primeira vista, portanto, ndo se espera que os grupos hidrofébicos
tendam a formacdo de um aglomerado Unico (cluster). No entanto, ndo podemos esquecer
também o papel do solvente (GINALSKI, 2006).

Lazaridis & Karplus, (1999) afirmam que as moléculas apolares dissolvem-se pouco, ou
quase nada, em solventes polares. Assim, fortes interacdes entre soluto e solvente ndo sdo
possiveis. Como um resultado, é verificado que cada molécula de soluto é rodeada por uma
gaiola de solvatacdo (Fig.9). Para compreender as consequéncias deste efeito, considera-se a
termodinamica da transferéncia de energia de um soluto, como em um hidrocarboneto apolar, de
um solvente apolar (representacdo genérica de um meio interno, como o0 comportamento de uma
proteina enovelada) para o meio aquoso polar (representacdo genérica para o entorno da
biomolécula).
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Fig. 9 — Esquema do efeito de solvatagdo em molécula apolar.

1.3.6 Entropia, entalpia e energia livre de Gibbs

Segundo Atkins & Paula (2005), ao se considerar sistemas bioldgicos, devem ser levados
em conta dois tipos de mudanca de entropia: a mudanca no sistema biologico propriamente dito,
e a mudanga no meio no qual este sistema encontra-se inserido; assim entdo pode ser considerada
a entropia total do sistema em questdo. J. W. Gibbs (1839 — 1903) teorizou sobre como combinar
estes dois aspectos em apenas um, combinacdo a qual hoje é bastante relevante para o
desenvolvimento de metodologias de modelagem molecular para proteinas, que é o foco deste
trabalho.

Sun (2004) afirma que se faz essencial considerar a entropia de ambos os sistemas:
interno e externo a proteina, bem como a espontaneidade do processo. Para simplificar a
discussdo da contribuicdo da teoria da energia de Gibbs para sistemas biol6gicos, é considerada a
variacdo total da entropia, onde a insercdo desta energia € uma nova funcdo de estado, para fins
de estudos de bioenergética e estrutura bioldgica. A variacdo da entropia total, que acompanha o

processo, ¢ dada pela Eq.1:

ASy =AS+AS, ... (EQ.1)

total
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onde AS ¢ a mudancga de entropia para o sistema; para uma variacao espontanea, AStotal > 0.

Berg, Tymoczko & Stryer (2002) indicam que experimentalmente, a variagdo na energia
de Gibbs (AG), para o processo de transferéncia de uma substancia apolar para um meio polar, é
positiva (AGtanst > 0), como esperado em fun¢do do aumento da polaridade do solvente; porém, a
variagdo da entalpia (AH) ¢ negativa (AHuanst < 0). Portanto, existe uma grande diminuicdo da
entropia (AS) do sistema (ASwanst < 0), 0 que representa uma variagdo positiva na energia de

Gibbs. Abaixo, um esquema sobre as interagdes entre as variaveis AG, AH e AS na Tabela 1.

Tabela 1 — Esquema das influéncias entre variaveis de espontaneidade, energia e entropia.

Espontaneidade (AG) Energia (AH) Entropia (AS)
AG <0 AH <0 AS>0
Enovelamento favoravel LigacBes quebradas ou formadas Nova conformacdo molecular
AG>0 AH>0 AS <0
Enovelamento desfavoravel Energia compensada pelo meio Permanéncia de conformacéo

Segundo Monk (2004), é observado entdo que hidrocarbonetos aciclicos saturados
tornam-se mais hidrofébicos com o aumento de tamanho das cadeias carbbnicas. Esta tendéncia
pode ser racionalizada pela AH se tornando mais positiva, e AS ainda mais negativa, a partir do

aumento do nliimero de carbonos da cadeia lateral.

Desta forma, é verificada entdo a interdependéncia da entropia e da entalpia com a
espontaneidade do enovelamento, considerando a equacao que rege entdo a energia de Gibbs para

sistemas em andlise termodinamica, descrita na Eq.2:

AG = AH —TAS (Eq.2),
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onde AG seria a variacdo da energia de Gibbs, AH seria a variacdo de entalpia, T seria a
temperatura considerada, e AS seria a variagdo de entropia do sistema.

Monk (2004) ainda afirma que o significado fisico de G é oriundo de sua prépria
definicdo, como sendo H - TS. Por sua vez, a entalpia € uma medida da energia, que pode ser
obtida a partir do sistema, como pardmetro de calor. O termo TS é uma medida da quantidade de

energia armazenada no movimento aleatorio das moléculas, que compdem uma dada amostra.

Na realizacdo de um trabalho, a energia € transferida de uma forma ordenada, por isso néo
podemos esperar obter trabalho a partir de uma energia armazenada aleatoriamente. A diferenca
entre o total da energia armazenada e a energia armazenada aleatoriamente, H - TS, esta
disponivel para realizar trabalho, e é reconhecida entdo como variacdo da energia de Gibbs. Em
outras palavras, a energia Gibbs € a energia disponivel e armazenada para 0 movimento uniforme

e o arranjo das moléculas do sistema, sob pressdo e temperatura constantes (MONK, 2004).

1.3.7 Espontaneidade e energia de Gibbs

A diferenca de sinal entre AG e ASttal implica como uma condigdo para a ocorréncia de
um processo espontaneo: ASiotal > 0, € AG < 0, (considerando presséo e temperatura constantes).
Ou seja, em uma mudanca espontanea, sob constantes temperatura e presséo constantes, a energia

de Gibbs AG decresce, conforme demonstrado na Fig.10.

ENTROPIA TOTAL DO ENTORNO

GouS->

PROGRESSO DA MUDANCA >

Fig. 10 — Relacdo das variagdes da entropia total do entorno (AS) e da energia de Gibbs (AG).
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Naturalmente, € possivel achar que um sistema tende a decrescer para uma baixa energia
livre total (AGtta). NO entanto, ndo deve ser desconsiderado que um sistema total (sistema +
meio ambiente), tendendo a energias baixas, também incrementa a entropia total. Assim, o Unico
critério espontaneo de mudanca de estado é a entropia total do sistema e seu entorno; a energia
livre de Gibbs meramente consiste num meio de expressar a variacdo total em termos de
propriedades de um sistema isolado, e é valida apenas para processos que ocorrem em
temperatura e pressdo constantes. Para o enovelamento de uma proteina, esta sempre tende a
conformacao estrutural de menor energia, ou seja, com maior informacao biologica disponivel

para a sua completa funcionalidade ativa.

1.4 Meétodos de predi¢cao da estrutura tridimensional

Tsai (2002) afirma que para a predicdo da estrutura tridimensional de uma proteina,
podem ser utilizados métodos in vitro (cristalografia de raios-X e espectroscopia de ressonancia
magnética nuclear) e in silico (homologia estrutural, threading e dindmica molecular). Os dois
primeiros métodos sdo realizados em trabalhos de bancada, uma vez que apenas utilizam

metodologias experimentais em bancada.

A utilizacdo de ferramentas computacionais, como a Bioinformaética, para a analise
estatistica da similaridade entre seqiiéncias protéicas poupa tempo e dinheiro, ja que se faz
possivel prever substancias quimicas que interajam com um grupo de proteinas similares. A
determinacdo dos dominios funcionais em comum, e sua consequente ocorréncia em determinada
parte da cadeia, pode acelerar o processo de design de novos farmacos e, concomitantemente, sua
validacao experimental (OLIVEIRA et al, 2006).

Um desses casos de proteinas sem um modelo de sua estrutura tridimensional é a
metaloprotease VMBMP_BOTMO (P83512), encontrada na toxina da serpente Bothrops

moojeni, objeto de estudo deste trabalho.

As metaloproteases, um grupo de proteinas com uma funcionalidade ja definida como

hemorragica, embasam a possibilidade de que as proteinas, enquanto homologas, tendem a
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assumir conformacgdes semelhantes. O método de homologia estrutural € realizado
computacionalmente, onde a estrutura da proteina alvo € modelada por meio da comparacdo de
sua sequéncia com outras sequéncias, presentes em banco de dados, que ja possuem uma
estrutura tridimensional definida por um dos dois primeiros métodos experimentais. A
modelagem molecular é uma valiosa ferramenta para a elucidacao estrutural de biomoléculas, ja
que permite de modo rapido e com consideravel eficicia, a sugestdo de um modelo

tridimensional para a proteina que ainda ndo possui nenhuma predicao deste tipo.

A modelagem molecular por homologia, por sua vez, pode ser Gtil quando as estruturas de
proteinas, baseadas em elucidacdo por cristalografia de raios-X ou por ressonancia magnética
nuclear (RMN) ndo estdo ainda disponiveis nos bancos de dados (SANTOS FILHO &
ALENCASTRO, 2003). Figueiredo et al (2003) afirmam que o nivel alto da conservacdo dos
dominios protéicos pode ainda ser modelado, segundo uma rotina de algoritmo computacional, de
tal forma a observar de modo qualitativo e quantitativo a disposicdo dessas seqliéncias ao longo
da cadeia protéica, e a consequente propriedade de caracterizacdo de determinadas familias de

proteinas em funcao do dominio protéico.

1.5 Aspectos da modelagem molecular por homologia

A modelagem molecular é uma alternativa bastante eficaz para a investigacédo de estrutura
de biomoléculas, particularmente as proteinas. A estrutura tridimensional de uma proteina pode
ser prevista por dois métodos tedricos: método ab initio e método com base em homologia. O
método por homologia estrutural vem sendo mais aplicado atualmente, devido aos seus resultados

serem mais proximos da realidade conformacional (RAMOQOS, 2007).

1.5.1 Breve historico da modelagem molecular

As técnicas de modelagem comparativa tornaram-se importantes ferramentas
computacionais apenas depois de 1990, quando centenas de estruturas de proteinas ja tinham sido

depositadas no PDB — Protein Data Bank (http://www.pdb.org). Os primeiros estudos de
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modelagem datam do final da década de 60, e no inicio da década de 70 eram realizados com
modelos feitos @ médo, com artefatos de arame e plastico, e somente mais tarde puderam ser
implementados com softwares computacionais (COX & BONANOU, 1969; TOMETSKO,
1970).

Os primeiros modelos por analise comparativa foram construidos simplesmente através de
copias de coordenadas pré-existentes a partir de uma proteina homoéloga, e os residuos nédo
idénticos foram entdo substituidos em uma nova montagem das cadeias laterais correspondentes
(BROWNE et al, 1969). Esta abordagem, chamada montagem de corpos-rigidos, € ainda
amplamente empregada em estudos atuais, e com consideravel sucesso, especialmente quando as

proteinas apresentam uma identidade entre suas seqliéncias acima de 40% (GREER, 1981).

O método de modelagem comparativa foi pioneiro em dois estudos, realizados por
Browne et al (1969) e Greer (1981). Browne et al (1969) publicou informagdes sobre
caracteristicas estruturais do primeiro modelo obtido por modelagem comparativa, usando uma
estrutura obtida por cristalografia de raios X como um molde. Eles modelaram a a-lactalbumina
bovina com uma estrutura tridimensional de lisozima de clara de ovo de galinha, onde as
seqliéncias protéicas tinham 39% de identidade entre si. Esta predicdo foi comprovada como
correta tempos depois, quando a estrutura da a-lactalbumina bovina foi solucionada (ACHARYA
et al, 1989).

McLachlan & Shotton (1971) realizaram a modelagem da a-protease-litica de
Myxobacteria 495, baseada em estruturas de quimotripsina e elastase, onde a identidade entre
essas duas seqléncias protéicas era de apenas 18%, e o alinhamento foi seccionado em gaps
freqiientes. Quando a estrutura da a-protease-litica foi elucidada e publicada (BRAYER et al,
1979), tornou-se claro que o desalinhamento de trechos das seqiiéncias levaram a regides
incorretas da estrutura 3D, porém a por¢do de ambos os dominios foram construidos
corretamente (DELBAERE et al, 1979). Com este modelo, foi demonstrada a dificuldade em
alinhar sequiéncias que apresentem uma similaridade limitada, e uma modelagem variavel,

principalmente em regides de loops.

Greer (1981) realizou os primeiros trabalhos para demonstrar a importancia da

modelagem de regides variaveis. Abstraindo conformacdes aproximadas, a partir de uma familia
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de proteinas homologas de estruturas conhecidas, ele pode distinguir as regifes conservadas
estruturalmente, as quais continham alto indice de homologia, e regifes variaveis
estruturalmente, as quais incluiam todas as insercdes e delecGes. Aplicando a distin¢ao estrutural
em novas sequéncias, os alinhamentos erréneos entre as seqiiéncias sdo altamente minimizados.
Para cada novo alinhamento de seqliéncias, as regides conservadas estruturalmente podem ser
reconstruidas a partir de regiGes de estruturas conhecidas. A construgdo de regides variaveis,
contudo, ndo é um processo simples. As conformacdes de loops de apenas um ou dois residuos de
aminoacidos podem ser extrapoladas a partir de uma das estruturas homologas mais proximas a
estrutura alvo, que se deseja modelar estruturalmente. Esta abordagem foi ainda aplicada para a
predicdo de estruturas de serinoproteases de mamiferos, baseada em um ndmero de proteinas
desta familia, incluindo uma variedade de soro sanguineo, proteinas intestinais e pancreaticas,

bem como uma enzima bacteriana intimamente relacionada (GREER, 1981).

