Avancos no Processo de Modelagem Molecular Comparativa por Homologia da
Estrutura Tridimensional da Enzima Corismato Sintase de Plasmodium falciparum
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A malaria € uma importante parasitose tropical transmitida ao homem pela picada de R T ERVaS T ERPL AU STV BTy AP PO CE TRINRE, 570 PEEUHL LITT AR VD SHOP IR e o i LT
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espécies de Plasmodium causadores da malaria em humanos: P. malarie, P. ovale, P. vivax ¢t TR R AR TR VA AL o L EDTET T LT T ~FY SHLAREE FOFERLERaE TOLD oo o7
e P. falciparum, sendo, esta ultima, a mais virulenta, responsavel pela forma da doenca C3_p FDDLRNZLERSSARE TTHR VAV GAPAKRLL-- ---- AELDMETANHVVVFGG- -FE IDVPENLTYAEIRQRAAQSEY §-o - oo mommom s oo moo mooo oo oo o oo
; , . ; ; C3 Mt FODARPYLERAZARE TAAR VAR CTWARAF LR-—-—- QALGYEVLAHVIAIG---ASAPYEGPP PRAEDLPATDASPVE—- - - - - - — e - -
conhecida como malaria cerebral [1]. Ademais, P. falciparum (Pf) tem apresentado
resisténcia aos farmacos antimalaricos [1,2], revelando a necessidade de novas terapias e ! o 34? = 0 o 0 = 0 o
contra o parasito. C3_Pf LTIPSIDNTYINVETNECK INQ VDN HN Y INDEDN TFNNSER SDEWI Y LOTR CPHPYTAVQI CSY ILELENEGD 3V GGIATCIIN- —- - -- NPPIGIGEPIF--DKLEL
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A Via do Acido Chiquimico (VAC) é uma importante via de sintese de compostos Eg_gl? -------------------------------------------------------- Iiﬁiiﬁ%ﬁéiﬁﬂiﬁﬁiéﬁﬂﬁﬁ;ﬁsIKT“EIIIEIEEIIIIIEIE‘;‘
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essenciails a sobrevivéncia do parasito malarico, sintetizando compostos como 058D mmmmmmmmm e IVHQERE QELKDY IDQIERD GDTT GEYVETY V- —-- - GV PVGLESTVOWDREL DA
ubiquinonas, folato e aminoacidos aromaticos [2]. A VAC mostra-se um alvo em potencial CiMt mmmmmmmmmemmme oo e e e e AYDRAAEADMIAQTEAARKD GDTLGGYVEAVAL-—---- GLEVGLESFTGDHRLDS
de novos farmacos contra a malaria, uma vez que esta ausente em mamiferos e presente, 460 470 450 490 500 510 520 530 540 550 560
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de forma essencial, no agente da doenca [3,4]. C3 Pf NS TKKESDL LYDDEGECKNNSYHSTT QNNED ILNS TKG FIMPE KND KNFNNID DYNVTFNNNE EEL LITE THNCGGI LAG ISTGNNI VFRSATK PYS SIQIEKETSDFYG
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A enzima corismato sintase (CS), das sete enzimas da VAC, mostra-se a mais 08 Hp = mmmm oo FL3NR3GGYLGEMSNGEET IVRVHFK PTESIFOFORTID ING
- : - 2 - 2 i - 4 03 0] mmmmm e e FLENHSGGILGGISNGENL ILETYFEPTP SIFAKIESIDEFG
prc_)mlssora de_ estudos wsa_ndo a via com,o alvo de farmacos antlmalarlc,os, visto que é a 05 8p | T EDETTRR TN L oL FECLITHE O] TR GBI P TP LR FLI4VD TET
unica das enzimas da VAC identificada até o momento no agente da malaria cerebral, o Pf 1 EDGYVRS THRAGGLEGGNTHG (PLRVRAAMKPISTYFRALATYD LAT
[5]_ Figura 1. Parte do alinhamento multiplo entre a corismato sintase de Pf (CS_Pf) e enzimas ortélogas, destacando, em amarelo,

