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Resumo: A esquistossomose é uma doenga parasitaria que afeta cerca de 240 milhdes de pessoas em
todo o mundo. Diferente de seu hospedeiro humano, o Schistosoma manson: - parasito causador dessa
doenga, nao possui a via metabodlica de sintese de purinas e depende integralmente da via de salvaciao
para suprimento dessas bases. Assim, esta via tem sido citada na literatura como alvo potencial para o
desenvolvimento de novos farmacos, uma vez que para o tratamento da doenga, apenas um farmaco é
utilizado, o praziquantel, e diversos casos de resisténcia do parasito a esse medicamento ja foram re-
portadas. A HGPRT ¢ uma das enzimas dessa via e catalisa a fosforibosilag¢ao reversivel de hipoxanti-
na e guanina para IMP (inosina monofosfato) ou GMP (guanosina monofosfato). Uma vez que no
genoma do parasito foram identificadas trés sequéncias que codificam para HGPRT e apenas uma das
isoformas foi resolvida experimentalmente, a modelagem molecular por homologia foi realizada como
forma preditiva para o estudo das estruturas ainda nao resolvidas. A construcao dos modelos foi reali-
zada pelo servidor Swiss-Model; as visualiza¢Oes, analises e valida¢oes pelos softwares UFSC-Chimera,
PyMol e Procheck. Os modelos obtidos demonstraram qualidade satisfatoria para as analises e enove-
lamento conservado entre as isoformas comparadas. Como ferramenta preditiva e de busca por possi-
veis inibidores para a enzima, foi realizada a docagem molecular na estrutura cristalografica, elucidan-
do comportamento e interacao de pequenas moléculas no sitio ativo da enzima. Uma vez que esta foi
resolvida complexada com IMP, a busca por ligantes se limitou a estruturas analogas a0 mesmo e que
possufam potencial farmacolégico. Para isso, foram utilizados quatro compostos da classe dos aciclo-
nucleosideos (aciclovir, adefovir, penciclovir e tenofovir) obtidos através do banco de dados Pub-
Chem. Os resultados da docagem foram avaliados quanto a sua pontuagao e sua similaridade com o
IMP, sugerindo que o penciclovir tem a maior afinidade com o sitio ativo e foi o segundo composto
melhor pontuado pelo programa entre os testados. Nesse contexto, os resultados obtidos contribuem
para o planejamento de ensaios biolégicos de atividade enzimatica com os compostos docados e a re-
solucao experimental das estruturas modeladas.

Palavras-chave: Biologia estrutural; Esquistossomose; Bioinformatica; Doenga tropical negligenciada.

Molecular modelling of isoforms and molecular docking of hypoxanthine-guanine
phosphoribosyltransferase from Schistosoma mansoni

Abstract: Schistosoma mansoni, the parasite responsible for schistosomiasis, a disease that affects around
240 million people worldwide, does not have a purine synthesis pathway, depending entirely on the
salvage pathway to supply its bases. This pathway has been cited as a potential target for development
of new drugs against the parasite, because for treatment of the disease just one drug is used, pra-
ziquantel, and several cases of parasite resistance to this drug have been reported. HGPRT is one of
the key enzymes of the parasite purine salvage pathway, catalyzing reversible phosphoribosylation of
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hypoxanthine and guanine to IMP (inosine monophosphate) or guanosine monophosphate. Since
three sequences coding for HGPRT were identified in the parasite genome and just one of the
isoforms was resolved, homology molecular modeling was performed as a predictive methodfor the
study of unsolved structures. The modelsconstruction was performed by the Swiss-Model server, vis-
ualizations, analyzes and validations by the software UFSC-Chimera, PyMol and Procheck. As a pre-
dictive and search tool for possible inhibitors for the enzyme, molecular docking was performed in
the crystallographic structure, elucidating behavior and interaction of small molecules in the active site
of the protein, which, because the crystallographic structure was complexed with IMP, the search for
ligands was limited to structures similar to it and also have pharmacological potential. For this, four
compounds of the acyclonucleoside class (acyclovir, adefovir, penciclovir and tenofovir) obtained
through the PubChem database were used. The docking results were evaluated by the final score and
drug-likeness, suggesting that penciclovir has the highest affinity to the active site and second best
drug-likeness of program scoreamong thetested compounds. The evaluations of the generated models
demonstrated a satisfactory quality, the future prospects are in realizing biological assays of the activi-
ties of the docked compounds and experimental resolution of the modeled structures.

