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RESUMO

A Tuberculose é uma das principais causas de morte por um agente infeccioso no mundo, segundo a
Organizagcdo Mundial de Saude. Estudos indicam que enzimas envolvidas na biossintese de uridine
diphospho-N-acetylglucosamine sdo essenciais para o ciclo de vida da bactéria. Uma dessas enzimas é a
glucosamine-6-phosphate synthase (GImS), que ndo possui estrutura tridimensional disponibilizada nos
bancos de dados de proteinas na internet. Neste trabalho, métodos de bioinformatica estrutural
(modelagem comparativa e refinamento molecular) foram utilizados para construir um modelo
tridimensional refinado para a enzima GImS de Mycobacterium tuberculosis. O modelo foi gerado
utilizando quatro estruturas moldes (cristalograficas). Os resultados obtidos para os parametros
estereoquimicos e gerais do modelo refinado foram melhores que o modelo original e similares aos das
estruturas moldes, validando o modelo refinado.

PALAVRAS-CHAVE: Glucosamine-6-phosphate  synthase.  Mycobacterium  tuberculosis.
Modelagem comparativa e Refinamento molecular.

GLUCOSAMINE-6-PHOSPHATE SYNTHASE FROM Mycobacterium tuberculosis: an in
silico study to predict a refined three-dimensional model

ABSTRACT

Tuberculosis is one of the main causes of death by an infectious agent in the world, according to the
World Health Organization. Studies indicate that enzymes involved in the biosynthesis of uridine
diphosphate-N-acetylglucosamine are essential for the life cycle of the bacterium. One of these enzymes
is glucosamine-6-phosphate synthase (GImS), which does not have a three-dimensional structure
available in the protein database on the internet. In this work, structural bioinformatics methods
(comparative modeling and molecular refinement) were used to build a refined three-dimensional model
for the GImS enzyme of Mycobacterium tuberculosis. The model was generated using four template
structures (crystallographic). The results obtained for the stereochemical and general parameters of the
refined model were better than the original model and similar to those template structures, validating the
refined model.

KEYWORDS: Glucosamine-6-phosphate synthase. Mycobacterium tuberculosis. Comparative
modeling. Molecular refinement.

Submetido 30/11/2020 - Aceito 28/01/2021

. ® Revista Somma | Teresina, v. 7, n. 1, 010721, jan./jun. 2021 doi:10.51361/somma.v7i1.49 1
BY



https://orcid.org/0000-0003-3801-8022
https://orcid.org/0000-0003-2235-3475
https://orcid.org/0000-0002-2859-3982
https://orcid.org/0000-0002-0000-033X
https://orcid.org/0000-0003-2016-3344
mailto:wildrimak@gmail.com
mailto:jhonmscosta@gmail.com
mailto:fabio.cardosojr@gmail.com
mailto:romulobarros@ifpi.edu.br
mailto:ricardo@ifpi.edu.br

Somma | GLUCOSAMINE-6-PHOSPHATE SYNTHASE DE Mycobacterium tuberculosis: um estudo in silico para predigio de um modelo
tridimensional refinado

1 INTRODUCAO

Em 1882, Robert Koch identificou o Mycobacterium tuberculosis (MTB) como o
agente causador da tuberculose (TB), mas desde a sua descoberta esta epidemia global parece
inabalavel (KOUL et al., 2011). Segundo dados da Organizacdo Mundial de Saude (OMS), no
ano de 2019 estima-se que de 8,9 a 11,0 milhdes de pessoas tenham adoecido com tuberculose
em 2019, um ndmero que tem diminuido lentamente nos ultimos anos. Estima-se que tenha
havido de 1,1 a 1,3 milhdes de mortes por TB entre as pessoas soronegativas em 2019 (uma
reducdo de 1,7 milhdes em 2000), e mais 208.000 mortes entre as pessoas soropositivas (uma
reducdo de 678.000 em 2000). Os homens (com idade maior que 15 anos) representavam 56%
das pessoas que desenvolveram tuberculose em 2019; as mulheres representavam 32% e as
criancas 12% (com menos de 15 anos). Entre todas as pessoas afetadas, 8,2% viviam com
HIV. Geograficamente, segundo a OMS, a maioria das pessoas que desenvolveram
tuberculose em 2019 encontravam-se no Sudeste Asiatico (44%), na Africa (25%) e no
Pacifico Ocidental (18%), com percentagens menores no Mediterraneo Oriental (8,2%), nas
Américas (2,9%) e na Europa (2,5%). Oito paises representaram dois tercos do total global:
india (26%), Indonésia (8,5%), China (8,4%), Filipinas (6,0%), Paquistdo (5,7%), Nigéria
(4,4%), Bangladesh (3,6%) e Africa do Sul (3,6%). Os outros 22 paises, da lista da OMS de
30 paises, com elevada incidéncia de TB representam 21% do total global (WHO, 2020).