Em vez de derivar da cadeia principal de uma proteina, a partir de somente uma de suas
sequéncias homologas, Taylor (1986) desenvolveu um método de geracdo de sequéncias molde
para cada parte da proteina a ser modelada, baseado em padrGes de conservacdo que eram
observados em estruturas 3D conhecidas, pertencentes a uma familia de proteinas. Os moldes
conservados foram originados a partir de um pequeno nimero de sequéncias de estruturas
terciarias conhecidas. Os moldes foram entdo alinhados com outras seqliéncias de estruturas
tridimensionais desconhecidas. Assim, a especificidade das sequéncias moldes foi demonstrada
pela habilidade de identificar as configuragfes conservadas em imunoglobulinas conhecidas e em
sequéncias relacionadas, mas ndo em outras sequéncias. Desta forma, realizando montagens
destes padrdes conservados, dentro de uma estrutura protéica, requer a aplicacdo de um campo de

forca e de uma amostragem de conformacdo adequada, de modo a refletir uma funcéo biologica.

Devido ao pequeno numero de estruturas proteicas disponiveis antes de 1990, a técnica de
modelagem comparativa teve seus estudos iniciados no meio da década de 90, com o progresso
de projetos em genbmica e o crescimento do numero de estruturas protéicas resolvidas e
depositadas no banco de dados PDB. Com o advento da gendmica estrutural, a importancia da
modelagem comparativa continua em crescimento constante (XIANG, 2002). Apesar de quase 30
anos apoOs o pioneirismo dos trabalhos de Greer, a técnica basica permanece praticamente

seguindo o mesmo principio, sendo utilizada na maioria dos softwares para modelagem
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comparativa, através da comparagdo da sequéncia-alvo com uma sequéncia-molde, de estrutura
3D ja elucidada. Esforcos recentes em modelagem comparativa tem sido concentrados na
descoberta de seqiiéncias homdlogas distantes, na melhoria da acuracia de alinhamentos, e

especialmente no refinamento de modelos, através de otimizacdo de funcdes de energia.

1.5.2 Predicao por modelagem comparativa

A metodologia de predi¢do por modelagem comparativa é baseada na evidéncia de que
proteinas com sequliéncias de aminoécidos idénticos (ou com aminoacidos com propriedades
similares) tendem a adquirirem conformagdes estruturais muito semelhantes. Assim, essas
proteinas acabam formando um grupo de biomoléculas que apresentam caracteristicas funcionais
muito parecidas, até mesmo realizando as mesmas func¢des bioldgicas dentro de uma reacdo em
cadeia. Assim, € possivel transpor e comparar as informacdes, oriundas de uma proteina com
sequéncia e estrutura tridimensional conhecidas, com uma sequéncia similar e com estrutura 3D
desconhecida. A metodologia de modelagem molecular sugerida neste trabalho foi adaptada de
Ramos (2007).

1.5.3 Banco de dados: comparacao de seqiéncias de aminoacidos

A busca baseada em sequéncias de aminoacidos ¢ uma das opera¢fes fundamentais da
Bioinformatica, servindo como base para outras opera¢fes mais complexas. Com o resultados
dessa busca, pode se realizar uma analise de quais sequéncias sdo semelhantes e quais séo
diferentes. Como aplicacgéo, pode-se determinar um ancestral comum a partir de um conjunto de
sequéncias, partindo do principio de que seqiiéncias homdlogas podem existir em duas espécies

distintas, porém com ancestralidade em comum (TICONA, 2008).

Os bancos de dados sdo importantes fontes de informacéo, pois neles estdo depositados 0s
principais dados sobre sequiéncias protéicas. Xiong (2006) define um banco de dados como um

grande arquivo computadorizado e aplicavel para guardar e organizar dados, de forma que estas
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informagdes podem ser resgatadas facilmente via uma variedade de critérios de busca. Neste
trabalho, foram utilizados os banco de dados UniProt e PDB, os quais serdo descritos abaixo com

mais detalhes.

1.5.4 Similaridade entre sequiéncias

Segundo Claverie & Notredame (2007), seqiiéncias similares freqiientemente derivam da
mesma sequéncia ancestral. Isto significa afirmar que se a seqiiéncia de aminoacidos de
metaloprotease, encontradas em um grupo de um mesmo género, sao similares, provavelmente
elas possuem o mesmo ancestral, compartilham de uma estrutura muito parecida e possuem
funcbes bioldgicas similares, sendo iguais. Este principio também pode ser aplicavel em

sequéncias proteéicas de diferentes géneros de organismos.

Proteinas ou genes muito similares sdo classificadas como homologas, evidenciando
assim que possuem funcgdes, estruturas e ancestral em comum. O problema mais interessante a ser
solucionado é quanto ao grau de similaridade entre elas. Quando duas proteinas apresentam mais
de 25% de identidade entre suas sequéncias de aminoacidos, pode ser afirmado que ha uma certa
similaridade entre as duas. Com um score de similaridade total menor que 25%, € colocada em
duvida a ancestralidade comum entre essas seqliéncias (SANTOS FILHO & ALENCASTRO,
2003).

No entanto, algumas proteinas com apenas 15% de similaridade podem apresentar
praticamente a mesma estrutura tridimensional, enquanto algumas proteinas com 20% de
identidade sdo completamente diferentes estruturalmente em 3D. Sendo assim, a homologia nao
pode ser garantida apenas pela igualdade de aminoacidos em uma determinada seqiiéncia, mas
sim pela sua disposicao estrutural, conseqiientemente em funcéo bioldgica (SANTOS FILHO &
ALENCASTRO, 2003).

Um outro parametro que pode ajudar na identificacdo de sequéncias homologas é o
chamado e-value. Este parametro que expressa o grau de similaridade entre as sequiéncias, em

funcdo da contra-prova de seqliéncias obtidas em um banco de dados (XIONG, 2006).
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O e-value (ou “valor esperado”) ¢ um valor de significancia estatistica para evidenciar 0s
alinhamentos da seqliéncia-alvo contra o banco de dados de proteinas. Se o valor da significancia
estatistica atribuido a um alinhamento for maior que o e-value, o alinhamento ¢ invalidado. Se
este e-value for baixo, significa que sdo poucas as chances de os alinhamentos serem

estabelecidos por acaso, e a possibilidade de alinhamentos corretos é bem maior.

Sdo0 importantes parametros a serem também considerados o nimero de residuos do
aminoacidos e a massa molecular da biomolécula, os padrGes de residuos de aminoacidos

conservados e o numero de insercdes ou delecBes na seqiiéncia de aminoacidos.

1.5.5 Ferramentas para modelagem da estrutura 3D por homologia

estrutural comparativa

O aplicativo MODELLER é um dos sistemas computacionais mais bem aceitos na
atualidade para a execucdo de inferéncias simples de estruturas tridimensionais, através da
predicdo por homologia, para aquelas estruturas que possuam uma identidade acima de 75%. O

ambiente, que esta disponivel em http://www.salilab.org/modeller/, também se propde a realizar

a predicdo da estrutura secundéria da biomolécula. Por se tratar de um aplicativo livre, pode ser
utilizado em qualquer computador, desde que haja uma conexd com a Internet. Ndo ha
necessidade de instalacdo de nenhum pacote ou aplicativo adicional. Apds o processo de
instalacdo do aplicativo MODELLER, ele estd apto para a aplicacdo em modelagem de

biomoléculas.

Como parametro complementar, é utilizado também o servidor SWISSMODEL (SWEDE
et al, 2006), para  previsdo da  estrutura  secundaria,  disponivel em
http://swissmodel.expasy.org//SWISS-MODEL.html. O SWISSMODEL é capaz de retornar as

localizagdes das estruturas alfa-hélice, beta-folha e loops, a partir da seqiiéncia proposta.
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1.5.6 Ferramentas para validacdo de modelos

Ao fim da predicdo de um modelo tridimensional de uma proteina, através da modelagem
por homologia, se faz necesséaria uma validacdo deste modelo em funcdo de alguns parametros
fisico-quimicos. A validacao de uma estrutura € uma etapa muito importante da construcdo de um
modelo molecular, podendo ser executada em diferentes niveis de organizacdo estrutural da
biomolécula. A qualidade do empacotamento final da proteina deve ser avaliada como um todo,

bem como os possiveis erros estruturais localizados.

Apds a modelagem, o arquivo de saida gerado possui extensdo “.pdb”. Este arquivo
comporta as coordenadas espaciais dos atomos constituintes da proteina, sugeridos como o
modelo tridimensional. Este arquivo servira como arquivo de entrada dos programas e servidores

web que fardo a validacdo do modelo.

A propriedade que de forma mais taxativa determina a qualidade das estruturas
tridimensionais de proteinas geradas por homologia consiste justamente na similaridade e
qualidade dos modelos estruturais obtidos de dados experimentais; uma preocupacdo antiga dos
pesquisadores em modelagem molecular de proteinas. As informacgdes de enovelamento acerca
da cadeia principal dos aminoacidos sdo fundamentais na validacdo de estruturas-modelo, que sdo
preditas com ferramentas computacionais, principalmente quanto ao comportamento energeético
destas estruturas (SIPPL, 1993).

A qualidade da estrutura construida depende muito do modelo 3D usado como molde,
sendo,entdo, requisitos minimos que este modelo tenha sido obtido experimentalmente com
dados de boa/alta resolugdo (< 2.0 Angstrons) e fator-R satisfatorio (< 20%), no caso onde 0s
modelos tenham sido obtidos por Cristalografia de Proteinas. O parametro fator-R é originado
experimentalmente em processos de cristalografia a partir de uma funcdo de correlacdo entre 0s
resultados experimentais e tedricos. Estes ultimos, oriundos do modelo tridimensional construido
por interpretacdo experimental. Quanto maior o fator-R, menor a qualidade do modelo gerado. Ja
a resolucdo esta relacionada com a quantidade de informacdo experimental foi obtida para a

construcdo do modelo 3D. Assim, quanto maior a resolugdo, maior o detalhamento da informacéo
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estrutural (TEIXEIRA, 2005). Contudo, dependendo do grau de similaridade entre as sequiéncias
alvo e molde, sdo tolerdveis valores mais baixos para a resolu¢cdo (JOHNSON et al, 1994).

Em se tratando de requisitos estruturais, 0 modelo deve apresentar uma estrutura terciaria
satisfatoria (LASKOWSKI et al, 1998). O alinhamento entre as seqtiéncias alvo e molde também
€ um aspecto a ser considerado, j& que a qualidade da modelagem da seqiiéncia alvo também
depende de um molde com uma identidade suficiente aquela proteina que serd modelada. As
diferencas conformacionais entre as estruturas secundarias (regides conservadas) das estruturas-
molde e -alvo também sdo pontos determinantes para a qualidade do modelo formado (SANTOS
FILHO, 2000).

Logo abaixo, apresentamos uma breve descricdo dos principais programas e servidores
utilizados para a analise e validacdo das estruturas tridimensionais de proteinas modeladas:
Molprobity (DAVIS et al, 2007), Harmony (PUGALENTHI et al, 2006), ProSAWeb
(WIEDERSTEIN & SIPPL, 2007) e Verify3D (LUTHY et al, 1992).

Molprobity

O modelo produzido deve apresentar também uma qualidade estereoquimica o mais
compativel possivel, de modo a reproduzir mais . Para tal avaliacdo de pardmetros
estereoquimicos, o servidor utilizado é o Molprobity (DAVIS et al, 2007). O servidor encontra-se
disponivel para acesso no endereco eletrdnico http://molprobity.biochem.duke.edu/index.php.
Neste servidor, sdo avaliados os comprimentos de ligacdo quimica, os angulos planos, a
planaridade dos anéis das cadeias laterais, a planaridade das ligacBes peptidicas, os angulos
torcionais da cadeia principal e das cadeias laterais, 0 impedimento estérico entre pares de atomos
ndo ligados e a qualidade do grafico de Ramachandran (RAMACHANDRAN &
SASISEKHARAN, 1968), avaliando assim a qualidade geométrica e estereoquimica do modelo

estrutural.

A andlise do grafico de Ramachandran € um recurso bastante atil na modelagem
molecular, pois ela possibilita verificar quais os residuos de aminoacidos que se encontram nas

orientacOes energicamente mais favoraveis e desfavoraveis, orientando a avaliagdo da qualidade
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de modelos tedricos ou experimentais de proteinas. Na tabela 2, sdo apresentados os parametros

de qualidade considerados pelo servidor Molprobity.

Tabela 2 — Interpretacdo dos resultados para a avaliagdo do Molprobity.

Parametros IDEAL
Rotéameros inadequados <1%

Ramachandran favoravel >98%
desvios de Cg >0.25A 0

Residuos com ligacdes inadequadas | <19%

Residuos com angulos inadequados | <(0.5%

HARMONY

A avaliacdo estereoquimica da estrutura da proteina examina os parametros internos,
como comprimento das ligagdes e angulos ® e Y. O servidor Harmony

http://caps.ncbs.res.in/harmony/ (PUGALENTHI et al, 2006) analisa a compatibilidade entre as

estruturas primaria e terciaria de uma proteina, atribuindo padrbes de troca aos residuos de
aminoacidos ap6s considerar seus ambientes locais. Esses ambientes locais sdo descritos pela
conformacdo da cadeia principal, como também pela acessibilidade do solvente a superficie da

estrutura da proteina, e pelos padrdes de ligacdo de hidrogénio (interagdes).