Key-words: Structural biology; Schistosomiasis; Bioinformatics; Neglected tropical disease.
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INTRODUCAO cessidade dessas bases (CRAIG et al.,, 1988
Schistosoma mansoni é o parasito respon- apud ROMANELLO, 2011). Pela dependén-
savel pela esquistossomose, doenga que afeta cia do parasito dessa via, ela tem sido citada
cerca de 240 milhdes de pessoas em todo o como um alvo em potencial para o desenvol-
mundo. A infec¢do prevalece em areas tropi- vimento de novos farmacos contra a doenga.
cais e subtropicais, em comunidades sem agua Uma das enzimas chave dessa via é a Hi-
potavel e que nao possuem saneamento basi- poxantina-Guanina  Fosforibosiltransferase
co adequado (WHO, 2017). Para controle e (HGPRT), fundamental para o parasito por
tratamento da doenca o principal farmaco uti- suprir as atividades de hipoxantina e guanina,
lizado ¢é o Praziquantel (PZQ)), pois apresenta atuando na formacao desses nucleotideos es-
baixo custo e efeitos colaterais nao muito sig- senciais (YUAN et al,, 1990). A enzima funci-
nificativos. Entretanto, a taxa de cura da do- ona catalisando a fosforibosilacio reversivel
enca por meio da utilizacio do PZQ nio ¢ de hipoxantina e guanina para respectivamen-
superior a 60% e dessa maneira uma conside- te: inosina monofosfato (IMP) ou guanosina
ravel parcela dos individuos tratados podem monofosfato (GMP) e pirofosfato, tendo co-
permanecer infectados, correndo risco de de- mo doador de fosfato e ribose o 5-
senvolver a doenca na sua forma cronica. fosforribosil 1-difosfato (PRPP) (KEOUGH
Além disso, o parasito tem apresentado resis- et al, 2005 a@pud ROMANELLO, 2011)
téncia a0 PZQ e ja sdo descritos possiveis au- (Figura 1).
mentos no risco de doengas hepaticas nos Canyuk et al. (2003), destacaram que
individuos que passaram pelo tratamento enzimas que salvam G6-oxopurinas, incluindo
(BARSOUM et al., 2013). as HGPRTs, sdo potenciais alvos para o de-
Dentro desse contexto, surge a necessi- senvolvimento de farmacos no tratamento de
dade da busca de novos alvos para o desen- doengas causadas por parasitos. Uma vez que
volvimento de farmacos mais eficazes e segu- muitos dos organismos parasitos perderam a
ros contra o parasito, que ao contrario de seu capacidade de sintetizar bases de purina, ten-
hospedeiro humano, nao possui a via de sinte- do que as retirar das células infectadas. Isso os
se de purinas e depende integralmente da via torna particularmente suscetiveis a farmacos
de salvacdo de purinas, utilizando precursores que atacam enzimas que realizam essa funcao.

provenientes do hospedeiro para suprir a ne-
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Figura 1. A - Esquema da reacio catalisada pela enzima HGPRT. Fonte: FOCIA et al. (1998)

Estudos realizados por Pereira et al.
(2008), demonstraram através da técnica de
RNAi (RNA de interferéncia) a importancia
da enzima HGPRT para a sobrevivéncia de
Schistosoma mansoni. No referido trabalho os
RNAIi foram produzidos contra a expressao
de HGPRT e injetados 70 dias apds a infec-
¢ao com cercarias em camundongos. O estu-
do demonstrou uma reducao de carga parasi-
taria de aproximadamente 27% apds o trata-
mento.

Na busca de possiveis inibidores que
venham a interagir com o sitio ativo da
HGPRT, inibindo ou reduzindo sua atividade,
foram realizados estudos de docagem molecu-
lar na HGPRT ja resolvida experimentalmen-
te utilizando quatro diferentes compostos da
classe dos aciclonucleosideos, que segundo
Keough et al. (2009), sao os primeiros com-
postos que demonstraram inibir seletivamente
a HGPRT de Plasmodium falciparum, parasito
responsavel pela malaria, como S. mansoni nao
possui a via de novo de sintese de nucleoti-
deos em comparacao com a HGPRT humana.
Esses estudos, realizados em HGPRT huma-
na e de P. falciparum, utilizaram aciclonucleosi-
deos, compostos analogos aos nucleotideos
produtos da reacao da HGPRT, constituidos
por uma base nitrogenada unida por uma uni-
dade fosfatada. O termo aciclo refere-se a au-
séncia de ligagoes C-C na porgao furanosidica,
tornando-a aberta. Os aciclonucleosideos sao
amplamente utilizados como agentes antivi-
rais, por se demonstrarem potentes e seleti-
vos, tanto em meios iz vitro quanto i vivo
(CLERCQ; HOLY, 2005). Trés dos compos-
tos testados impediram o crescimento de P.
faleiparum em cultura de eritrécitos, validando
assim esses compostos como candidatos satis-
fatorios a inibicdo da PAHGPRT. A similarida-
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de sequencial entre PAHGPRT e S#ZHGPRT ¢é
de 39.30% e um Root Mean Square Deviation
(RMSD) estrutural médio de 1.249, indicando
assim que aciclonucleosideos podem ter agao
similar na enzima de . mansoni.

A técnica de docagem se apresenta co-
mo uma ferramenta chave na predi¢io da me-
lhor orientagao de ajuste de ligantes ou possi-
veis inibidores na proteina, permitindo carac-
terizar o comportamento das moléculas no
sitio de ligacao da proteina alvo, assim como,
elucidar as interacdes moleculares (MENG et
al., 2011). Devido a estrutura cristalografica da
enzima alvo estar depositada no Protein Data
Bank (PDB) em complexo com o IMP como
ligante, a conformacao estrutural do sitio ati-
vo fechado para o composto foi considerada,
limitando a busca por ligantes que tenham
similaridade estrutural com o IMP e tenham
potencial para utilizacgdo como possivels far-
macos.