as longas insercdes presentes na sequéncia de aminoacido da CS_Pf. CS_Sc: corismato sintase de Saccharomyces cerevisiae;
_ _ o _ CS_Cs: corismato sintase de Corydalis sempervirens; CS_Hp: corismato sintase de Helicobacter pylori; CS_Cj: corismato sintase de
A CS de Pf (CS_Pf) POSSUl 527 aminoacidos (aa), dos quals 27,8% (147 aa) apresentam- Campilobacter jejuni; CS_Sp: corismato sintase de Streptococcus pneumoniae; CS_Mt: corismato sintase de Mycobacterium tuberculosis.

se como grandes inser¢cdes nos alinhamentos desta enzima com a CS de outros  ©retangulo destaca uma das assinaturas desta familia de enzimas.
organismos (Figural), dificultando, assim, a predicao da sua estrutura tridimensional (3D).

Objetivo

Um modelo 3D da enzima CS_Pf pode contribuir para a busca de compostos capazes de Construir um modelo tridimensional da enzima corismato sintase de Plasmodium
inibi-la e proporcionar novos tratamentos contra a malaria. falciparum pelo método da modelagem molecular comparativa por homologia.
Materiais e Métodos Resultados e Discussao

| Como moldes para a constru¢cdo do modelo 3D da enzima CS_Pf obtivemos as estruturas

Busca,pela sequéncia da CS_Pf Busca no BLASTp [7] por estruturas da CS de Saccharomyces cerevisiae (CS_Sc, PDB ID: 1R53) [12], com 31% de identidade

(proteina-alvo) no GenBank [6] #=  homdlogas & proteina-alvo (os moldes) com a sequéncia- alvo; e a CS de Streptococcus pneumoniae (CS_Sp, PDB ID: 1QX0) [13],

(numero de acesso: XP_966212.1). para a construcao do modelo. com 19% de identidade com a CS_Pf, mas com a interessante caracteristica de conter o
I | cofator e substrato.

| Para a construcdo do modelo foram manualmente removidos 147 aminoacidos da

sequéncia da proteina-alvo (CS_Pf), correspondentes a residuos nao-usuais as demais

Alinhamentos multiplos entre as sequéncias (alvo e - . _ ) T _
sequéncias desta familia de enzimas (Figura 1). A otimizacdo manual proporcionou um