O servidor permite o envio do modelo em formato “.pdb”, realizando inclusive, quando
necessario, o alinhamento de sequéncias homdlogas. As pontuacbes sdo mapeadas sobre a
estrutura para posterior exame, 0 que € util para reconhecer também as regides com possiveis

erros locais de modelagem molecular por homologia.
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ProSA- web (Protein Structure Analysis)

O programa ProSA web (WIEDERSTEIN & SIPPL, 2007) pode ser utilizado para
analisar as condicfes dos residuos de aminoécidos na proteina modelada. Cada residuo de
aminoacido é avaliado, tendo como referéncia um ambiente j& esperado, quando comparado aos
aminoacidos presentes em proteinas analogas e com alta resolucdo. A ferramenta pode ser

encontrada em https://prosa.services.came.sbg.ac.at/prosa.php.

Os calculos séo realizados a partir das posi¢fes dos carbonos alfa na cadeia principal da
proteina, podendo também ser aplicavel a proteinas modeladas a partir de seqiiéncias-molde
obtidas com baixa resolucdo. Com a andlise das coordenadas, a energia da estrutura pode ser
avaliada, utilizando uma distancia de potencial entre os carbonos-alfa (SIPPL, 1990), o qual capta

a exposicdo dos residuos da proteina ao solvente.

Assim, duas caracteristicas da estrutura a ser validada sdo mostradas: z-score e uma
parcela das energias dos residuos de aminoacidos. Ap6s a analise do modelo da proteina pelo
software, a escala de qualidade z-score vai de 1 a 10. Quanto mais o valor de z-score se
aproximar de 10, melhor sera a qualidade do modelo. Tal qualidade esta associada a medida do
desvio da energia total da estrutura da proteina, no que diz respeito a distribuicdo de energia
derivada de conformac0es aleatorias. Quando estes z-scores encontram-se muito baixos, € um

forte indicativo de que a proteina ndo se encontra ainda num estado nativo.

Segundo Sippl (2006), para facilitar a interpretacdo do z-score, o arquivo de saida é
apresentado sob a forma de um gréfico, que contém os mesmos pardmetros para estrutura de
proteinas que ja foram elucidadas por outros métodos (Cristalografia ou Ressonancia Magnética
Nuclear), apenas como um comparativo. Essa comparagdo permite verificar se 0s parametros de
z-score da proteina em questdo se encontram dentro do intervalo de pontuacfes observadas em

proteinas com massas moleculares semelhantes.

O grafico de energia do modelo mostra a qualidade local pela analise dos pontos de
energias em funcdo da posicdo do aminodcido na seqiéncia. Em geral, valores positivos
correspondem a regides com algum problema potencial ou trechos modelados de modo erréneo.

Algumas flutuagbes podem ser percebidas em residuos de aminodcidos isolados, sendo
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considerados despreziveis se ndo forem em grande quantidade. Desta forma, calcula-se ainda
uma média de z-score a cada 40 residuos de aminoécidos (SIPPL, 2006).

Verify 3D

O modelo-alvo gerado também deve ser avaliado em relacdo a qualidade do ambiente

quimico a que ele pode ser submetido, objetivando a determinacdo do nivel de confiabilidade do

enovelamento protéico. O software Verify3D (http://nihserver.mbi.ucla.edu/Verify 3D, LUTHY
et al, 1992) é uma sugestdo para este tipo de analise, onde é possivel se determinar os ambientes
quimicos de cada residuo do modelo, atribuindo “scores” de referéncia a uma matriz, construida
a partir de uma andlise estatistica e que envolve estruturas de proteinas do banco de dados
Protein Data Bank (PDB). Nessa matriz estdo contidas trés coordenadas de posi¢édo que cada
residuo apresenta, dentro de cada um dos 18 ambientes quimicos previamente definidos.

O grafico de saida do software demonstra entdo a compatibilidade de um modelo atémico
(3D) com sua propria seqiiéncia de aminoacidos (1D). Cada residuo é caracterizado com base na
classe estrutural, sua localizacdo na cadeia principal e sua regido (alfa, beta, loop, polar, apolar
etc.). A partir dai, é atribuido um score para cada residuo, com base em um banco de dados de
estruturas de aminoacidos. A cada 20 residuos temos uma nova anélise de aminoécidos, onde é
desejavel que o score de cada aminoacido deve ficar acima de 0,2 (20%), e consideravel que
nunca fique abaixo de 0% (LUTHY et al, 1992).

Esta ferramenta é bastante Gtil também na validacdo das regides de loop do modelo-alvo
gerado. A soma dos scores obtidos é armazenada em uma média final, onde é comparada a um
valor ideal esperado para uma proteina de igual comprimento. A média de adequabilidade da
correspondéncia esta por volta de 45%, que é média encontrada considerando-se estruturas de

boa qualidade.
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1.6 Género Bothrops

1.6.1 Ocorréncia

O género Bothrops ocorre na América do Sul. H& mais de 20 espécies de cobras do
género Bothrops no Brasil. As cobras desse género habitam do Sul da Bahia até o Rio Grande do
Sul, leste de Mato Grosso e todo o Nordeste. Em geral elas habitam regifes de mata fechada,
como a Regido Amazonica, mas principalmente campos cultivados onde ficam os roedores que
sdo sua fonte de alimentacdo. O veneno botrépico € uma fonte de substancias
farmacologicamente ativas que causam intensos efeitos locais e sistémicos (FRANCA et al,
2006).

1.6.2 Dominios e metaloprotease

Segundo Teixeira (2005), os dominios sdo segmentos de uma cadeia polipeptidica que
apresenta uma conformacéo tridimensional independente de qualquer outro segmento da cadeia, e
que acarreta uma dada funcéo bioldgica para a proteina. Por sua vez, uma familia de proteinas
representa um grupo de proteinas que apresentam uma similaridade estrutural, mas néo

necessariamente uma similaridade de seqliéncia de residuos de aminoacidos.

Segundo Kamiguti (et al, 1998), os venenos de cobras viperidicas e crotalicas sdo fontes
ricas em componentes que podem afetar a hemostasia, por causa da mudanca na funcao
plaquetaria e de coagulacdo do sangue. Os componentes do veneno que afetam o sistema de
coagulacdo incluem enzimas tromboliticas, as quais convertem fibrinogénio em fibrina e
ativadores de protrombina. A fungdo plaquetéaria pode ser afetada pelos componentes do veneno,
tal como as metaloproteases hemorragicas, as fosfolipases e as desintegrinas. Como resultado, é
comum encontrar um consumo de fatores de coagulacdo e incoagulabilidade, acompanhado de

hemorragias em vitimas de mordida de cobras (Bjarnason e Fox, 1994).

As metaloproteases sdo proteinas que contém ions de zinco como um dos ligantes,

variando em massa molecular de 20 a 100 kDa, algumas das quais sdo capazes de induzir



40

rapidamente sangramento local e/ou sisttmico. As metaloproteases de diferentes massas

moleculares estdo frequentemente presentes no mesmo veneno.

De acordo com Bjarnason & Fox (1994), as metaloproteases de venenos de serpentes
(SVMPs) compreendem quatro classes, definidas de acordo com a constituicdo dos dominios
presentes nas estruturas moleculares: P-1, constituida de enzimas contendo apenas o dominio de
metaloprotease; P-11, classe a qual estdo inclusas as enzimas apresentando o dominio de
metaloprotease, seguida de um dominio de desintegrina ligado (Dis-like); P-Ill, enzimas que
possuem um dominio de regides ricas em cisteinas (Cys-rich) em adicdo aos dominios de
metaloprotease e de desintegrina; e P-1V, compreendida pelas enzimas com duas subunidades,
uma constituida de trés dominios caracteristicos de enzimas do grupo P-111 e outra unidade sendo

uma C-lecitina, ligada através de pontes dissulfeto a primeira unidade.

Nem todas as SVMPs induzem a hemorragia segundo dados experimentais em
camundongos. Em termos gerais, SVMP do grupo P-111 sdo toxinas hemorragicas mais potentes
do que as metaloproteases de outros grupos, particularmente do grupo P-1, onde o nimero de
enzimas ndo-hemorragicas tem sido caracterizado mais amplamente (GUTIERREZ et al, 2005).
No entanto, existem SVMPs do grupo P-l1I que ndo apresentam uma atividade hemorragica,
porém oferecem potentes efeitos coagulantes, como a classe de ativadores de protrombina A
(SILVA et al, 2003). A chave para toda esta acdo hemorragica parece ser 0 mecanismo de

hidrélise dos componentes da membrana basal de vasos sangiineos (OHSAKA, 1979).

1.6.3 Mecanismo de catélise das metaloproteases

Segundo Stocker & Bode (1995), o0 mecanismo de catalise das metaloproteases se da por
meio da quebra das ligacGes peptidicas do substrato a reagir com a metaloenzima. O zinco
catalitico, presente no sitio ativo da metaloprotease, é coordenado por trés histidinas, cujos
atomos de nitrogénio estdo distantes entre si em 2,0A. Na posicdo do residuo Glu, é encontrada
uma molécula de agua (compondo o motif HEXXH), bem proximo ao cation zinco, funcionando
como um quarto ligante (RAMOS, 2007). Esses ligantes interagem com o zinco, sob a forma
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trigonal piramidal, em conjunto com o nitrogénio da segunda His ligante (localizada no topo da
pirdmide) e com o zinco (que é encontrado coplanar a base da piramide).

O residuo de aminoacido Glu, bem como o zinco bivalente, aumentam a polarizacdo da
molécula de agua, tornando-a um nucleofilo. Nesta condicdo, a 4gua ataca o carbono da ligacdo
peptidica do substrato, a qual serd rompida ao fornecer a sua hidroxila, e levando o zinco

bivalente a um estagio de transicdo pentacoordenado.

A protonacdo do nitrogénio da ligagdo peptidica quebra a ligacdo entre o carbono e
nitrogénio, liberando assim os produtos de clivagem. Por fim, a enzima é regenerada e ocorre a

incorporacdo de uma nova molécula de agua.

1.6.4 A espécie Bothrops moojeni

A caissaca (Bothrops moojeni) é uma serpente de habito terricola, sendo a jararaca mais
encontrada na Regido Centro-oeste (Fig.11). Seu habitat € no cerrado, com hébitos de
alimentacdo béasica de roedores e lagartos. Seu tamanho pode chegar até 1,50 metro, possui
denticdo solendglifa, e como uma serpente noturna, € uma das mais agressivas do grupo de
jararacas (Fig.12). A distancia do bote das serpentes corresponde a aproximadamente 1/3 do seu
comprimento, e € dado mais no sentido horizontal. A caissaca desfere seu bote mais para o
sentido vertical, podendo atingir desta forma partes mais altas do corpo de uma pessoa.
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Fig. 11 — Ocorréncia da espécie de serpente Bothrops moojeni no territorio brasileiro (BUTANTAN, 2000).

Fig. 12 — Exemplar de serpente Bothrops moojeni. Fonte: Bernarde, 2009.

Glandulas de veneno de serpente sdo uma rica fonte de moléculas bioativas, tais como
peptideos, proteinas e enzimas, que apresentam importante atividade farmacoldgica localizada e
efeitos sistémicos como dor, edema, hemorragia e necrose muscular. Muitos dos componentes do
veneno botropico sdo enzimas proteoliticas (BERNARDES et al, 2007). A toxina desta espécie
pode acelerar o processo de dano e morte celular, quando em contato com os tecidos, numa
picada por exemplo. No veneno desta espécie, dentro outros compostos protéicos, sao
encontrados desintegrinas, metaloproteinase, miotoxinas, NADH desidrogenases, fosfolipases e
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trombinas. A metaloprotease (Fig.13) presente no veneno desta espécie hidrolisa
preferencialmente a cadeia alfa do fibrinogénio, como também pode hidrolisar a cadeia beta.
Hidrolisa azocaseina, e a cadeia beta de fibrina. Contudo, ndo apresenta atividade hemorragica
significativa em ratos. Abaixo, segue a sequiéncia de residuos de aminoacidos da metaloprotease
VMBMP_BOTMO, objeto de estudo deste trabalho. As principais caracteristicas desta enzima
serdo descritas na Tabela 03.

10 20 30 40 50 60
EQOKFSPRYI ELVVVADHGM FEKKYNSNLNT IRKWVHEMVN SMNGEYRSVD VIASLANLEV

70 80 90 100 110 120
WSKKDLINVQ KDSRETLKSF GEWRERDLLP RISHDNAQLL TAIVEDGHTI GRAYTGGMCD

130 140 150 160 170 180
PRHSVGVVMD HSPENLOVAV TMAHELGHNL GMHEDGNOQCH CDAASCIMAD SLSVVLSYEF

190 200
SDCSQNQYQT YLTKHNPQCI LNEPL

Fig. 13 — Sequéncia de amino4cidos da VMBMP_BOTMO (P85314), de Bothrops moojeni.

Fonte: UniProt, 2010.

Esta metaloprotease também interage seletivamente com ions célcio (Ca*?) e zinco (Zn*?),
apresentando atividade catalitica (metaloendopeptidase) de uma reacao de hidrdlise, quebrando as
ligagdes alfa-peptidicas em uma cadeia polipeptidica, por um mecanismo no qual a agua atua
como um nucledfilo. Nesta reacdo, um ou dois ions metalicos se agregam a molécula de agua,

onde as cadeias laterais de aminoacidos sdo pontos desta ligacdo idnica.



Tabela 3 — Caracteristicas da metaloprotease P85314 VMBMP_BOTMO.