Em . mansoni a HGPRT ¢ codificada
por um gene essencial (KEOUGH et al,
2005), sendo encontrados trés genes homolo-
gos para a sintese da HGPRT em seu genoma
(Smp_148820, Smp_168500 e Smp_103560),
que estao relacionados com diferentes esta-
gios de vida do parasito. Porém, somente uma
das estruturas foi resolvida experimentalmen-
te por Romanello em 2016 (ROMANELLO
et al., 2019), a isoforma Smp_103560 (PDB
ID: 5IPF). O conhecimento estrutural das
outras duas isoformas ainda nido resolvidas ¢é
de fundamental importancia para melhor
compreender a via de salvacao de purinas do
parasito e consequentemente analisar a viabili-
dade do desenvolvimento de novas estratégias
que utilizem essa via no combate ao parasito.
A modelagem molecular se apresenta como
uma forma preditiva de baixo custo para o
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estudo dessas enzimas ainda nio resolvidas,
sendo assim, através de métodos computacio-
nais foram preditas e avaliadas as estruturas
tridimensionais das isoformas Smp_148820 e
Smp_168500.

METODOLOGIA
Modelagem Molecular

A ferramenta mais utilizada na predi¢ao
de estruturas tridimensionais de proteinas ¢ a
modelagem por homologia, também conheci-
da como modelagem comparativa. Esta abor-
dagem baseia-se em alguns padrées gerais que
tem sido observados em nivel molecular e no
processo de evolugao bioldgica (BRANDEN;
TOOZE, 1991). Um modelo construido por
modelagem comparativa necessita que pelo
menos uma estrutura tridimensional da familia
em questao tenha sido elucidada por técnicas
experimentais e que a sequéncia de aminoaci-
dos da proteina a ser modelada tenha sido elu-
cidada. Entretanto, é necessario que entre am-
bas as sequéncias (alvo e molde) exista certo
grau de identidade. Geralmente considera-se
como significante um valor acima de 25% pa-
ra a identidade sequencial entre a proteina-
molde e a proteina-alvo (D’ALFONSO et al.,
2001).

A proteina molde escolhida para a mo-
delagem das duas proteinas alvo desse traba-
lho foi a isoforma resolvida por cristalografia
de raios-X com 2.8 A de resolucio e deposita-
da no PDB na forma de tetramero com a
identificacio 5IPF. Nessa estrutura a subuni-
dade é composta por a-hélices e folhas 3. Po-
dendo ser dividida em dois dominios (Figura
2). O dominio altamente conservado entre as
HGPRTs chamado de “core” é composto por
4 fitas paralelas (82, 83, B4 e B5) formando
uma folha § flanqueada por 3 a-hélices (23, a4
e «b), que liga o substrato primario PRPP.
Compreende os residuos 41 — 173 formando
uma estrutura chamada de “doublywound a/p
sheet” (RICHARDSON, 1981 apud ROMA-
NELLO, 2016) com hélices de ambos os la-
dos da folha B. Esse dominio também com-
preende o loop II, o qual apresenta uma regi-
ao desordenada sem densidade eletronica para
os residuos de 108 — 122.0 segundo dominio,
localizado acima do dominio “core” é chama-
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do dominio“hood”.Este ¢ composto por 4
pequenas fitas 3 (81, B6, 37 e B8), divididas
em 2 folhas, sendo uma paralela e outra anti-
paralela, 3 pequenas o-hélices (a1, a2 e «0),
varias conexoes de longos loops e compreen-
de os residuos 8 — 40 e 174 — 224.0 sitio ativo
de S7HGPRT, assim como de suas ortélogas,
esta localizado na interface dos dominios
“core” e “hood” e compreende 4 loops, I —
IV ROMANELLO, 2016; ROMANELLO et
al., 2019).

As duas proteinas alvo neste trabalho
possuem uma média de 42,3% de identidade
com a proteina molde e em torno de 32% de
identidade sequencial com a proteina HGPRT
humana (PDB ID: 127G) (Tabela 1).

Foram realizadas tentativas de modela-
gem utilizando-se o tetramero como molde. O
modelo obtido nao apresentou qualidade sa-
tisfatoria, possivelmente devido a limitagoes
do sistema, sendo assim, para a modelagem

Dominio “Hood”

IMP

Loop Il
1 Desordenado

A- Tetramero B- Monbémero

Figura 2. A - Tetramero: Estrutura tetramé-
rica de S#HGPRT, conforme depositado no
PDB; B - Monomero: Estrutura monomérica
de S7#HGPRT, composta por 2 dominios:
dominio "hood" (azul), dominio "core” (verde).

final foram retiradas as cadeias B, C e D da
proteina molde, assim como os ligantes (IMP)
e as aguas, obtendo-se apenas a estrutura da
cadeia A. Utilizou-se a ferramenta PMV 1.5.6
presente no pacote MGLTools versio 1.5.6
para esse procedimento.