moldes) com o programa ClustalW [8] e observacéo de

grandes insercées na sequéncia da CS_Pf. melhor alinhamento entre moldes e sequéncia-alvo (Figura 2).
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Remocao manual das grandes insercfes presentes na 110 120 130 140 150 160 170 180 190 200
sequéncia da CS_Pf e, novos alinhamentos entre as ! ! ! ' ' ! ! ! ! !
. — CS_SC  mmmmmmmmmmm RETIGRVASGAIREKFLAQNSNVEIVAFVTQIGEIKMNRDSFDPEFQHLLNTITREKVDS
sequéncias (alvo e moldes) com o ClustalW. cs_Pf ~-KEDYNSFINIPRPGHGDYTYFMKYHVKNKSGS -SRFSGRETATRVAAGACIEQWLYKSYNCS IVSYVHSVGNIKIP ~-EQVSKELENK ~-NPP SRDLVDS
CS_Sp EDRLKSKRKITHPRPGHADLVGGIKYRFDDLRNSLERSSARETTMRVAVGAVAKRLLA-ELDMEI ANHVVVFGGKEID ----VPENLTV---AEIKQRAA
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Utilizagc&o do melhor alinhamento no programa CS_Pf YGTVRCPHPYTAVQICSYILKLKNKGDSVGGIATCI IQNPPIGIG--EP IFDKLEAELAKMILS IPAVKGIEFGSGFNGTYMFGSMHNDIFIPVENEEKL
CS_Sp QSEVSIVNQEREQEIKDY IDQIKRDGDTIGGVVETVVGGVE VGLGSYVQWDRKLDARLAQAVVS INAFKGVEFGLGFEAGYRKGSQVMDEILWSKEDG -~
MODELLER9vV6 [9] para gerar dez modelos de estrutura
3D da CS Pf. 310 320 330 340 350 360 370 380 390 400
— I I I I I I I I I I
CS_Sc ~RTKTNNSGGVQGGISNGENIYFSVPFKSVmmmm == mmmmm e e e e e RHDPAVTPRAIP IVEAMTALVLADALLIQKARD -====——~- F§-—--
CS_Pf LITKTNNCGGILAGISTGNNIVFRSAIKPVSSIQIEKETSDFYGNMCNLKVQGRHDSCILPRLPP I IEASSSMVIGDLILROI SKYGDKKLP TLFRNM -~
CS_Sp YTRRTNNLGGFEGGMTNGOP IVVRGVIMKP IPTLYKPLMSVDIETHEP YKATVERSDP TALP AAGMVMEAVVATVLAQEI LEKFSSDNLEELKEAVAKHRD
. - Figura 2. Alinhamento multiplo entre as sequiéncias das proteinas-molde, CS_Sc e CS_Sp, e a sequéncia-alvo CS_Pf. CS_Sc:
Escolha do melhor modelo gerado a partIr de analises com o corismato sintase de Saccharomyces cerevisiae; CS_Pf: corismato sintase de Plasmodium falciparum; CS_Sp: corismato sintase de
programa PROCHECK[]_O] e como Verify3D [11], Streptococcus pneumoniae. Os residuos de aminoacidos de 190 a 274 e de 364 a 425 da sequéncia-alvo original (GenBank n°:

XP_966212.1) foram manualmente removidos para otimizar este alinhamento multiplo que foi utilizado para gerar os modelos 3D da
enzima CS_Pf. As regides destacadas pelos retangulos contém as assinaturas da familia das enzimas corismato sintase.

O alinhamento entre as sequéncias molde e a sequéncia-alvo, utilizado para a predicao Futuros estudos para investigar as implicacées da remocao das insercOes presentes na
da estrutura 3D da proteina CS_Pf, preservou as trés regioes de assinatura desta familia  sequéncia da CS Pf serdo explorados por meio de outras técnicas, como dinamica e
de enzimas (Figura 2), conservando o chamado nucleo da enzima. docagem molecular. No entanto, ndo se espera que tais alteragcoes afetem consideravelmente

Anéalises com o programa PROCHECK [10] (Figura 3a) e com o Verify3D avaliaram as @ docagem molecular da enzima com pequenas moleculas do tipo farmaco, visto que, as
estruturas geradas e foi possivel escolher um, dentre os dez modelos da enzima CS_Pf,  regioes do nicleo da enzima, onde se concentra a sua fungao, foram preservadas.
COmo 0 mais representativo da estrutura da enzima (Figura 3b). Este modelo apresenta um
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Figura 3. Modelo 3D da enzima corismato sintase de Pf. Em (a) esta representado o grafico de Ramachandran para o melhor [13] Maclean J., Ali S.: The structure of chorismate synthase reveals a novel flavin binding site fundamental to a unique chemical reaction.
modelo dentre os 10 gerados. O grafico mostra a maioria dos residuos de aminoacidos (90.8%) nas regifes mais favoraveis (A e B). Structure 11(12), 1499-1511 (2003).
Em (b) estda uma representacao tipo ribbons, pelo programa PyMol [14], do modelo 3D da enzima. As folhas B estdo coloridas em
amarelo, as hélices a em vermelho e as voltas e alcas em verde. [14] The PyMOL Molecular Graphics System, Version 1.2r3pre, Schrodinger, LLC.
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