Nomenclatura

Zinco-metaloprotease VMBMP_BOTMO

Taxonomic ID (NCBI)

98334

Linhagem taxondmica

Eukaryota » Metazoa » Chordata » Craniata » Vertebrata » Euteleostomi >
Lepidosauria » Squamata » Scleroglossa » Serpentes » Colubroidea» Viperidae »

Crotalinae > Bothrops

Numero de residuos

205 aminoacidos

Dominio

P1 (8-204aa) Peptidase M12B

Pontos de ligante metalico

Sitio ativo: Gluys

Zinco ligante: HyS144, HyS14s, HyS154.

Pontes dissulfeto

Cysi19 <> Cysigo

Cysis9 <> Cysiss

Cysie1 <> Cysises

Cofator

Zinco (Zn*?)

Localizacdo subcelular

Secretada

Especificidade de tecido

Encontrada em glandulas de veneno

Funcéo molecular

Atua como hidrolase, metaloprotease (metaloendopeptidase) e toxina.

Considerada uma substancia patdgena e proteolitica (degrada proteinas).

Massa molecular

23095 Da

Integrada ao UniProt

Dezembro 2007

Ultima anotag&o (UniProt)

Junho 2009

44
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2 JUSTIFICATIVA

Segundo Meidanis & Setubal (2003), as moléculas bioativas podem inibir ou catalisar
reacOes bioquimicas, algumas vezes objetivando efeitos macroscopicos como a cura ou atenuacao
de uma doenca. Por sua vez, o alinhamento computacional, quando realizado com moléculas
biolodgicas como as proteinas, permite a deteccdo precoce de moléculas que sejam viaveis
economicamente as industrias farmacéuticas, podendo assim guiar 0s pesquisadores para as
moléculas mais promissoras para novos farmacos. Essa nova aplicacdo faz com que empresas
biotecnoldgicas estejam familiarizadas com metodologias de busca de identidade e similaridade

em sequéncias de proteinas.

Atualmente, o alinhamento e a anélise estatistica de sequiéncias de proteinas sdo aplicados
em projetos de protedmica, relacionados com ramos econdmicos altamente significativos para a
Brasil. Destaca-se, por exemplo, o projeto de descricdo do genoma do filopatdgeno Xylella
fastidiosa, causador da “praga do amarelinho” em culturas de laranja. Além disto, Meidanis
(2003) afirmam ainda que resultados esperados para os problemas de melhoramento genético, de
animais e de vegetais, sdo tratados com menos dispéndios de custo e com maior rapidez através
de ferramentas computacionais aplicadas aos problemas da Biologia Molecular e da Quimica

Estrutural de Proteinas.

Para o estudo de sistemas moleculares, é mais viavel a pesquisa in silico, onde podem ser
observados os efeitos de uma perturbacdo neste sistema, sem efetivamente (em bancada de
laboratdrio) realizar essa perturbacdo (SANTOS FILHO & ALENCASTRO, 2003). Uma das
aplicacdes do estudo de sequéncias especiais, simuladas por computador, € o mecanismo de
interacdo das moléculas bioativas do farmaco com a molécula-alvo, presente no organismo do

paciente.

A aplicagdo destas novas metodologias, com o apoio de ferramentas de Bioinformaética,
vem se tornando cada vez mais frequente para o desenvolvimento de farmacos, por ser um

recurso mais rapido e complementar ao tipo de pesquisa experimental (XIONG, 2006).
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O planejamento racional farmacos, baseado em procedimentos computacionais in silico,
tem se mostrado como uma eficiente estratégia para o desenvolvimento e validacdo, sendo capaz
de contribuir para etapas de descoberta de prototipos (lead compounds), otimizagéo toxicologica
(afinidade, especificidade, eficacia e toxicidade), podendo chegar até a contribuir para a

elaboracdo de candidatos a testes clinicos para drogas (SILVA, 2007).

Assim, com as informagdes sobre a conformacdo estrutural da proteina-alvo, é possivel
verificar como um bioreceptor e/ou ligantes interagem entre si e como podem ser formados novos
compostos, com complementaridade estérica, hidrofdbica e eletrostatica ao seu sitio de ligacéo.
Segundo Marshall (2004), 78% dos farmacos atuais tém como alvo receptor um ou mais pontos
de proteinas especificas, o que demonstra a importadncia do conhecimento da estrutura
tridimensional de um alvo molecular para uma potencial aplicacdo biotecnoldgica. Muitos dos
processos de descoberta e desenvolvimento de novos farmacos sdo dependentes de resultados
gerados por métodos computacionais (PEITISCH, 2004). Neste contexto, enormes sdo 0s
esforcos pelo mundo todo, por instituicbes publicas e privadas, no sentido de elucidar o maior
namero de estruturas tridimensionais de proteinas (NORWELL & MACHALEK, 2000).

A modelagem da estrutura tridimensional da metaloprotease P85314 (B.moojeni), por sua
vez, tem importante sentido no que diz respeito a formulacdo de soros antiofidicos mais potentes
e especificos para situacdes de emergéncia médica (HEINEMANN, 2000). Ainda mais na Regido
Amazonica, onde se faz necessaria a aplicacdo de medidas mais eficazes, a fim de amenizar
problemas de salde como este, diante da dimensdo extensa que se tem de vencer para que um
tratamento médico chegue ao paciente a tempo. Conhecendo a estrutura de metaloproteases, sera
possivel, posteriormente, realizar a modelagem molecular também de inibidores dos sitios ativos
da biomolécula, uma vez que a hemorragia é uma das mais devastadoras caracteristicas da acao
dos venenos de serpentes do género Bothrops. Estes inibidores poderiam ser utilizados como base
de farmacos e novas drogas combinadas. Ainda, modelar a estrutura da metaloprotease do veneno
de Bothrops moojeni, a fim de conseguir a visdo tridimensional da disposi¢do de sitios
importantes da biomolécula, permite a compreensdo da estrutura de outras metaloproteases
similares a esta. Estes estudos destacam, por analise comparativa por homologia, a funcdo de
estruturas tridimensionais determinadas e utilizadas na construcdo de novos farmacos, como 0s

inibidores deste tipo de biomoléculas.
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivos Gerais

Obter 0 modelo da estrutura tercidria de metaloprotease VMBMP_BOTMO de Bothrops

moojeni através de técnicas de modelagem molecular por homologia estrutural.

3.2 Objetivos Especificos

Realizar in silico os alinhamentos locais, de modo a verificar o grau de identidade e

similaridade entre as sequéncias de metaloproteases presentes em venenos de viperideos.

Obter um grupo de proteinas semelhantes a seqliéncia-alvo, ou seja, a metaloprotease
VMBMP_BOTMO de B.moojeni.

Predizer um modelo tridimensional da metaloprotease VMBMP_BOTMO, presente no
veneno de Bothrops moojeni, baseado-se em técnicas para a predi¢cdo por homologia estrutural,

através de sequiéncias com alta identidade e similaridade entre si.
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4 MATERIAIS E METODOS

O esquema geral dos métodos utilizados segue a ordem descrita abaixo. As principais etapas
do processo de modelagem comparativa por homologia seréo descritas detalhadamente em cada
subsec&o: busca de seqliéncias-molde para a comparagdo com a sequéncia-alvo, alinhamento de

sequéncias, modelagem comparativa e validacao estrutural.

BANCO DE DADOS: busca da seqiiéncia -alvo BANCO DE DADOS: busca da seqiiéncia -molde
BLASTp (NCBI) (PDB)
Bothrops moojeni (UniProtID P85314) Bothrops asper (UniProt ID P83512)
estrutura primaria completa molde com estrutura 3D definida

ALINHAMENT | | o
CIustaIV\/O(Er?igreoi\:/)s 2 vo]“b alfa-hélices / beta-folhas

1 N

<
identidade satisfatéria PREDIGAO DE ESTR. SECUNDARIAS:
SwissModel )
MODELAGEM POR HOMOLOGIA
(MODELLER)
modelos produzidos
VALIDACAO DOS MODELOS
Molprobity
Harmony ——————— P comparagao estrutural
ProSA-web
Verify3D
Sobreposigdo molde vs modelo:
COooT

validagdo satisfatéria

v

MODELO FINAL
(RasMol)

Fig. 14 — Esquema geral do procedimento de modelagem molecular estrutural.
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4.1 Obtencéo de estruturas similares (sequéncias-moldes)

Inicialmente, foi selecionada a sequiéncia de aminoacidos da metaloprotease presente na
toxina da peconha da serpente Bothrops moojeni, a qual ainda ndo possui uma estrutura
tridimensional conhecida. Esta estrutura serd determinada neste trabalho e serd denominada,

daqui para a frente, de estrutura da “seqiiéncia-alvo”.

As estruturas tridimensionais (e suas respectivas seqiiéncias de aminoacidos) selecionadas
como molde foram obtidas através de alinhamento BLAST das seqliéncias de aminoacidos do
género Bothrops, em banco de dados de proteinas. Foi utilizado neste procedimento o formato

Pearson (FASTA) para as seqliéncias de aminoacidos.

A sequéncia de aminoacidos VMBMP_BOTMO foi utilizada como alvo na busca por
seqliéncias similares, em banco de dados, e com estruturas tridimensionais ja determinadas
experimentalmente. A obtencdo de seqliéncias similares (moldes) a sequéncia alvo foi feita no

banco de dados do Uniprot (http://www.uniprot.org). O alinhamento BLAST indicou a

similaridade entre as sequéncias alvo e moldes. Além disto, o banco de dados do PDB
(http://www.pdb.org) foi consultado para obtencdo dos moldes determinados experimentalmente

bem como para assegurar que a estrutura terciaria da metaloprotease P85314 VMBMP_BOTMO

ndo tinha sido elucidada por métodos experimentais.

O score do alinhamento foi de fundamental importancia para a ordenagdo das seqiiéncias
em graus de similaridade. Quanto maior a similaridade entre a metaloprotease alvo e as
sequéncias moldes sugeridas, menor seria a chance de uma modelagem equivocada ou

incompleta.

A estrutura (e a sequiiéncia) molde foi entdo selecionada, segundo os critérios de:

e Maior porcentagem de identidade e similaridade com relacdo a seqtiéncia-alvo;

e Menor ocorréncia de insercdes e delecbes na sequéncia-molde;


http://www.uniprot.org/
http://www.pdb.org/
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e A sequéncia-molde deveria apresentar uma estrutura 3D determinada experimentalmente

com parametros experimentais satisfatorios (R-fator e resolucéo).

4.2 Alinhamento de sequéncia-alvo versus molde

O alinhamento entre as sequiéncias-alvo e -molde foi realizado pelo programa ClustalW, no
servidor Uniprot, disponivel em http://services.uniprot.org/clustalw. Através deste alinhamento,
foi possivel identificar os residuos de aminoéacidos conservados, prevendo a semelhanca de

caracteristicas fisico-quimicas e estruturais da estrutura a ser modelada.

A estrutura escolhida para servir de molde a metaloprotease de B.moojeni foi a
metaloprotease de B.asper, por apresentar 81% de identidade com a seqiiéncia-alvo, e por ja
dispor de uma estrutura tridimensional depositada no banco de dados Protein Data Bank (PDB).

A metaloprotease de B.asper (Fig.14) possui codigo de entrada como VMBP1 BOTAS,
cddigo UniProt ID P83512, PDB ID 1ND1, codigo taxonémico 8722 (NCBI Taxonomic
database), e foi integrada ao banco de dados UniProt em abril de 2004, tendo sua ultima

modificacdo em marco de 2009.

Como funcionalidade bioldgica, esta proteina € uma zincoprotease hemorragica do veneno
de serpente, que também ativa o sistema complemento, e induz a quimiotaxia neutrofilica em
camundongos (ARCE et al, 2005). Esta proteina apresenta um cofator ligante de ion zinco.
Pertence a familia de metaloproteases, subfamilia P-1 (FARSKY, 2000), com uma massa
molecular de 22.735 Da, (determinado por MALDI-TOF). Abaixo, segue a estrutura priméaria da
metaloprotease P83512 (B.asper) (Fig.15).



10 20 30 40 50 60
MIEVLLVTIC LAVFPYQGSS IILESGNVND YEVVYPRKVT ELPKGAVQPK YEDAMQYEEK
70 80 950 100 110 120
VNGEPVVLHL EKNKGLFSED YSETHYSPDG RKIITYPSFE DHCYYHGRIE NDADSTASIS
130 140 150 160 170 180
ACNGLEGHFK LQGETYLIEP LKLSDSEAHA VYKYENVEKE DEAPKMCGWVT ETNWESYEPI
150 200 210 220 230 240
KKASQSNLTP EQQRFSPRYI ELAVVADHGI FTKYNSNLNT IRTRVHEMLN TVNGEFYRSVD
250 260 270 280 290 300
VHAPLANLEV WSKQDLIKVQ KDSSKTLKSFEF GEWRERDLLP RISHDHAQLL TAVVFDGNTI
310 320 330 340 350 360
GRAYTGGMCD PRHSVGVVRD HSKENNLWVAV TMAHELGHNL GIEHDIGSCS CGAKSCIMAS
370 380 390 400
VLSKVLSYEF SDCSQNQYET YLTNHNPQCI LNEKPLLTVSG NELLEAGE

o1

Fig. 15 — Sequéncia de aminoacidos da VMBP1_BOTAS (P83512), de Bothrops asper.

Fonte: UniProt, 2010 (http://www.uniprot.org).