O alinhamento de multiplas sequéncias
organizou as sequéncias de proteinas em uma
matriz retangular, para que os residuos em
uma determinada coluna sejam homologos
(derivados de uma tnica posi¢ao em uma se-
quéncia ancestral), superponiveis (em um local
rigido de alinhamento estrutural) ou desempe-
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nham um papel funcional comum. Embora
estes trés critérios sejam essencialmente equi-
valentes, para proteinas, sequéncia, estrutura e
funcio divergem em tempo evolutivo e dife-
rentes critérios podem resultar em alinhamen-
tos diferentes. Os alinhamentos refinados ma-
nualmente tendem ainda a serem superiores
aos métodos puramente automatizados; existe,
portanto, um esfor¢o continuo para melhorar
a precisao bioldgica das ferramentas de alinha-
mento (KEITH, 2017). O alinhamento das
sequencias foi realizado utilizando-se a ferra-
menta web T-Coffee NOTREDAME; HIG-
GINS; HERINGA, 2000). Das sequéncias
utilizadas no alinhamento, Smp_168500 pos-
sui 214 aminodcidos, Smp_148820 possui 216
e Smp_103560, 201 aminoacidos na cadeia A

(Figura 3).

Tabela 1. Identidade sequencial entre as pro-

Para a modelagem foi utilizada a ferra-
menta SWISS-MODEL, um espago de traba-
lho especializado em modelagem de proteinas
utilizando servidores web. A partir da insercao
da sequéncia alvo, uma biblioteca de estrutu-
ras de proteinas (PDB) é pesquisada automati-
camente para identificar modelos adequados
para servirem de molde, ou o usuario pode
selecionar um molde e alinhamento manual-
mente, como foi realizado neste trabalho.
Com base no alinhamento de uma sequéncia
entre a proteina alvo e a estrutura modelo, ¢é
gerado um modelo tridimensional para a pro-
tefna alvo. Ferramentas de avaliagio da quali-
dade do modelo sdao usadas integradamente a
ferramenta para estimar a confiabilidade dos
modelos resultantes (WATERHOUSE et al,,
2018).

Em um primeiro momento, os modelos
foram inspecionados visualmente, sobrepon-
do e comparando as estruturas, na etapa se-
guinte, os modelos foram avaliados pelo dia-
grama de Ramachandran
(RAMACHANDRAN, 1963), gerado pelo
Procheck (LASKOWSKI et al., 1996). A ob-
tencao de dados de estrutura, como os plts e
informag¢oes de estrutura secundaria a partir
da estrutura terciaria modelada foi realizada

DCIIFDDSYEGYSAKNF-TLPEPYEKHISTILIPGGM

DCVVIEDSFRGFPTEYFCTSPR-YDECLDYVLIPNGM

R T e E 3o 8885

sik-kkkkkkk -kk - - - S

Hd 3 @3 2 cozhk R - ke

tefnas modeladas (Smp_148820 e

Smp_168500), a proteina molde (5IPF) e a

HGPRT humana (127G).

ID. SEQ. Smp_168500 Smp_148820
SIPF 46.77% 37.81%
0, 0,
127G 36.18% 28.14%

Smp_148820  —--—--—--mmmmmmms MASREGKS -----~
Smp_168500  —--—-----—mmmmmmmm oo MQPSYRKNFVVIDDDFPGYSEKCFNLASK-YTPYIESIIVPNGM
Smp_103560  MNSSVLDNGNHSNPQIRDMSSNMIKA------
cons
Smp_148820  VRSRLDRMSIDILDDYEKSGVKSVYIICILKGGFKFASDLFKTLQEYSF--TRRSYI-KVSIDFLAAST
Smp_168500  IKDRLEKMSIDILETFELLNATAINLLCVLKGGFKFASDLSEKI-HNSAVTRSKSI--PIFMDFIVSST
Smp_103560  IKDRLEKMSMNIVDYYEACNATSITLMCVLKGGFKFLADLVDGL-ERTV--RARGIVLPMSVEFVRVKS
cons 25, WHEERUEEYRE 2Y 0 5483
Smp_148820  YVDDSVGHDTNITPCTNMEKFRDKDVLIVEDMVDTG---TSLIE-LERFVRKYEPKSVYSACFSSKKQP
Smp_168500  YENDIVGHEPQFHTYTNLTSFKDKDVLIVEDLLDSGTTLSRLVPYIKS----FEPRSVLVACLLVKR--
Smp_103560  YVNDVSIHEPILTGLGDPSEYKDKNVLVVEDIIDTGKTITKLISHLDS----LSTKSVKVASLLVKR-T
cons * ok . DRk Rk
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Figura 3. Alinhamento das sequéncias com a ferramenta T-Coffee. O algoritmo difere as regides em
vermelho considerando-as “boas”, em amarelo as “medianas” e em verde e azul as “ruins”. A linha
coms indica o indice de conservacao dos aminoacidos, sendo um “*” representando conservagao total

[T 2

(mesmos aminoacidos); um
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indicando similaridade média (aminoacidos com caracteristicas seme-
lhantes) e uma baixa similaridade para os campos sem nenhum caractere ou com um

¢
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pelo PDBsum (LASKOWSKI et al., 2005). A
visualizagdo e a manipulagdo das estruturas
tridimensionais das proteinas foram realizadas
nos programas PyMOL 2.0
(SCHRODINGER, 2018) e UCSF-Chimera
versio 1.12 (PETTERSEN et al., 2004).