Nos Gltimos anos, a epidemia de TB tem se fortalecido pelo surgimento de cepas Multi
e extensivamente Resistente a Drogas (MDR-TB e XDR-TB), diminuindo as opgdes de
tratamento que sdo utilizadas ha décadas (por exemplo, com isoniazida e rifampicina). Para
complicar ainda mais a situacdo, interacbes medicamentosas impedem a coadministracdo de
alguns farmacos para TB com certos farmacos de tratamentos anti-HIV e outros usados por
diabéticos (KOUL et al., 2011).

Estudos indicam que enzimas envolvidas na biossintese de uridine diphospho-N-
acetylglucosamine (UDP-GIcNAC), sejam essenciais para o crescimento de M. tuberculosis in
vitro (RANI; KHAN, 2016). Uma dessas enzimas € a glucosamine-6-phosphate synthase
(GImS) como mostra a Figura 1. A inibicdo desta enzima impede a produgdo de UDP-
GIcNAC e leva a bactéria a morte.
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Figura 1: Via enzimética necessaria para o crescimento bacteriano de Mycobacterium tuberculosis.
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Fonte: Adaptado de (RANI; KHAN, 2016).

A determinacdo da estrutura 3D de uma dada proteina representa etapa fundamental
para o entendimento de sua funcdo e de seu mecanismo de acdo. O modelo estrutural de uma
proteina pode ser obtido através de técnicas experimentais tais como cristalografia de raios-X,
ressonancia magnética nuclear (RMN) e microscopia eletrénica (HUANG et al., 2010). Tais
métodos, contudo, normalmente requerem recursos estruturais e financeiros elevados. O
emprego de métodos computacionais (in silico) no estudo e simulacdo de propriedades
bioquimicas e farmacoldgicas de moléculas bioativas e macromoléculas bioldgicas tem
crescido a cada ano (KORTAGERE, 2010; MOROY et al., 2012). Comparando os métodos
tradicionais usados no estudo de propriedades farmacoldgicas e toxicoldgicas de compostos
bioativos com 0s métodos computacionais, estes apresentam a vantagem de exigirem tempo e
custo financeiro consideravelmente menores, além de possuirem em muitos casos, capacidade

preditiva.

Uma vez que ndo ha estruturas cristalograficas disponiveis da GImS de M.
tuberculosis nos bancos de dados de proteinas, o objetivo do presente trabalho foi gerar
(prever) um modelo 3D refinado para essa enzima utilizando ferramentas de Bioinformética

Estrutural (modelagem comparativa e refinamento molecular).
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2 MATERIAL E METODOS

2.1 Modelagem comparativa (por homologia)

O modelo 3D da enzima GImS de M. tuberculosis foi gerado por modelagem
comparativa usando o software Modeller versdo 9.22 (ESWAR et al., 2008) através da sua

interface gréfica integrada ao software UCSF Chimera (https://www.cgl.ucsf.edu/chimera/)