O cDNA da metaloprotease VMBP1 BOTAS (P83512) expressa no total 408
amino&cidos. A partir do residuo de aminoécido 1 ao 20, apresenta um peptideo sinal; do 21 ao
408, possui em sua estrutura um pro-peptideo; do 192 ao 394 a porcdo funcional da proteina

nativa apos clivagem ( total de 203 residuos de aminoacidos).

A regido do dominio peptidase M12B encontra-se entre os residuos de aminoécidos 198 e
394 e 0 aminoacido catalitico é 0 Gluzss. Os amino&cidos ligantes de zinco estdo nas posi¢oes
Hisszs, Hissss € Hissas. ESta proteina apresenta ainda um residuo modificado na posicdo Glnig
para &cido carboxilico pirrolidénico (o primeiro residuo de aminoécido na proteina funcional), e
pontes dissulfeto entre os residuos de cisteina nas posicdes 309 e 389, 349 e 375, 351 e 356. Sua
estrutura tridimensional foi elucidada por cristalografia de raio-X, em uma resolucdo de 1,93A. A

estrutura tridimensional da seqiiéncia-molde esta ilustrada na Fig.16.


http://www.uniprot.org/

52

Fig. 16 — Estrutura tridimensional da metaloprotease VMBP1_BOTAS P83512 (B.asper).

4.3 Obtencéo do modelo priméario

Uma vez obtido o modelo primério da VMBMP_BOTMO, a partir da modelagem com o
molde VMBP1 BOTAS, este modelo serd avaliado qualitativamente, de modo a se fazerem
tantas modificacdes forem necessarias para que um modelo satisfatorio seja alcangado, ou seja,
para que a estereoquimica do modelo esteja coerente segundo a comparacao entre 0s moldes

utilizados.

Para tanto, sera utilizado inicialmente o programa MODELLER, disponivel em

http://www.salilab.org/modeller/ , de modo a processar as informacgdes estruturais, que serdo

obtidas a partir dos moldes selecionados, com entrada a partir de um arquivo PDB como molde.

Primeiramente, como rotina de modelagem através do MODELLER, sera utilizado um
script de alinhamento (Fig.17) da sequiéncia-alvo com a seqtiéncia-molde. O programa executara
a rotina, a partir dos arquivos de entrada: sequéncia-alvo (formato PIR) e seqiiéncia-molde
(formato PDB).


http://www.salilab.org/modeller/
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from modeller import *

env = environ()

aln = alignment(env)

mdl = model(env, file="I1ND1’, model segment=(‘FIRST:A’,’LAST:A’))

aln.append model(mdl, align codes="1ND1’, atom files="1ND1.pdb’)

aln.append(file="prot.ali’, align codes="prot”)

aln.align2d()

aln.write(file="prot-1nd1.ali’, alignment format="PIR’)

aln.write(file="prot-1nd1.pap’, alignment format="PAP’)

Fig. 17— Script de alinhamento das seqiiéncias alvo e molde, a ser executado pelo aplicativo MODELLER.

A partir do arquivo de alinhamento gerado prot-1ndl.ali, foi possivel executar o script
(Fig.18) para modelagem molecular da estrutura-alvo. A modelagem molecular retornou cinco
modelos, em formato de coordenadas PDB, que foram encaminhados para validagdo antes de
serem finalizados como sugestdes de estruturas tridimensionais para a metaloprotease em

questao.
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from modeller import *

from modeller.automodel import *

env = environ()

a = automodel(env, alnfile="prot-INDZ1.ali',

knowns="IND1', sequence="prot’,

assess_methods=(assess.DOPE, assess.GA341))

a.starting_model = 1

a.ending_model =5

a.make()

Fig. 18 — Script para modelagem molecular da seqiiéncia-alvo em funcéo da seqiiéncia-molde. O arquivo de saida
oferece cinco modelos selecionados.

Uma vez obtido o modelo priméario da VMBMP_BOTMO, a partir da modelagem com o
molde VMBP1_BOTAS, este modelo foi avaliado quantitativamente, de modo a se fazerem
tantas modificacGes quanto forem necessarias para que um modelo satisfatorio fosse alcancado;
ou seja, para que a estereoquimica do modelo estivesse coerente segundo a comparagdo com

estruturas obtidas experimentalmente.

4.4 Validacao de modelos

O refinamento dos modelos preliminares visou justamente a verificacdo da conformagéo
sugerida, tendo como base os resultados de anélises computacionais e 0 retorno de parametros de
qualidade. Para a visualizagdo dos modelos gerados, foi utilizado o visualizador RasMol,

disponivel em http://www.umass.edu/microbio/rasmol/. Os programas utilizados para a validacao

dos modelos ja foram descritos na Introducéo.


http://www.umass.edu/microbio/rasmol/
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5 RESULTADOS E DISCUSSOES

Das sequiéncias coletadas por alinhamento local de proteinas (BLASTp), foram selecionadas
apenas as seqiéncias que possuiam uma identidade minima de 70% com a sequéncia de
metaloprotease P85314 de B. moojeni. O resultado é mostrado na Tabela 04, onde as seqliéncias
estdo organizadas de acordo com o e-value, score e a porcentagem de identidade entre os

residuos de aminoacidos.

As seqliéncias com identidade acima de 70%, indicadas na Tabela 04, também foram
comparadas a sequiéncia-alvo através de um alinhamento multiplo. Este alinhamento serviu para
identificar regides conservadas em cada sequéncia (Fig.19). Neste alinhamento, também é
possivel visualizar as regides com certa variacdo quanto ao tipo de aminoacido que compde a
seqiiéncia. E provavel que estas regides representem as dobras/algas do enovelamento protéico
caracteristicas da metaloprotease de cada espécie, importantes para a conformacéo tridimensional

molecular.

As dobras/alcas da estrutura tridimensional a ser definida para a metaloprotease de B.
moojeni podem ser modeladas a partir de um banco, o qual é formatado a partir de estruturas
tridimensionais ja conhecidas e postadas no banco de dados PDB. Assim, é possivel a previsdo da
conformacao estrutural para os trechos de dobramento, a partir dessas referéncias, caso 0 modelo

inicial usado como molde ndo possua informacao suficiente para a modelagem destas alcas.



Tabela 4 — Amostra de seqliéncias com identidade acima de 49% com a metaloprotease de B.moojeni.
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Acesso Nome da proteina QOrganismo N. de AA | Ident (%) E-value

P85314 Zinc metalloproteinase BmooMPalfa-l (EC | Bothrops moojeni (Lance-headed 200 100.0 1.0E-116
3.4.24.5) viper) (Caissaca).

Q7T1T4 Zinc  metalloproteinase  BjussuMP-2  (EC | Bothrops jararacussu (Jararacussu). 369 88.0 1.0E-101
3.4.24-)  (BjussuMP-1l) ~ (BOJUMET 1)
(Nonhemorrhagic ~ metalloprotease ~ MP-II)
(Fragment)

P83512 Zinc metalloproteinase Bapl (EC 3.4.24.-) | Bothrops asper (Terciopelo). 408 81.0 2.0E-92
(Hemorrhagic metalloproteinase BaP1) (Bap-1)
(Precursor)

Q072L5 Zinc  metalloproteinase/disintegrin  [Cleaved | Bothrops asper (Terciopelo). 477 82.0 5.0E-92
into:  Metalloproteinase (EC 34.24.-) ;
Disintegrin ] (Precursor)

Q5XUWS8 | Zinc metalloproteinase/disintegrin  [Cleaved | Bothrops insularis (Island jararaca) 476 78.0 5.0E-86
into: Metalloproteinase insularinase-A  (EC | (Queimada jararaca).
3.4.24.-) ; Disintegrin insularin ] (Precursor)

Q1PHZ4 Zinc metalloproteinase-disintegrin BjussuMP-1 | Bothrops jararacussu (Jararacussu). 547 74.0 3.0E-84
(EC 3.4.24.) (BjussuMP-I) (Precursor)
(Fragment)

P84907 Zinc metalloproteinase leucurolysin-A (Leuc-A) | Bothrops leucurus (White-tailed 193 76.0 6.0E-84
(EC 3.4.24.-) (Fragment) jararaca) (White-tailed lancehead).

Q919R4 Zinc metalloproteinase neuwiedase (EC 3.4.24.- | Bothrops  neuwiedi  pauloensis 198 68.0 1.0E-72
) (Fragment) (Neuwied's lancehead).

Q7T1T3 Metalloprotease BOJUMET Il (Fragment) Bothrops jararacussu (Jararacussu). 243 84.0 3.0E-72

Q8QG89 Zinc metalloproteinase BITMO02A (EC 3.4.24.-) | Bothrops insularis (Island jararaca) 409 57.0 4.0E-59
(Precursor) (Queimada jararaca).

Q98SP2 Zinc  metalloproteinase/disintegrin  [Cleaved | Bothrops jararaca (Jararaca). 477 54.0 9.0E-56
into: Metalloproteinase jararafibrase-2 ~ (EC
3.4.24.-) (Jararafibrase IlI); Disintegrin
bothrostatin (D-BTT) ] (Precursor)

Q8UVGO Zinc metalloproteinase-disintegrin | Bothrops erythromelas (Caatinga 612 53.0 2.0E-55
berythractivase (EC 3.4.24.-) (eryl) (Precursor) | lance head).

P85420 Zinc metalloproteinase atroxlysin-1 (EC 3.4.24.- | Bothrops atrox (Barba amarilla) 202 52.0 6.0E-52
) (Atroxlysin-I) (Fer-de-lance).

Q98UF9 Zinc metalloproteinase-disintegrin  HF3 (EC | Bothrops jararaca (Jararaca). 606 52.0 3.0E-51
3.4.24.-) (Precursor)

093523 Zinc metalloproteinase-disintegrin  bothropasin | Bothrops jararaca (Jararaca). 610 50.0 2.0E-49
(EC 3.4.24.49) [Cleaved into: Disintegrin
bothropasin ] (Precursor)

P30431 Zinc metalloproteinase-disintegrin  jararhagin | Bothrops jararaca (Jararaca). 571 49.0 4.0E-49
(EC 3.4.24.73) (Jararafibrase 1) (JF I) (JG)
(HF2-proteinase) [Cleaved into: Disintegrin
jararhagin-C (Jaracetin) ] (Precursor)
(Fragment)

Q8QG88 Zinc metalloproteinase-disintegrin  BITMO6A | Bothrops insularis (Island jararaca) 610 50.0 1.0E-48

(EC 3.4.24.-) (Precursor)

(Queimada jararaca).
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Accession Entry name Protein names

vl QO72LS W2 BOTAS Zinc metalloproteinase/disintegrin [Cleaved into: Metalloproteinase (EC 2.4 24 -) ;. Disintegrin ]

4 PE3512 VWBP1_BOTAS Zinc metalloproteinase Bap1 (EC 3 4 24 -) (Hemorrhagic metalloproteinase BaF 1) (Bap-1)

I QExUWE WMINS_BOTIN  Zine metalloproteinase/disintegrin [Cleaved into: Metalloproteinase insularinase-A (EC 3.4.24 -, Disintegrin
insularin ]

vl P84907 VMLEA_BOTLC Zinc metalloproteinase leucurolysin-A (Leuc-A) (EC 3.4 24 -)

/] P85314 ViAI_BOTMO  Zine metalloproteinase BmooMPalfa-l (EC 3.4.24 -)

0 QTTIT4 VMMPZ_BOTJR  Zine metalloproteinase BjussuMP-2 (EC 2 4 24 <) (BjussuMP-11} (BOJUMET 1) (Nonhemorrhagic
metalloprotease MP-11}

/) QIPHZA VWIMP1_BOTJR  Zine metalloproteinase-disintegrin BjussuMP-1 (EC 3 4 24 -) (BjussuMP-1)

Q072L5 MIEVLLVTICLAVEPYQGSSIILESGNVNDYEVVYPREVTELPEGAVQPEYEDAMOYEFEK

PE3512 MIEVLLVTIICLAVFPYQGSSIILESGNVNDYEVVYPREVTELPEKGAVQPEKYEDAMQYEFK

REXTWSE MIQVLLVTICLAAFPYQGSSITILESGNVNDYEVVYARKEVTELPEKGAVQOKYEDAMQYEFK

L N O e

EBLE31d — - m o s s s s s s s s e e e

L N A TELPEGAVQPKYEDAMQVYEFK

O i EFK

Q072L5 VNGEPVVLHLEENKGLESEDYSETHYSPDGREIITYPSFEDHCYYHGRIENDADSTASTIS

FB3512 VNGEPVVLHLEKNKGLESEDY SETHYSPDGRKIITYPSFEDHCYYHGRIENDADSTASTIS

REXTWSE VNGEPVVLHLEKNKGLFSEDYSETHYSPDGROQITITYPPFEDHCYYHGRIENDADSTASTS

L N O e

PBLE31d s o s e s e

Q7T 1T4 GNGEPVVLHLEEKNKGLESEDYSETHYSPDGROIITYPPFEDHCYYHGRIENDADSTASIS

Q1PHZA4 VNGEPVVLHLEKNKGLFSEDYSETHYSPDGROQITTYPPVEDHCYYHGRIENDADSTASTS

Q072L5 ACNGLEGHFREIQGETYLIEPLELSDSEAHAVYREYENVEKEDEAPKMCGVTETNWESYEPT

FB3512 ACNGLEKGHFELOGETYLIEPLEKLESDSEAHAVYKYENVEKEDEAPKMCGVTETNWESYEPT

REXTWE ACNGLEKGHFELOGETYLIEPLEKLPDSEAHAVYKYENVEKEDEAPKMCGVTETNWESYEPT

L O e

PBLE31d s o s e

Q7T 1T4 ACNGLEKGHFELOGETYLIEPLEKLESDSEAHAVYKYENVEKEDEAPKMCGVTETNWESYEPT

01PHZ4

ACNGLKGHFEKLOGETYLIEPLKLSDSEAHAVYRYENVEKEDEAPKMCGVTETNWEYEEPT
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QO72L5
P83512
0EXUWS
PS84907
P85314
QD7T1T4
01PHZY