Docagem molecular

O processo de docagem envolve quatro
etapas basicas: (1) Preparo da estrutura alvo;
(2) Escolha dos ligantes; (3) Predicao da con-
formacao, posicao, orientag¢ao do ligante den-
tro dos sitios e (4) Avaliacio da afinidade de
ligacio. A docagem também pode ser utilizada
para realizar triagem virtual de grandes biblio-
tecas de compostos, classificar resultados e
propor hipéteses estruturais de como prova-
veis ligantes podem interagir com os alvos.
Esses calculos podem auxiliar a aumentar a
probabilidade de encontrar novos inibidores
de proteinas-chave de patégenos, ao prever
quao bem um composto pode ligar-se ao alvo,
onde ele pode ligar-se, e que tipos de intera-
¢Oes poderia formar no local de ligagao. Tam-
bém identificar candidatos promissores para
testes de laboratério (MENG et al,, 2011). A
obtencao dos ligantes foi realizada utilizando
os bancos de dados de compostos e substan-
cias virtuais, ZINC15 (STERLING; IRWIN,
2015) e PubChem (KIM et al., 2015), onde
foram escolhidas duas classes de aciclonucleo-
sideos, os de bases puricas fosfatados: adefo-
vir (ADV) e tenofovir (TFV). Assim como os
aciclonucleotideos de bases puricas sem o gru-
pamento fosfato: aciclovir (ACV) e penciclo-
vir (PCV) (Figura 4).

Os compostos foram obtidos na forma
de arquivo SDF (structure-data file) e converti-
dos para o formato PDB (formato aceito pelo
software AutoDockVina). Apds a conversio,
todas as moléculas foram inspecionadas visu-
almente a fim de detectar possiveis erros de
conversao. As ligacoes flexiveis dos ligantes
foram selecionadas e a estrutura foi convertida
para o formato PDBQT (Protein Data Bank,
Partial Charge (Q), & AtomType (T)).

A proteina alvo teve suas cadeias B, C e
D removidas, assim como os ligantes IMP e
as moléculas de agua (limitagio do Auto-
DockVina), Cargas de Gasteider foram adicio-
nadas e os hidrogénios polares foram removi-
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dos. A area de docagem molecular (grid box)
foi definida usando as coordenadas cartesia-
nas: X = -7.278 A; Y=13.277 A; e Z=—10.160
A com as dimensées de 16 X 16 X 16 A
(Figura 5). Tendo no centro o sitio e local da
ligacio do IMP na proteina cristalografica
(5IPF), os seripts do AutoDockVina foram
executados utilizando o pacote de softwares
AutoDockTools 1.5.6. Cada composto foi tes-
tado individualmente, e para cada teste foram
computadas 10 conformacgdes diferentes, po-
rém, apenas a conformac¢ao com melhor pon-
tuagdo final para cada ligante foi selecionada.
Também foram realizados testes de docagem
utilizando o proprio ligante IMP. O objetivo
foi comparar a conformagao obtida com resul-
tado dos testes e a conformagio cristalografica
desse mesmo ligante no sitio ativo, sendo as-
sim a validacdo da técnica.
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Figura 4. Aciclonucleosideos de base purica
selecionados para utilizagio nos testes de
docagem na HGPRT de Schistosoma man-
soni.1: Aciclovir; 2: Adefovir; 3: Penciclovir;
4: Tenofovir; 5: IMP.
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Os ligantes foram entdo avaliados quan-
to a sua classificagdio por pontuagdo gerada
pelo proprio AutoDockVina, que leva em con-
ta, além de uma série de funcoes, as superficies
hidrofébicas, repulsoes e ligagdes de hidroge-
nio (TROTT; OLSON, 2010). Os provaveis
ligantes testados também foram avaliados
quanto a pontuacdo (drug-score) pelo software
Molinspiration, uma fun¢do complexa baseada
em varias propriedades moleculares e estrutu-
rais que determinam se uma molécula apresen-
ta caracteristicas similares a firmacos conheci-
dos, como fatores de hidrofobicidade, distri-
buicio eletronica, caracteristicas das ligacdes de
hidrogénio, tamanho e flexibilidade da molécu-
la e presenca de varias caracteristicas farmaco-
légicas que podem influenciar o comportamen-
to da molécula no organismo vivo, incluindo
biodisponibilidade, propriedades de transporte,
afinidade as proteinas, reatividade, toxicidade,
estabilidade metabdlica, entre outros

(MOLINSPIRATION, 2018).

para o docking na proteina 5IPF representada
como superficie, no centro o ligante IMP.
Coordenadas cartesianas: X = -7.278 A;
Y=13.277 A; e Z=—10.160 A; Dimensdes:
16 X 16 x 16 A.

RESULTADOS E DISCUSSAO
Modelagem molecular

A primeira forma de validagao utilizada
foi a avaliagao dos angulos diédricos @ (phi) e
Y (psi) dos aminoacidos das estruturas no dia-
grama de Ramachandran gerado pelo progra-
ma Procheck (LASKOWSKI et al., 1996). Os
resultados dos graficos de Ramachandran po-

dem ser visualizados na Figura 6 para as estru-
turas Smp_168500 e Smp_148820.
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Figura 6. Diagramas de Ramachandran com
as distribui¢coes dos angulos diedros para as
estruturas Sz HGPRTSmp_168500 e
Smp_148820. As regides representadas em
vermelho correspondem as regides mais fa-
voraveis para os valores dos angulos, as regi-
6es em amarelo escuro sdo as adicionalmente
permitidas, amarelo claro sio as generosa-
mente permitidas e as regides em branco sio
as regides nao permitidas. As glicinas sao re-
presentadas por triangulos.