(PETTERSEN et al., 2004). No processo, a sequéncia primaria de aminoacidos da GImS,
previamente encontrada (com cddigo de acesso Gl 614087054) no National Center for
Biotechnology Information (NCBI) (SAYERS et al. 2009), foi usada para procurar
sequéncias homologas disponiveis no Protein Data Bank (PDB) (BERMAN et al., 2003).
Quatro estruturas templates (moldes) foram escolhidas, todas GImS do organismo da
Escherichia coli, com cddigos PDB, resolucdo e identidade de sequéncia respectivamente de:
(IMOQ, 1,57A, 45,8%); (LXFF, 1,8A, 46%); (2VF5, 2,9A, 45,1%) e (4AMV 2,05A, 45,2%).
Foram gerados cem modelos e 0 modelo com o menor valor de Discrete Optimized Proteins
Energy (DOPE) foi escolhido para refinamento molecular (PLACIDO et al., 2017).

2.2 Refinamento molecular

O modelo gerado foi refinado usando o médulo GalaxyRefine do servidor GalaxyWeb
(SHIN et al., 2014). Logo apos esta etapa os modelos original e refinado foram avaliados. Os
parametros estereoquimicos foram analisados utilizando os softwares PROCHECK (gréfico
de Ramachandran) (LASKOWSKI et al., 1993) e ERRAT (COLOVOS; YEATES, 1993),

implementados no servidor SAVES (Stuctural Analysis and Verification Server -

(https://servicesn.mbi.ucla.edu/SAVES/). Além disso, a qualidade geral das estruturas dos

modelos  original e refinado  foram analisadas pelo  servico  Z-score

(https://prosa.services.came.sbg.ac.at/prosa.php) (SIPPL, 1993).

3 RESULTADOS E DISCUSSAO

A Tabela 1 apresenta os valores dos parametros estereoquimicos (estrutura 3D) para 0s

Revista Somma | Teresina, v. 7, n. 1, 010721, jan./jun. 2021. doi: 10.51361/somma.v7i1.49


https://www.cgl.ucsf.edu/chimera/
https://servicesn.mbi.ucla.edu/SAVES/
https://prosa.services.came.sbg.ac.at/prosa.php

Somma | GLUCOSAMINE-6-PHOSPHATE SYNTHASE DE Mycobacterium tuberculosis: um estudo in silico para predigio de um modelo
tridimensional refinado

templates (estruturas cristalogréficas), o0 modelo original (obtido por modelagem comparativa)
e 0 modelo refinado. Com relagdo aos parametros do Procheck é esperado que os valores
tenham o maior percentual de residuos nas regides favoraveis (Core) e permitidas (Allow).
Valores positivos sdo esperados para o parametro G-Factor. Espera-se que os modelos

apresentem um alto valor para o pardmetro Errat e um baixo valor para Z-Score.

Um modelo de qualidade apresenta valores proximos das suas estruturas templates. Os
valores apresentados para o modelo refinado da GImS de MTB apresentaram-se similares aos
das estruturas templates. Observa-se na Tabela 1 que todos os valores dos parametros do
modelo refinado sdo melhores comparados ao modelo original. O modelo refinado apresentou
98,9% de residuos nas regides Core e Allow, enquanto o modelo original apresentou um valor
de 98,2%. O modelo refinado diminuiu a porcentagem de residuos nas regides desfavoraveis
(Gener e Disall) 1,1% enguanto o modelo original apresenta 1.8%. O modelo refinado
apresenta melhores resultados para os parametros Errat e Z-Scores comparados ao modelo
original (89,92 e 75.97; -11,11 e -10,78), respectivamente. Esses resultados mostram a
importancia do refinamento molecular para a qualidade final do modelo refinado. O modelo
refinado utilizado na Tabela 1 corresponde ao modelo refinado 1 (modelo escolhido apds o

refinamento) especificado na Tabela 2.