QO72L5
P5351%2
OEXUWS
P34907
P35314
07T1T4
QlPHZ4

Q072L5
P83512
OLXUWS
P84907
P85314
O7T1T4
olPHZA

Q072L5
P53512
OLXUWS
P84907
P85314
O7T1T4
01PHZA

DO72L5
P83512
OEXUWS
P84907
P85314
D7T1T4
O1PHZ4

0O072L5
F5351%2
OBXUWS
P34907
P85314
O7T1TA
0lPHZA

KEASOSNLTPEQORFSPRYIELAVVADHGIFTEYNSNLNTIRTRVHEMLNTVNGEYREVHN
KEASOSNLTPEQORFSPRYIELAVVADHGIFTEYNSNLNTIRTRVHEMLNTVNGEYREVD
ERASQSNLTPEQOKFSPRYTIELAVVADHGMFTEYNSHNLNTIRTRVHEMVNTLNGF FRSVHN
fffffffffffffff SPRYIELVVVADHGMFEEYNSNLNTIREKWVHEMLNTVNGE Y RSMN
7777777777 EQOKFSPRYIELVYVVADHGMFEEYNSNLNTIREWVHEMVN SMNGEYRSVD
KEASFPFSNLTPEQOKFSPRYIEVAVVADHREMFEEYNSNLNTIREWVHEMVN SMNGVYREMD
KEASKLVVTAEQOKFPYRYVEIVVVVDREMVTEYNGDLEKIREWYVYELVNIVNNIYRSLN

Lo FF R FF K L FFF aF o FF L F oo R o FF
VTASLASLEVWSEKEDLIKVEEDSSKTLTSFGEWRERDLLPRISHDHAQLLTTIVEDNY VI
VHAPLANLEVWSKODLIKVOEDSSKTLESFGEWRERDLLPRISHDHAQLLTAVVEDGNTI
VDASLANLEVWSKEEDLIKVEEDSESKTLTSFGEWRERDLLPRISHDHAQLLTTIVEDQTI
VDASLVNLEVWSKKEDLIKVEKDSSKTLTSFGEWRERDLLPRTISHDHAQLLTVIFLDEETT
VTASLANLEVWSKEDLINVOKEDSRETLESFGEWRERDLLPRISHDNAQLLTATIVFDEHTT
VHLSLANLEVWSEKEKDLINVOEDSREETLESFGEWRERDLLPRISHDNAQLLTAVVEDOQOQTT
VHVALVGLEIWSKGDKEITVOPDSDYTLNSFGEWRERDLLPREKHDNAQLLTAVVEDSPTI
+* _-J\-._-A--J\-:-J\--A--A- +* -A-_-J\-: * * **_1—***1—1—**1—1—1—** _**:-A—-A—**-A—_:.:-A- .-X-
GITEFGEKMCDPELSVGVVRDHSEINLOVAVAMAHEL GHN LGMY HDGNQCHCDAASCTIMAD
GRAYTGGMCDPRHSVGVVRDHSKNNLWWVAVTMAHEL GHN LGTIHHDTGSCSCEARSCTIMAS
GLAYTAGMCDPROSVAVVMDHSKENLRVAVTMAHELGHNLGMDHD-DTCTCGAKSCIMAS
GIAYTAGMCDLSOMVAWGQDY ———— —— VAVSMAHELGHNLGMEHDGNQCHCNAPSCIMAD
GRAYTGGMCDPFRHSVGVVMDHS PFENLOVAVTMAHEL GHNLGMEHDGNQCHCDAASCIMAD
GRAYTAGMCDFPFRHSVGVVMDHSKENLOQVAVTMAHEL GHN LGMEHDENQCHCDAPSCVMAS
GRAYIAGMCDPRHSVGVVMDHSKENLQVAVTMAHELGHNLGMEHDENQCHCDAPSCVMAS

+* - EE +* FHE A Ak FFEEEFFF LA * % +* + + EE

TLREVLSYEFSDCSQNQYETYLTKHNPQCILNEPLLIVSGNELLEAGEECDCDAPENPCC
VLSKEVLSYEFSDCSQNQYETYLTNHNPQCILNKPLLTVSGNELLEAGE- - - ——--—-—-—————
TISKGLSFEFSKCSQNQYQTYLTDHNPQCILNKPLTTVSGNELLEAGEECDCGAPENPCC
TLSKGLSFEFSDCSQNOQYQTYLTKHNPQDCILNKP---———--—-—-"—-"—-"-"—-"—-"—-"—-"—-"———-~—-—-———-—-—
SLSVVLSYEFSDCSQNQYQTYLTKHENPQCILNEPL------ - —-"—-—-———-—-——————————
VLSVVLSYEFSDCSQNQYQTYLTKENPQCILNEPLLTVSGNELLEAGE- - - - - - - —-——-——
VLSVVLSYEFSDCSQNQYQTYLTKHNPQCILNEPLLTVSGNELLEAGEECDCGAPENPCC

* Kk ok kK EE o T EE o

DAATCKLRPGAQCAEGLCCDQCRFKGAGKICRRARGDNPDDRCTGQSADCPRNRFHA———

PCLYNHGYCYNGECPIMEFYQCYFLFGSNATVAEDDCFNNNKKGDRKYFYCREKENEKYIPCA
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SIS T B ——
PS3517 oo _______
OBXUWS —m oo
PS4907 oo _____
POE 314 oo o _____
QTTITE  — o
ol1lPHZA PCLYNHGYCYNGECPIMFYQCYFLFGSNATVAEDDCFNNNEKEKGDEYFYCREENERYI PCA

Q0T 205 mm o e
PS3517 oo _______
OBXUWS —m oo
PS4907 oo _____
POE 314 oo o _____
OTTITA mm o o e e
ol1lPHZA OEDVEKCGRLFCDNEKEYPCHYNY SEDLDFGMVDHGTKCADGEKVC SNRQCVDVNEAYESTTV

QOTZLS -———- 477 VMZ BOTAS
BFB3L01Z -———- 408 VMBP1l BOTAS
Q5XUWS -——== 476 VMINS BOTIN
P543207 -—— == 193 VMLEA BOTLC
r85314 -———- 205 VMAI BOTMO
Q7T 1T4 -———- 369 VMMPZ BOTJR
R1PHZ4 FSLI 547 VMMPI BOTJR

Fig. 19 — Alinhamento multiplo para as seqliéncias de metaloproteases com identidade acima de 70% com a
metaloprotease de B.moojeni (P85314). Obtido através do aplicativo ClustalW (http://services.uniprot.org/clustalw).

Conforme a porcentagem de identidade, a seqiiéncia de metaloprotease mais proxima da
sequéncia-alvo VMBMP_BOTMO de B.moojeni seria a VMMP2_BOTJR, oriunda de B.
jararaca. Contudo, esta proteina ainda ndo teve sua estrutura tridimensional elucidada
experimentalmente (e disponivel no Protein Data Bank - PDB) e, portanto, ndo foi selecionada
como molde. A proxima metaloprotease proposta como molde foi a VMBP1_BOTAS, contida na
peconha de Bothrops asper, que, apesar de uma identidade um pouco mais baixa que a sequiéncia
da metaloprotease de B. jararaca, possui um modelo tridimensional determinado
experimentalmente no banco de dados do Protein Data Bank — PDB, sob o cddigo 1IND1. Esta

estrutura foi entdo selecionada como estrutura-molde para o estudo.

Como a qualidade do modelo a ser gerado depende em grande parte da estrutura da
proteina-molde utilizada, é preciso que esta Ultima tenha sido obtida em alta resolucdo e com um
fator-R satisfatorio. E preferivel utilizar como modelos as estruturas cuja resolucéo seja igual ou
superior a 2 A e fator-R inferior a 20% (SANTOS FILHO, 2000).

A sequiéncia de B. asper (Uniprot ID P83512.2) possui 408 aminoacidos, sendo um pouco

maior em relacdo ao tamanho da sequéncia depositada de B.moojeni (Uniprot ID P85314.1), que


http://services.uniprot.org/clustalw
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possui 205 aminoécidos. Quando alinhadas no aplicativo CustalW (Servidor Uniprot -

http://services.uniprot.org/clustalw), ambas tiveram um grande pareamento de residuos, conforme

demonstra a Fig. 19. Na figura 20 é possivel visualizar os trechos de residuos conservados entre
as duas sequéncias, evidenciando o fato de que, quando maduras, as proteinas apresentam
praticamente 0s mesmos numeros de residuos de aminoécidos e a por¢do N-terminal de

VMBP1_BOTAS é removida por eventos pos-traducionais.

A regido N-terminal presente apenas na metaloprotease de B. asper, ndo foi alinhada
devido a auséncia desta estrutura na metaloprotease de B. moojeni, representada no quadro de
alinhamento por tracos. Estas caracteristicas de similaridade sugerem que a metaloprotease de B.
moojeni possa apresentar enovelamento similar ao da metaloprotease de B.asper madura. Assim,
este recurso de alinhamento torna-se uma importante fonte de informacGes para a predicdo da

estrutura tridimensional da metaloprotease de B. moojeni.

A predicdo da estrutura secundaria da P85314 VMBMP_BOTMO ajudou na delimitacdo
das regibes de loops da sequéncia-alvo (em negrito), verificando assim quais residuos de
aminoacidos ndo sdo conservados (Fig.21). Essa predicdo (Fig. 22) foi realizada no servidor
SwissModel (ARNOLD et al, 2006), disponivel em http://swissmodel.expasy.org.

B.moojeni EQQKFSPRYIELVVVADHGMFKKYNSNLNTIRKWVHEMVNSMNGFYRSVDVTASLANLEV

B.asper --ERFSPRYIELAVVADHGIFTKYNSNLNTIRTRVHEMLNTVNGFYRSVDVHAPLANLEV
cokkkkhkkkk Kkhkkhkk ok Khkhkkkkkhkkhk kkkk k. ckkkkhkkkk *k_kkkkk*x

B.moojeni WSKKDLINVQKDSRETLKSFGEWRERDLLPRISHDNAQLLTAIVFDGHTIGRAYTGGMCD

B.asper WSKQODLIKVQKDSSKTLKSFGEWRERDLLPRISHDHAQLLTAVVFDGNTIGRAYTGGMCD
Kokk ckhkk s khkhkhkh chkkRkkhhkhkkkkkkhkkkkrk : khkkkk : hhkkk c kkkkkkkkrkhk

B.moojeni PRHSVGVVMDHS PKNLQVAVTMAHELGHNLGMHHDGNQCHCDAASCIMADSLSVVLSYEF

B.asper PRHSVGVVRDHSKNNLWVAVTMAHELGHNLGIDHDTGSCSCGAKSCIMASVLSKVLSYEF
Ikhkhkkkkk khkk -kk Kkkkkkkkkkkkkk:. K*k Kk Kk _*k kkkkk  Kkk kkkkkk

B.moojeni SDCSQONQYQTYLTKHNPQCILNEPL

B.asper SDCSONQYETYLTNHNPQCILNKP-
dhkkdkhdhdhdh - hhkhk - hhkhkhhkhk %

Fig. 20 — Alinhamento da seqiiéncia-alvo (B.moojeni P85314.1) e da seqiiéncia-molde (B.asper P.83512.2). Obtido
através do aplicativo ClustalW (http://services.uniprot.org/clustalw).


http://services.uniprot.org/clustalw
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Fig. 21 — Delimitacdo de regifes de loops para a seqiiéncia-alvo de B.moojeni.