Na estrutura de Smp_168500, os resi-
duos em regides mais favoraveis (vermelho)
correspondem a 85.6%, adicionalmente per-
mitida (amarelo escuro) a 12.9%, generosa-
mente permitida (amarelo claro) a 0,5% e nio
permitida a 1,0%. Ja em Smp_148820, os resi-
duos em regides mais favoraveis (vermelho)
correspondem a 86.9%, adicionalmente per-
mitida (amarelo escuro) a 11.5%, generosa-
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mente permitida (amarelo claro) a 1,0% e ndo
permitida a 0,5%.

As estruturas modeladas apresentaram
um RMSD médio para a estrutura molde
(5IPF) de 0.125 para Smp_168500 e de 0.160
para Smp_148820, a diferenca estrutural mais
notavel entre os modelos foi na regiao que
compreende o loop II, que encontra-se desor-

denado e sem densidade eletrbnica entre os
residuos de 108 — 122 na estrutura molde, as-
sim como em outras HGPRTSs depositadas no
PDB, essa desordem é comumente observada
uma vez que esse loop é mével (HEROUX ¢z
al., 1999) , desse modo, os modelos obtidos
tiveram variacao nessa regiao (Figura 7).

Figura 7. Regiao do loop II, em vermelho a estrutura de 5IPF, sem estrutura definida. Em verde,
loop modelado para Smp_168500 e em azul para Smp_148820.

A estrutura secundaria das enzimas mo-
deladas é muito similar 2 enzima molde, man-
tendo altamente conservado o dominio
“core”, composto por 4 fitas paralelas (32, B3,
B4 e B5) formando uma folha 3 flanqueada
por 3 wa-hélices (a3, a4 e «5), a qual liga o
substrato primario PRPP, esse dominio na
estrutura de Smp_168500 (Figura 08) compre-
ende os residuos de 40-172, e em
Smp_148820 os residuos 41 — 173. O segundo
dominio, localizado acima do dominio “cotre”
¢ chamado dominio “hood”, este é composto
por 4 pequenas fitas § (81, 36, B7 e 38), dividi-
das em 2 folhas, sendo uma paralela e outra
antiparalela, 3 pequenas a-hélices (a1, a2 e a0)
e varias conexdes de longos loops. Esse domi-
nio compreende na estrutura de Smp_168500
os residuos 10 — 39 e 173 — 223, e em
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Smp_148820 (Figura 8) os residuos 8 — 40 ¢
174 — 223.

Em Smp_168500, o loop I corresponde
aos residuos de 73 a 78 (ILKGGF), ja em
Smp_148820, corresponde aos residuos de 71
a 77 (VLKGGEF) localizados entre a fita B2 ¢ a
hélice a4, que fazem parte do motivo o/f/a
no dominio core.

O loop II corresponde em 5IPF aos
residuos de 107 a 134, mas nao esta completa-
mente ordenado, por auséncia de densidade
eletronica para os residuos de 108 a 124. No
modelo de Smp_168500 corresponde aos resi-
duos de 106 a 133 e em Smp_148820 de 107 a
135, estao localizados entre as fitas 33 e 34 do
motivo o/B/o do dominio core. Este loop foi
caracterizado como flexivel previamente em
outras estruturas (EADS et al., 1994 gpud RO-
MANELLO, 2010).
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Figura 8. Estrutura secundaria de Smp_168500 em funcao da sequéncia de aminoacidos. As fitas 3
sao representadas por setas, as a-hélices por espirais com a respectiva numeragao em cima (H1,
H2..H25), as 2 folhas § sdo classificadas como A e B, sendo essas letras colocadas acima das fitas
identificando a qual folha pertencem. Os simbolos: § - beta turn, y - gamma turn e - beta hairpin.

O loop III compreende os residuos como a Vall194 em 5IPF, qual atua na ligacao
de 140 a 145 em Smp_168500 e 141 a 146 em de hidrogénio com o N1 da hipoxantina
Smp_148820, fica localizado entre as fitas 34 (ROMANELLO, 2010), que em
e hélice a5, também pertencente ao dominio Smp_168500 e Smp_148820 uma Isoleucina
core. Na estrutura de 5IPF este loop esta toma essa posi¢ao (Figura 10). Outros amino-
bem definido. Todas as estruturas de acidos que atuam na ligacao do IMP no sitio
HGPRT apresentam no loop 11T um Asp141 ativo da enzima molde também tiveram dife-
invariavel. Estudos com mutante desse resi- rencia¢do quanto a posicao estrutural nas en-
duo em T. ¢ruzi confirmaram que esse residuo zimas modeladas (Figura 11), como em:
atua na catalise, mas nao é requerido como Ile149 substituidas por Leucinas; Lys147
base geral nessa posi¢io, como era proposto substituidas por Treoninas; Thr145 substitui-
previamente para a HGPRT humana da por uma Serina em Smp_168500 e Thr148
(CANYUK; FOCIA; EAKIN, 2001), na es- sendo substituida por uma Serina em
trutura de Smp_168500 esse residuo encontra Smp_148820.