Tabela 1: Comparagédo da qualidade entre os templates, 0 modelo original e 0 modelo refinado da

GImS.
Procheck
Model Errat Z-Score
Core Allow Gener Disall G-factor

1IMOQ_A 92,9% 7.1% 0,0% 0,0% 0,09 99,71 -8,56
2VF5 X 80,7% 18,4% 0,6% 0,3% -0,33 93,53 -8,54
IXFF_A 93,7% 5,8% 0,0% 0,5% -0,03 96,94 -8,72
4AMV_A 90,0% 9,1% 0,5% 0,3% -0,10 97,82 -11,82

Modelo 90,1% 8,1% 1,1% 0,7% -0,10 75,97 -10,78

original

Modelo 92,5% 6,4% 0,9% 0,2% 0,04 89,92 -11,11
Refinado
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A Tabela 2 apresenta os parametros de refinamento obtidos do Servidor GalaxyRefine.
O modelo original foi submetido ao Servidor GalaxyRefine que retorna cinco modelos
refinados. Dentre os parametros listados na Tabela 2, “Poor rotamers” (menores valores sao
desejados) e “Rama favored” (maiores valores sao desejados) foram analisados para a escolha
do modelo refinado. O modelo refinado 1 foi escolhido por apresentar menor valor (1,0) para
“Poor rotamers” ¢ maior valor (96,3) para “Rama favored”. O valor de RMSD igual a 0,321

mostra que os dois modelos (original e refinado 1) séo similares.

Tabela 2: Parametros de refinamento para o modelo original e refinados.

GDT- b - Clash Poor Rama

Model HA? RMSD MolProbity scored rotamers® favored'

Modelo 1,0000 0,000 3,293 1145 2,9 93,6

original

Modelo 0,9796 0,321 2,063 20,6 1,0 96,3
refinado 1

Modelo 0,9848 0,308 2,174 21,8 1,0 95,2
refinado 2

Modelo 0,9820 0,310 2,181 18,3 1,4 95,7
refinado 3

Modelo 0,9804 0,320 2,115 18,2 1,2 95,8
refinado 4

Modelo 0,9808 0,314 2,195 18,4 1,4 95,5
refinado 5

2Global Distance Test - High Accuracy; ® Root-mean-square deviation; & % ¢ MolProbity, clashscore and poor
rotamers (Chen et al., 2010); fRamachandran favored

Moraes et al. (2012) criaram um modelo para a GImS de MTB por modelagem
comparativa usando a estrutura cristalografica PDB ID: 4AMV como molde. Neste trabalho
além da 4AMV foram utilizadas mais trés estruturas moldes para a cria¢cdo do modelo. Logo
apos, o modelo escolhido, entre 0os cem modelos gerados, foi refinado. O modelo refinado é

composto por 624 residuos de aminodacidos, 23 alfa-hélices e 27 folhas-beta (Figura 2).

Rani e Khan (2016) apresentaram uma viséo geral de maltiplas enzimas (entre elas a

GImS) catalisadoras de processos quimicos que sdo fundamentais para o ciclo de vida da
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MTB. Além disso, apresentaram informacdes (de estudos in vitro) sobre inibidores para estas
enzimas. Estudos in silico (ancoramento e dindmica molecular) com estes inibidores estéo

sendo realizados com o modelo refinado da enzima GImS de MTB por este grupo de

pesquisa.

Figura 2: Estrutura global do modelo refinado da GImS de MTB. (A) representacdo em fitas e cores
em estrutura secundaria (B) representacdo em superficie e cores em hidrofobicidade.

A

Fonte: Imagem gerada utilizando o software UCSF Chimera.
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4 CONCLUSAO

O modelo obtido por modelagem comparativa (por homologia) para a enzima
Glucosamine-6-phosphate Synthase (GImS) de M. tuberculosis foi submetido a refinamento
molecular através do Servidor GalaxyWeb. O modelo refinado (01) com melhores resultados
para os parametros “Poor rotamers” e “Rama favored” foi escolhido. O modelo refinado
apresentou resultados melhores que o modelo gerado por modelagem comparativa em todos
os parametros (qualidade estereoquimica e estrutura geral) analisados neste estudo, além
disso, apresentou resultados similares as estruturas cristalograficas. Estes resultados validam a
estrutura tridimensional do modelo refinado. Estudos in silico podem ser realizados com este

modelo para descoberta de novos candidatos a farmaco para a tuberculose resistente.
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