Secondary Structure & Disorder prediction
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Fig. 22 — Predicdo da estrutura secundaria de VMBMP_BOTMO de B.moojeni.
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Seqiiéncia Molde: B. asper

A AR AR AR AR AN AN A AR A AR AR AR AR AR AR AN AN AN ARG AN ARG AR ARG AR AL ARARANS
Il RFSPRYIELAVVADHGI FTKYNSNLNTIRTRVHEMLNTVNGFYRSVDVHAS
AN ARN AN ARG ARS ALY ARG ARN AL AR AR ARG AR ARG AR ARG AR AR ALY
SI PLANLEVWSKQDLIKVQKDSSKTLKSFGEWRERDLLPRISHDHAQLLTAVIOO
ARR AR AN AR AR ARN AR AR AV ARG AR AR AR ARG AR AN
WVFDGNTIGRAYTGGMCDPRHSVGVVRDHSKNNLWVAVTMAHELGHNLGTI DISO
AN AR AR ARR ARG AV ARG AR AR RN AL AV R R,
ISSHDTGSCSCGAKSCIMASVLSKVLSYEFSDCSQNQYETYLTNHNPOQOCTILNK200

201 P 201

Sequencia Alvo: B. moojeni

Al AR AR A AN A AN AR AR AR AR AN AR AR AR A AR AR A AR A AR AR A ARG AN A AN A
I EQQKFSPRYTELVVVADHGMFKKYNSNLNTIRKWVHEMVNSMNGTFYRSVDS0
IR AN AR A AR AR AN AR R AR A AR AR A AR R R R A
SIVTASLANLEVWSKKDLINVQKDSRETLKSFGEWRERDLLPRISHDNAQLLIO
AN AR AR AR ARG ARN ARG AR AR AR AR AR AR ARG AR ARN
IWMMTAIVFDGHTIGRAYTGGMCDPRHSVGVVMDHSPKNLQVAVTMAHELGHN LIS
AR AR AR AR AU AR AR, AR AR A ARG ARN AR AN
I5SIGMHHDGNQCHCDAASCIMADSLSVVLSYEFSDCSOQNQYQTYLTKHNPOQCT200

20lLNEPL 205
Legenda:
s H Alpha-Helix T Turn
E Extended Configuration (Beta-sheet) Cor"" Coil
B Isolated Beta Bridge s G 3-10 Helix
p= b Isolated Beta Bridge (Type 3 Fig4.cd) a1 Pi-Helix

A partir da analise de similaridade da sequiéncia de residuos da metaloprotease de B. asper
(VMBP1_BOTAS), foi selecionado o arquivo “*.pdb” desta seqiiéncia: IND1.pdb. O arquivo
comporta as coordenadas para a estrutura tridimensional da metaloprotease P83512
VMBP1 BOTAS, que serviu como arquivo de entrada no aplicativo MODELLER para a
modelagem tridimensional. Além disto, foi necessario fornecer também ao aplicativo a

sequéncia-alvo da metaloprotease de B. moojeni.
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Foram obtidos 05 modelos estruturais, a partir do procedimento de modelagem por
homologia com o aplicativo MODELLER, em formato de extensdo PDB. Estes modelos
estruturais obtidos passaram por etapas de validagdo, antes da escolha definitiva de um modelo

estrutural adequado para a representacdo da metaloprotease estudada.

O reconhecimento dos erros em modelos, experimentais e tedricos, de estruturas de
proteinas € um problema importante em biologia estrutural (SIPPL, 1993). Ao construir um
modelo de uma proteina, com ou sem o auxilio de informacGes experimentais, muitas vezes é
necessario o uso de uma medida independente, a fim de validar a exatiddo do modelo
(WALLNER & ELOFSSON, 2007).

Os modelos obtidos neste trabalho, atraves do aplicativo MODELLER por satisfacdo de
restricdes espaciais, foram avaliados quanto a sua estabilidade de enovelamento, visando o
refinamento futuro da predicdo estrutural. A fungdo OBJECTIVE FUNCTION, presente no

aplicativo MODELLER, retorna um valor médio de energia do modelo gerado (Tabela 5).

Este valor médio de energia indica qudo préximo esta 0 modelo tridimensional teérico do
seu respectivo molde. Quanto menor o valor médio de energia atribuido ao modelo da
metaloprotease de B.moojeni, mais proximo estatisticamente esta este modelo tridimensional
tedrico da estrutura da metaloprotease de B.asper. Ainda, considerando as caracteristicas fisico-
quimicas que cada residuo apresenta na sequéncia-alvo e a sua correspondente estrutura mais
estavel possivel, em conformacdo tridimensional. A partir deste valor médio de energia, é
possivel verificar qual dos cinco modelos possui uma menor energia média apresentada, ou seja,

uma maior proximidade com o molde (B.asper).

Tabela 5 — Valores médios de energia para os modelos gerados.

MODELO P1 P2 P3 P4 PS
MODELLER OBJECTIVE FUNCTION | 947,90 | 995.19 | 964.42 | 1004.74 | 1063.38

Apesar de 0 modelo P1 ter oferecido o menor valor médio de energia, o que de inicio
indicaria que este modelo seria escolhido como o modelo final, todos os cinco modelos foram

submetidos aos servidores de validagdo estrutural: Molprobity (DAVIS et al, 2007), Harmony
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(PUGALENTHI et al, 2006), ProSAWeb (WIEDERSTEIN & SIPPL, 2007) e Verify3D
(LUTHY et al, 1992).

Para fins de discussdo dos resultados, apenas o modelo escolhido tera seus resultados
expostos nesta secdo. Os resultados de validacdo, obtidos a partir dos outros quatro modelos,

estéo dispostos na secéo de anexos.

Submetendo entdo os modelos gerados por modelagem molecular ao servidor Molprobity
(http://molprobity.biochem.duke.edu/index.php), foi possivel analisar o grafico de Ramachandran
de cada um destes modelos para verificar as conformacGes adotadas pelas cadeias principais dos
residuos de aminoacidos e identificar possiveis desvios ou erros tendo como base a

estereoquimica dos grupos quimicos envolvidos (Fig. 23).
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Fig. 23 — Graficos de Ramachandran fornecidos pelo Molprobity para 0 modelo P1.

Realizando uma comparacgdo dos resultados obtidos com o uso do Molprobity (Tabela 6),
foi verificado que o modelo P3 apresentaria uma maior adequacdo de seus pardmetros de
qualidade, em relacdo ao intervalo de qualidade ideal requerido para o enovelamento de uma
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estrutura protéica. Em virtude de apresentar desvios em dois carbonos de cadeia lateral (carbono
beta), este modelo ndo foi aceito como adequado. Por sua vez, o modelo P4 também apresenta
resultados satisfatorios quanto a geometria e quiralidade dos residuos de aminoacidos da estrutura
molecular, porém apresenta um indice de 2,73% para rotdmeros inadequados. Esta porcentagem
diminuiu entdo a possibilidade deste ser o modelo escolhido para representar a metaloprotease em
questdo. Por ultimo, temos o modelo P1 apresentando um gréfico de Ramachandran favoravel,
residuos com ligacdes e angulos adequados, apesar de ainda apresentar desvio em um carbono da
cadeia lateral (carbono beta). A porcentagem de rotdmeros em conformacdes inadequadas
(1,09%), apesar de estar acima do intervalo ideal (maximo de 1%), também pode ser considerada
aceitdvel. O modelo P1 mostrou-se entdo o modelo mais aceitdvel para a conformidade de

qualidade, sendo assim um candidato a representar a estrutura tridimensional da metaloprotease.

Tabela 6 — Resultados de qualidade geométrica e estereoquimica, obtidos por Molprobity.

IDEAL P1 P2 P3 P4 PS5
Rotameros inadequados <1% | 1.09% | 1.64% | 0.55% | 2.73% | 2.19%
Ramachandran favoravel >98% | 98.52% | 97.54% | 98.03% | 98.52% | 97.04%
desvios de Cr >0.25A 0 1 1 2 1 2

Residuos com ligacGes inadequadas | <1% | 0.00% | 0.00% | 0.00% | 0.00% | 0.00%
Residuos com angulos inadequados | <0.5% | 0.49% | 0.00% | 0.00% | 0.00% | 0.49%

Para a analise de erros grosseiros e locais na conformacéo estrutural, os cinco modelos
foram submetidos ao servidor Harmony (http://caps.ncbs.res.infharmony/). Os arquivos de
entrada em cada execugdo do programa foram justamente um dos modelos em formato “.pdb” e o
arquivo de alinhamento de extensdo “.ali” entre a seqiiéncia-alvo (B. moojeni) e a sequiéncia-
molde (B. asper). Este servidor permite também o uso de arquivos de entrada com alinhamentos

maultiplos, mas isto ndo foi utilizado neste trabalho.

No servidor Harmony, cada um dos cinco modelos gerados para a metaloprotease

VMBMP_BOTMO s@o comparados automaticamente com a estrutura enovelada de outras
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proteinas. Essas proteinas que sdo comparadas aos modelos sdo de numero de residuos
aproximados (cerca de 205 aminoécidos), e foram captadas em banco de dados de proteinas do
SwissProt, para a realizacdo do procedimento. A cada um dos enovelamentos das moléculas de

comparacao, é atribuido um indice de propenséo a substituicdo de seus residuos de aminoacidos.

A partir da disposicdo da pontuacéo de todos os enovelamentos, é estabelecida uma curva
de calibracdo. Nem todas as proteinas de mesmo numero de residuos sdo comparadas com a
sequéncia-alvo e sdo mostradas no grafico. Apenas as proteinas com maior porcentagem de
identidade com o0 modelo proposto sdo visualizadas em verde no grafico. O modelo proposto €
visualizado em azul. A boa qualidade de enovelamento de um modelo é determinada se este se

encontrar proximo a curva de calibracdo, conforme demonstrado no modelo P1 (Fig.24).
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Tamanho da seqiiéncia de residuos de aminoacidos

Fig. 24 — Grafico de deteccdo de erros grosseiros no enovelamento do modelo P1.
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Além disso, uma representacdo grafica apresentada pelo HARMONY fornece as
pontuacdes dos modelos com base na sequéncia-alvo direta bem como na sequiéncia-alvo em
ordem inversa dos residuos de aminoacidos. Assim, o resultado obtido com a sequiéncia inversa
pode ser usado como um controle para identificar erros locais nos modelos obtidos. As regides
onde a sequéncia inversa (vermelho) adquire maior pontuacgdo de substituicdo que a seqiiéncia na
ordem direta (verde) podem apresentar possiveis erros locais, conforme demonstrado para o
modelo P1 obtido (Fig.25).
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Ainda, na Tabela 7 foi feita uma comparacdo entre as pontuacfes de propensao (erros
grosseiros no enovelamento) e substituicdo (erros locais no enovelamento) dos modelos obtidos.
Neste comparativo, é verificado que o0 modelo P4 possui maior valores médios de pontuacao de
propensdo, quando comparado aos valores medios de propensédo e substituicdo encontrados para
0s outros modelos analisados. Isso indica que o modelo P4 apresenta uma maior tendéncia a
apresentar erros grosseiros no seu enovelamento, como erros de localizacdo espacial das

estruturas terciarias (alfa-hélices, beta-folhas e alcas).

Por sua vez, 0 modelo P5 apresenta uma maior propensdo a substituicdo de residuos de
aminoacidos, o que indica que h4 uma grande possibilidade de em determinadas posicdes de
residuos de aminoacidos, existam alguns que podem ser substituidos aleatoriamente por um outro
residuo de aminoacido. Este dado é significante, pois um residuo mal-posicionado no espaco
pode causar a impressdo de que outro aminoacido, que eventualmente possa vir a substitui-lo,

poderia ser a melhor opcédo para o enovelamento da proteina.

O modelo que apresenta valores médios mais satisfatorios € o modelo P1, tanto para a

pontuacgéo de propensdo, quanto para a pontuagdo de substituicéo.

Assim, o modelo mais adequado seria 0 modelo P1, o qual apresenta resultados mais
satisfatorios: uma pontuacdo de propensdo mais baixa, 0 que significa que a estrutura
tridimensional proposta apresenta poucos erros de posicionamento de estruturas terciarias, isso
em relacdo a estruturas similares e com estrutura tridimensional ja definida; e uma propenséo de
substituicdo mais baixa, elucidando que a substituicdo aleatoria de residuos de aminoacidos na
estrutura ndo necessariamente contribuiriam para um enovelamento de melhor qualidade, que a

proposta pelo modelo P1.

Tabela 7 — Comparativo para os resultados dos cinco modelos, obtidos no servidor Harmony.

B.moojeni
P1 P2 P3 P4 P5
Pontuagao de 973.49 990.19 994.09 996.79 989.69

propensdo

Pontuagao de 5263.53 5703.74 5317.68 5257.15 5282.68

substituicdo
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As pontuacgdes de propensao e de substituicdo mostraram que as variagdes de posi¢cdo dos
residuos de aminodcidos devem ser as mais baixas possiveis. Se houvesse presenca de regides
demarcadas em amarelo, nas estruturas dos modelos, indicariam regiGes com potenciais
problemas estruturais, justamente nas posi¢cbes dos carbonos alfa (cadeia principal) e beta
(cadeias laterais). A representacdo do modelo P1 foi o que apresentou menores valores de
propensdo e de substituicdo (Fig.26). As representacOes tridimensionais dos outros modelos

restantes sao visualizadas em anexo.

\5.\
\

Fig. 26 — Estrutura tridimensional sugerida pelo Harmony para o modelo P1.

Para a analise da qualidade global de energia, os modelos também foram submetidos ao

servidor ProSA-web (https://prosa.services.came.sbg.ac.at/prosa.php). O parametro de qualidade

a ser analisado foi o z-score (indice de qualidade global), que revela se 0 modelo estrutural
proposto estd dentro de um intervalo de minimizacéo de energia aceitavel, quando comparado ao

z-score de proteinas nativas de tamanho semelhante (Fig.27). Os outros modelos analisados, bem


https://prosa.services.came.sbg.ac.at/prosa.php
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como os resultados fornecidos pelo ProSA-web encontram-se em anexo. As proteinas, que
servem de parametro de comparagéo, foram obtidas por cristalografia de raios X (representacéo

pela regido em azul-claro) e por ressonancia magnética nuclear (representacdo pela regido em
azul-escuro).

K-ray
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Fig. 27 — Qualidade global estimada pelo ProSA-web para o modelo P1.

A partir de uma analise comparativa dos z-scores fornecidos pelo servidor ProSA-web, foi
possivel observar que, considerando o parametro de minimizacao de energia, 0 modelo P1 obteve
0 mais proximo valor de z-score em relacdo ao molde (Tabela 8).



Tabela 8 — Comparativo dos z-scores obtidos pelo ProSA-web.