-se na posicao Asp140 (Figura 9). As  sobreposi¢oes  estruturais  de

O loop IV ¢ o tnico dos quatro que SmHPRT com sua correspondente humana
pertence ao dominio hood, ¢ o maior dos mostraram regioes extremamente conserva-
quatro e compreende os residuos de 189 a das entre ambas. Principalmente nas regides
210 em Smp_168500 e 191 a 212 em entre 33 e a2, 35, 86, B7, B8 e 9. As regides
Smp_148820. Esta fita estd envolvida na liga- conservadas podem ser observadas nas estru-
¢io da Dbase purina no sitio ativo turas apresentadas na Figura 12.

(MONZANTI et al., 2007). Observa-se a dife-

renciacdo de alguns aminoacidos nessa regiao,
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Figura 9. Estrutura secundaria de Smp_148820 em funcdo da sequéncia de aminoacidos. As fitas 3
sao representadas por setas, as a-hélices por espirais com a respectiva numeragao em cima (HI,
H2..H25), as 2 folhas § sdo classificadas como A e B, sendo essas letras colocadas acima das fitas
identificando a qual folha pertecem. Os simbolos: 3 - beta turn, y - gammaturn e - beta hairpin.

LOORP Il
Smp_ 148820 140 D MV D T G
Smp_168500 141 D L L D S G
S5IPF 141 p | 1 DTG
LOOP IV
Smp_148820 191 NVE I VEGYGIDYNDQEREL HV
Smp_168500 189 NRFIVGYAIDYNDFFRDI H I
5IPF 190 NRFVVGYALDYNDNFRDLHHI

Figura 10. Alinhamento estrutural dos loops III e IV para as trés isoformas de SmHGPRT.

Figura 11. Sobreposi¢ao de aminoacidos que rea-
lizam ligagdo com o IMP na estrutura cristalogra-
fica (vermelho) com os aminoacidos que ocupam
a mesma posi¢ao estrutural nas estruturas mode-
ladas, Smp_168500 em verde e Smp_148820 em
azul.
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Figura 12. Sobreposi¢io de estruturas de
HGPRT, humana (amarelo) e de S. mansoni-
cristalografica  (vermelho), e  modelos
Smp_168500 em verde e Smp_148820 em
azul.

Docking Molecular

Os testes utilizando o IMP como li-
gante resultaram em uma pontuagao (score) de
-5.5, mostrando que o resultado apontado
pelo programa ¢ similar ao demonstrado pela
estrutura cristalografica, com um RMSD de
2,57 (Figura 13). Comparando estrutura e po-
sicao dos ligantes testados no sitio ativo com
o IMP na estrutura cristalografica, obteve-se o
menor RMSD para o ligante TFV, indicando
que a sua posi¢ao no sitio ativo, assim como a
sua estrutura ¢ muito similar ao do IMP na
estrutura cristalografica (5IPF).

Nas interacoes dos aciclonucleosideos
fosfatados com o sitio ativo da SHGPRT
(Figura 15), o ADV obteve o melhor resulta-
do como ligante (score), fazendo ligacdes de
hidrogénio com seis aminodcidos (Aspl144;
Thr145; Gly146; Thr148; Lys172; Val194),
quatro deles também fazem ligacbes com o
outro aciclonucleosideo fosfatado, TFV
(Aspl44, Gly1406, Lys172 e Vall194). No en-
tanto o ADV apresentou nos testes uma pon-
tuagao de drug-score inferior a desejada (Tabela
2).
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Figura 13. Sobreposicao de IMPs. Em azul,
conformacao do IMP na estrutura cristalogra-
tica (5IPF), em vermelho, conformagao resul-
tante do docking do IMP no sitio ativo da pro-
teina.

Na estrutura de 5IPF em complexo
com IMP, o fosfato do IMP faz ligacdo de
hidrogénio com Aspl44, Thrl45, Gly146 e
Lys147 do loop III, Thr148 da hélice o5 e
uma molécula de dgua. O O2 da ribose faz
duas ligacées de hidrogénio com Aspl41 do
loop III (ROMANELLO, 20106).

A interagao da Aspl41 do loop III
com o IMP na estrutura cristalografica envol-
ve uma molécula de agua, o mesmo padrio
pode ser observado nas estruturas de Trypano-
soma crugi, Escherichia coli, humana e de Toxo-
plasma gondii, onde a cadeira lateral aponta pa-
ra o sitio ativo. No entanto, a cadeia lateral da
Aspl41 aponta para fora do sitio ativo e nao
interage com o ligante na estrutura de Leish-
mania tarentolae, Plasmodinm falciparum, Tritricho-
monas foetus € humana em complexo com
GMP (MONZANI et al., 2007 apud ROMA-
NELLO, 2016). Nos ligantes docados, apenas
um faz ligacao de hidrogénio direta com As-
pl41, PCV (Figura 14) , possivelmente devido
a auséncia de aguas na estrutura utilizada para
os testes de docagem.

E possivel observar que o loop III é o
maior responsavel por ancorar a maioria dos
ligantes no sitio ativo através de ligagoes de
hidrogénio. A maior parte dos contatos ocor-
re entre a SmHGPRT e o grupo fosfato de
TFV e ADV e os oxigénios da regido afosfa-
tada de ACV e PCV.
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Tabela 2. Dados de composi¢ao e interacdo entre aciclonucleosideos e SzZHGPRT.Score se refere a
uma série de fungdes envolvendo as superficies hidrofébicas, repulsdes e ligacdes de hidrogénio.
APSM se refere a area polar de superficie molecular. Drug-score se refere a uma funcao baseada em pa-
rametros fisicos, quimicos e biolégicos que predizem a aptidao de um componente em se tornar um

farmaco.