B.asper B.moojeni
Modelo | Molde | P1 P2 P3 P4 P5
z-score | -6,74 |-6,82 |-6,84 | -6,99 | -6,89 | -7,00
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Outro resultado fornecido pelo servidor é o indice da qualidade local do modelo, também

em funcdo da energia da estrutura tridimensional. Porém, a anélise agora é em funcdo da energia

de cada aminoacido da seqiiéncia primaria, em relacdo a seqiiéncia tridimensional do modelo.

Observando o gréafico (Fig.28), em geral, os valores positivos correspondem a partes

probleméticas ou errada da sequéncia-alvo. Como ha flutuagdes na parcela individual dos

residuos de aminodcido, a curva é suavizada pelo calculo da energia média de cada fragmento.

Primeiramente, foi calculada a energia média do residuo de aminoacido, este contido na posi¢édo

central de uma janela de tamanho 40 (verde escuro). Uma segunda curva, com um tamanho de

janela de 10 residuos, € resultante do calculo da energia média do residuo central (verde claro).

Os cinco modelos se mostraram satisfatérios em relacéo aos erros locais.
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Fig. 28 — Qualidade local estimada para o0 modelo P1.

Os modelos protéicos também puderam ser avaliados com relacdo a qualidade dos
ambientes quimicos, com o objetivo de se determinar o nivel de confiabilidade do enovelamento
protéico do modelo sugerido (Figs. 54, 55, 56, 57 e 58). As pontuacdes, fornecidas pela anélise
do servidor Verify3D, determinam os ambientes quimicos de cada residuo, com referéncia a uma
matriz construida a partir de uma analise estatistica envolvendo estruturas de proteinas do PDB,
que apresentam alta identidade com a seqliéncia-alvo. A sequéncia molde também foi submetida

ao servidor Verify 3D (Fig.29), para efeito comparativo.

Detectando as regides de baixa qualidade, foi feita entdo uma correspondéncia da
sequéncia primaria de residuos de aminoacidos com a estrutura tridimensional sugerida pela
modelagem. Os indices de correspondéncia das sequiéncias 3D-1D obtidos foram satisfatorios,
chegando a um minimo de 1% e um méaximo de 64%. A média de adequabilidade da
correspondéncia esta por volta de 45%, que é média encontrada para estruturas de boa qualidade

(LUTHY et al, 1992). O molde, por sua vez, apresenta um intervalo de 23% a 66%.
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A partir dos resultados gerados pelo Verify3D, o modelo P1 se mostrou o mais adequado
quanto a correspondéncia dos residuos de aminodcidos de sua estrutura tridimensional, em

relacdo a seqiiéncia primaria, uma vez que i intervalo da curva foi de 7% a 63%.
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Fig. 29 — Correspondéncia de seqiiéncias 3D-1D para o modelo P1.



77

6 CONSIDERACOES FINAIS E PERSPECTIVAS FUTURAS

Neste trabalho, foi obtida computacionalmente a estrutura tridimensional preliminar in silico
para a representacdo da metaloprotease P85314 de B.moojeni. A representagdo tridimensional
permite a visualizag8o e anélise de regibes de interesse estrutural, como loops e regifes de néo-
conservacao da estrutura, quando comparadas a estrutura que serviu de molde. Essas regides
demarcadas ainda permitem uma analise sobre a possibilidade de acesso ao sitio ativo, de forma a

influenciar a atividade ndo-hemorragica da biomolécula.

Diante dos resultados obtidos nos processos de validagcdo estrutural, 0 modelo mais
adequado para representar a estrutura tridimensional da VMBMP_BOTMO é o modelo P1.
Apesar dos resultados satisfatorios, esta representacdo estrutural € um modelo tedrico, obtida de
modo computacional. Recentemente, Akao (et al, 2009) obteve por métodos experimentais de
uma isoforma da metaloprotease VMBMP_BOTMO, realizando estudos estruturais a partir da
analise de seu modelo cristalografico, denominado agora de BmooMPa-1, com 1,76A de
resolucdo. Este modelo experimental serviu entdo como pardmetro adicional de validagéo
estrutural para o modelo tedrico obtido computacionalmente ao longo do trabalho de pesquisa

aqui realizado.

A qualidade geométrica e estereoquimica do modelo teérico de VMBMP_BOTMO foi
entdo comparada com o modelo experimental BmooMPa-I da mesma biomolécula, servindo
entdo como um estudo mais claro acerca das propriedades estruturais da referida metaloprotease.
A sobreposicdo do modelo teérico com o modelo experimental foi realizada no aplicativo Pymol,
ferramenta de visualizagdo de modelos, demonstrando assim a pouca divergéncia espacial entre o
modelo obtido experimentalmente e o modelo obtido por metodologias de modelagem

comparativa (Fig.30).

A sobreposicdo do modelo teorico da estrutura tridimensional VMBMP_BOTMO contra a
sequéncia-molde (metaloprotease do veneno de B.asper) também foi executada no aplicativo

Pymol (Fig.31). Visualmente, é possivel perceber que as regides de loops sdo as regides que
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divergem entre a sequéncia-molde (B.asper) e a sequéncia-modelo final (B.moojeni), conferindo

entdo as caracteristicas estruturais peculiares a cada espécie.

Fig. 30 — Sobreposicdo de modelo tedrico obtido de metaloprotease B.moojeni (VMBMP_BOTMO) e o0 modelo
experimental (BmooMPa-1).

Fig. 31 — Sobreposicdo de modelo obtido de metaloprotease B.moojeni P85314 (colorido) e B.asper P83512 (cinza)
como molde utilizado.
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As posicBes dos residuos cataliticamente importante presentes no pacote do sitio ativo, em
comparacgdo do modelo tedrico e 0 modelo experimental BmooMPa-I, sdo encontradas totalmente
conservadas, incluindo o motif HEXXHXXGXXH (ponto de liga¢do do zinco) e o “metionina-
turn” na parte inferior das histidinas cataliticas. Para efeito comparativo com o modelo obtido
computacionalmente neste trabalho, na estrutura de BmooMPa- I, o ion zinco apresenta uma
coordenacdo octaédrica distorcida, formada pelos d&tomos de nitrogénio das histidinas cataliticas
(His'*?, His'*® e His'®?), numeracéo esta com base na estrutura de adamalysina Il (GOMIS-RUTH
et al., 1994) e, adicionalmente, trés moléculas de solvente (OW*3!, OW'*® e OW*4) (Fig. 32). E
possivel perceber que a estrutura obtida por métodos tedricos é bastante semelhante

estruturalmente ao modelo experimental, a partir da visualizagdo na Fig. 33.

Em outras metaloproteases, como H»-protease, adamalysina-Il e acutolysina A, o ion
zinco é coordenado tetraedricamente por pelo mesmos trés histidinas cataliticas, e apenas uma
molécula de solvente, que é estruturalmente relacionado com o residuo de aminoacido Glu*, que
tem a funcdo de polarizar este solvente antes do processo quimico de ataque nucleofilico sobre a

ligacdo peptidica do substrato de uma cadeia polipeptidica (Fig. 34).

Fig. 32 — Representacdo esqueméatica do modelo experimental de BmooMPa-I, elucidando as posi¢des de pontes
dissulfeto, histidinas cataliticas e metal zinco.



Fig. 33 — Representacéo esquematica do modelo teérico de VMBMP_BOTMO: o loop catalitico (vermelho), as
histidinas do sitio catalitico (verde).

H144

H150 H150 H150 /i

Fig. 34 — Representacdo esquematica do sitio ativo e a participacdo do ion zinco nas estruturas da metaloprotease de
B.moojeni (A), na adamalisina-I1 (B) e na astacina (C). Os residuos de aminoacidos interagentes com o ion zinco séo
representados em esferas. As interacdes do zinco catalitico com as histidinas sdo representadas em pontilhado.

A molécula OW!* correspondente no solvente da BmooMPa-I, em efeito comparativo ao
modelo obtido computacionalmente neste trabalho, é coordenada por um vinculo de curta

duracdo (distancia de 2,79A), quando comparado com outras metzincinas ja descritas, sendo

80
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consideradas entdo distancias normais, que variam de 3,52-4,3A que j& foram relatados em casos
como este. Um modo diferente da coordenacdo de zinco também j& foi descrito na estrutura de
astaceno, em que a interacao tipica com uma molécula de agua passa a ser substituida por um
grupo hidroxila da cadeia lateral Tyr'®® (BODE et al., 1992).

Segundo ainda Akao (et al, 2009), a sobreposicdo entre as estruturas das proteases
BmooMPa-1, adamalisina Il e estruturas de H:-proteases (classe Pl n&o-hemorragicas de
metaloproteases) sobre as estruturas de BAPIL, acutolisina A e acutolisina C (Classe P-I
hemorrégicas) indicaram que tanto os subgrupos conservam todos os elementos considerados
essenciais para o processo de catalise enzimatica, incluindo as trés histidinas do pacote catalitico,
o0 residuo de aminoécido polarizador Glu'*® e o “metionina-turn” nas mesmas conformacoes

relativas entre as estruturas.

Ainda, uma analise de interfaces de estruturas com o servidor “Protein Interfaces,
Surfaces and Assemblies”, realizada no trabalho de Krissinel & Henrick (2007), revela que
ambos 0s subgrupos apresentam areas de exposicdo da superficie acessivel, com extensdo de
9500A, areas de exposicio estas muito semelhantes entre si, além de um efeito de solvatagio com
energia livre de cerca de 190 Kcal/mol. As diferencas sé@o apenas significativas em loops
adjacentes (segmentos de aminoacidos 153-164 e 167-176) para a “metionina-turn”, e em ambos

0s nitrogénios e carbonos terminais, devido a delecdes de residuos de aminoacidos (Fig.35).
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Fig. 35 — Representacdo esquematica da sobreposicao das cadeias principais (backbones) das metaloproteases e das
adamalisinas, revelando a divergéncia estrutural no loop catalitico quanto a classificagdo em hemorrégica e ndo-
hemorrégica.

A variabilidade apresentada nas regies de nitrogénio e carbono terminais, bem como a
distribuicdo de cargas na superficie das estruturas foram analisadas, e ndo apresentaram qualquer
informacgdo que possa diferenciar entre os dois subgrupos (hemorragicas e ndo-hemorrégicas).
Assim, analisando entdo a relacdo da identificacdo de regides funcionais das estruturas e
comparando os subgrupos entre si, é sugerido que o motif, formado pelos residuos de
aminoacidos 153-164 e 167-176, os quais sdo adjacentes a “metionina-turn”, seja um padrio
coerente de composicdo de residuos de aminodcidos, o qual permite diferenciar os dois

subgrupos.
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Consequentemente, estes também podem estar envolvidos no desenvolvimento de
atividade hemorragica no subgrupo PI. Nesta hipoGtese, as estruturas ndo-hemorrégicas
apresentam como diferencia¢do alguns residuos de aminoacidos volumosos, que podem entédo
provocar confrontos estéricos, impedindo o reconhecimento do substrato macromolecular. Ja no
subgrupo de estruturas hemorragicas, este motivo é composto por residuos de aminoacidos
pequenos e polares, como Ser e Thr, permitindo o processo de vinculagdo com o substrato e o
reconhecimento de metas no processo de inducdo hemorragica. Estudos anteriores também ja
haviam sugerido que a regido 153-176, na estrutura principal das metaloproteases, seria a
principal diferenca entre as manifestacdes de atividades hemorragicas (WATANABE et al.,

2003), confirmando assim as observagdes aqui realizadas neste comparativo.

Assim, o modelo proposto neste trabalho, obtido por métodos tedricos de modelagem
comparativa, se aproxima muito do modelo obtido experimentalmente, de forma a validar a
metodologia como segura e eficaz para a predicdo de estruturas tridimensionais ainda nao
elucidadas experimentalmente. O modelo tedrico demonstrou boa qualidade de enovelamento e
energia, apresentando até uma energia mais baixa que o modelo experimental. Porém, como o
modelo experimental sofre influéncias do entorno, o0 modelo tedrico termina por apresentar uma

energia um pouco mais alta que o modelo tedrico obtido.

Como perspectivas futuras, sdo almejadas a analise mais criteriosa das propriedades
estruturais da metaloprotease de B.moojeni e sua interagdo com o entorno. Ainda, serdo propostas
as regides de epitopos, pela caracteristica da hidrofobicidade da cadeia (potencial exposicao da

biomolécula a agua).

Epitopo é a menor parte de um antigeno, que é potencialmente capaz de estimular resposta
imune ao se ligar a um anticorpo. Sdo areas nas moléculas dos imundgenos, que se ligam aos
receptores celulares e aos anticorpos. Um antigeno pode apresentar varios epitopos. Essas regides
também sdo interessantes para estudos, pois servem como uma nova possibilidade de que a
metaloprotease em questdo seja utilizada como um indutor da resposta imune em um organismo,
quando este for afetado por alguma patologia de dificil tratamento. Uma vez utilizada como
farmaco indutor de resposta imune, a metaloprotease de B.moojeni podera ser um potencial

auxiliar para os organismos afetados, no processo de cura destas patologias.
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Fig. 45. — Qualidade global estimada pelo ProSA-web para o modelo P2.
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Fig. 46 — Qualidade global estimada pelo ProSA-web para o modelo P3.
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Fig. 53 — Correspondéncia de seqiiéncias 3D-1D para o0 modelo P2.

Fig. 55 — Correspondéncia de seqiiéncias 3D-1D para 0 modelo P4.
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