Lig. H Lig. H Pontuagio

Componente P‘Z;’Z‘;if)ao g/mol Ligante Recept. APSM  (Drug- I({Il;\‘fpl))
score)
Aciclovir 55 22521 5 119.06 0.157 3.19
Adefovir 5.6 273.19 8 136.39 0.287 3.63
Penciclovir 6.1 253.26 7 130.06 0.308 3.35
Tenofovir 5.7 287.22 5 136.39 0.473 2.60

Trés dos aminoacidos presentes no
sitio ativo fazem ligagdes com todos os ligan-
tes testados e com o IMP na estrutura cristalo-
grafica, sio eles Aspl44, Glyl46 e Vall94,

esses aminoacidos estao descritos por Héroux

reacao enzimatica da HGPRT. Outros dois
aminoacidos, Thr145 e Lys172 fazem ligacoes
com trés dos quatro ligantes. O aminoacido

Thr145 faz ligagao com trés dos ligantes, exce-
to com TFV (Tabela 3).

et al. (1999) como atuantes no mecanismo de

Tabela 3. Aminoacidos que fazem ligagio de hidrogénio direta entre S#ZHGPRT e o ligante.

Componente Aminoacidos de interagao
Aciclovir Aspl144; Thr145; Gly146; Val194; Asp200
Adefovir Asp144; Thr145; Gly146; Thr148; Lys172; Val194
Penciclovir Asp141; Asp144; Thr145; Gly146; Thr148; Lys172; Val194
Tenofovir Aspl44; Gly146; Lys172; Val194
IMP (5IPF) Asp144, Thr145, Gly146, Lys147, Thr148, Lys172, Val194

Figura 14. Interagio do
PCV com os aminoaci-
dos do sitio ativo da es-
trutura cristalografica
(5IPF), as distancias das
ligagbes de hidrogénio
estio marcadas como
linhas.
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Figura 15. Interacao do aciclonucleotideos fosfatados (TFV e ADV) com os aminoacidos do sitio ati-
vo da estrutura cristalografica (5IPF), as distancias das ligacSes de hidrogénio estio marcadas como

linhas.

CONCLUSAO

A busca de novas terapias para as do-
engas que acometem a humanidade ¢ uma
constante no meio cientifico, havendo sempre
a necessidade da introdugdo ou reposiciona-
mento de novos farmacos no arsenal terapéu-
tico, seja pela falta de eficiéncia dos farmacos
atuais, pelo alto nivel de toxicidade dos mes-
mos, pelo surgimento de novos processos pa-
tolégicos, ou até mesmo pelo aumento do nu-
mero de casos de uma doenga ja existente em
uma determinada populacio. Mas, talvez o
maior desafio nio seja a descoberta de novas
moléculas promissoras, e sim a descoberta de
novas propriedades e potenciais de moléculas
ja existentes.

A aplicagdao da quimica computacional
e bioinformatica tem oferecido um suporte de
baixo custo para o desenvolvimento ou repo-
sicionamento desses fairmacos. Com o poder
computacional e a tecnologia disponivel atual-
mente, pode-se realizar um direcionamento
nos estudos, facilitado pela capacidade de pre-
dicao virtual de intera¢oes e propriedades. As
técnicas de quimica computacional, aliadas a
bioinformatica, permitem uma analise criterio-
sa do alvo terapéutico a ser estudado, bem
como a constru¢ao de modelos por homolo-
gla para os alvos que ainda nao tém estrutura
resolvida.

Neste trabalho, foram gerados mode-
los para as duas isoformas de SZHGPRT ain-
da nao resolvidas experimentalmente, cada
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uma das estruturas passou por um Processo
de validagdo levando em consideragio para-
metros estereoquimicos, de contatos atdbmicos
e enovelamento. Essas avaliacoes validaram os
modelos gerados para o estudo das diferencia-
¢Oes entre as isoformas. Foram observadas
diferenciagdes na posi¢ao de aminoacidos no
sitio ativo nas estruturas modeladas que pode-
riam acarretar em interacoes diferentes dos
ligantes com as enzimas. Porém, apenas com
métodos experimentais como cristalografia de
raios-X ou microscopia crio-eletronica pode-
se confirmar tais modificacoes.

Apbs a realizacdo das etapas no teste
de docagem na SwHGPRT cristalografica,
observou-se que os compostos aciclonucleoti-
deos apresentaram afinidade maior que o IMP
docado no sitio ativo, sugerindo que os mes-
mos podem competir ou inibir o sitio ativo da
enzima. O composto que obteve melhor re-
sultado (score) foi o penciclovir, interagindo
com os mesmos aminoacidos participantes da
ligagio do IMP na estrutura cristalografica e
docada. Assim, a grande perspectiva se encon-
tra na realizacdo futura de ensaios biologicos
de atividade dos compostos selecionadas, e
dos que ainda serdo selecionados em futuros
estudos de docagem utilizando S#ZHGPRT.
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