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RESUMO:

A relevancia hospitalar da Pseudomonas aeruginosa ¢ consideravel, portanto, devem ser realizados
estudos a respeito de proteinas presentes na bactéria que sejam alvos terapéuticos para a descoberta
de novos farmacos antimicrobianos. Assim, enzimas, como a UDP-N-acetilmuramoil-L-alanil-D-
glutamato-2,6-diaminopimelato ligase (MurE), que apresentam papel metabolico importante e ndo
sao homologas nos mamiferos, sdo valorosos alvos em potencial para o desenvolvimento de novas
drogas (AMERA et al., 2019). A MurE participa da sintese da mureina, uma substancia envolvida
na formacdo da parede celular bacteriana, um item indispensdvel a sobrevivéncia do
microrganismo. Assim, neste trabalho realizou-se a modelagem computacional por homologia com
os programas de bioinformatica Modeller e T-Coffee. Espera-se que estas informagdes tedricas
possam ser agregadas aos conhecimentos bioquimicos, para que, num proximo estudo, auxiliem na
identificacao de ligantes para a MurE como alvo terapéutico.
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ABSTRACT:

The hospital relevance of Pseudomonas aeruginosa is considerable, therefore, studies should be
conducted on proteins present in the bacterium that serve as therapeutic targets for the discovery of
new antimicrobial drugs. Thus, enzymes such as UDP-N-acetylmuramoyl-L-alanyl-D-glutamate-
2,6-diaminopimelate ligase (MurE), which play an important metabolic role and are not
homologous in mammals, represent valuable potential targets for the development of new drugs
(AMERA et al., 2019). MurE participates in the synthesis of murein, a substance involved in the
formation of the bacterial cell wall, an indispensable component for the microorganism’s survival.
In this study, computational homology modeling was performed using the bioinformatics programs
Modeller and T-Coffee. It is expected that these theoretical findings may be integrated with
biochemical knowledge so that, in a future study, they may assist in the identification of ligands for
MurE as a therapeutic target.
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1. INTRODUCAO
Pseudomonas aeruginosa esta entre as principais bactérias que apresentam grande
relevancia clinica (NEVES et al., 2011), sobretudo nas infecgdes hospitalares, por ser resistente a

ultiplos antimicrobianos (BORDIGNON; LIMA, 2017). Dessa forma, estudos estruturais de
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enzimas especificas desta espécie podem se tornar valorosos para a pesquisa de novos
antimicrobianos. Dentre elas, encontra-se a UDP-N-acetilmuramoil-L-alanil-D-glutamato-2,6-
diaminopimelato ligase (MurE), enzima essencial na biossintese da parede celular bacteriana e que
ndo possui homoélogas em seres humanos (AMERA et al., 2019). Informagdes estruturais podem ser
obtidas através das técnicas experimentais, entretanto, quando do insucesso experimental, pode-se
recorrer aos métodos computacionais, no sentido de se obter uma predi¢do da estrutura da proteina,
por exemplo, com base em estruturas de proteinas homologas previamente determinadas (VERLI,

2014).

2 MARCO TEORICO

A MurE ¢ responsavel por adicionar acido mesodiaminopimélico ao precursor nucleotidico,
denominado UDP-N-acetilmuramoil-L-alanil-D-glutamato, durante a sintese de mureina
(peptidoglicano) no citoplasma. Diante desse fato, a MurE tem um impacto notiavel na
sobrevivéncia da bactéria, visto que a parede celular protege o microrganismo contra a lise
osmotica, o que poderia causar seu rompimento (GORDON et al, 2000).

Destaca-se, além disso, que o conhecimento da estrutura tridimensional de proteinas
(principalmente enzimas) tem grande importancia por constituir-se como um fator auxiliar as
informacdes bioquimicas no planejamento de novos compostos de interesse farmacoldgico. Tais
informacodes estruturais podem ser obtidas experimentalmente através das técnicas difracdo de raios

X e ressonancia magnética nuclear, por exemplo (VERLI, 2014).

2. MATERIAL E METODO

Obteve-se a sequéncia dos aminoacidos da MurE da bactéria Pseudomonas aeruginosa da
base de dados Seattle Structural Genomics Center for Infectious Disease (SSCGID). Com a
sequéncia de aminoacidos da MurE, utilizou-se a ferramenta de busca Basic Local Alignment
Search Tool (BLAST), com base nos dados do Protein Data Bank (PDB). O objetivo era encontrar
proteinas homologas, presentes em outros microrganismos, que tivessem suas estruturas 3D
resolvidas. Ao total, 19 resultados foram obtidos, todavia, foram selecionadas apenas 4 proteinas
homologas considerando-se os parametros “E-value”, “% de cobertura” e a questdo da similaridade
e diferenga das estruturas em comparagdo com a PaMurE. Assim, proteinas homologas com

diferencas significativas estruturais foram descartadas. As proteinas homodlogas selecionadas foram:
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uma de Escherichia coli (PDB: 1e8c), uma de Mycobacterium tuberculosis (PDB: 2wtz), uma de
Staphylococcus aureus (PDB: 4c12) e uma de Thermotoga maritima (PDB: 4bub).

Com o auxilio do moédulo SALIGN (SALI; SHEN, 2006) do programa Modeller e também
através do programa T-Coffee, foi possivel obter os alinhamentos estruturais com as proteinas
homologas e a propria MurE de Pseudomonas aeruginosa (PaMurE). Assim, pdde-se verificar quais
regides sdo conservadas em relacdo aos aminoacidos (Figura 1).

Com o programa Modeller, realizou-se a constru¢do de 500 modelos empregando-se a
técnica de modelagem por homologia, por meio da satisfacdo de restricdes espaciais. Apds essa
etapa, os modelos construidos foram avaliados quanto a qualidade estereoquimica e ao
enovelamento, considerando-se as estruturas secundaria, terciaria e quaternaria. O melhor modelo
obtido referente a menor pontuagdo DOPE foi representado pela estrutura de niumero 302. Com
relagdo a qualidade estereoquimica, foram obtidos os graficos de Ramachandran, através do
programa PROCHECK (LASKOWSKI et al., 1993), para todas as proteinas molde utilizadas e para
o modelo selecionado da PaMurE.

Por meio do programa PyMOL, foram representadas as estruturas tridimensionais, nas quais
as alfa-hélices estdo destacadas em vermelho, as algas e voltas em verde e as fitas-beta em azul
(Figuras 2-6). A Figura 7 mostra a sobreposicdo de todas as estruturas utilizadas no projeto. No
grafico de Ramachandran, as regides representadas em vermelho sdo as mais favoraveis, aquelas
destacadas em amarelo sdo as regides favoraveis, as representadas em bege sdo as menos favoraveis
e as regides em branco sdo as desfavoraveis. Os dados coletados em relacdo a essas regides estdao

descritos na Tabela 1.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

@ @ Este é um artigo publicado em acesso aberto (Open Access) sob a licenga CreativeCommons Attribution, que permite uso, distribuicao e
reproducao em qualquer meio, sem restricdes desde que o trabalho original seja corretamente citado.



> RCMOS - Revista Cientifica Multidisciplinar O Saber.
ISSN: 2675-9128. Sao Paulo-SP.

I T T 1 1130 ] I I | Y |
PaMwiEl | | M omeews  emeaes [P IM S| LN O TP 0O A S EeS jeeges s |  Seowsomees | | | |14
HEBC

I 26] | | [3@] [ ] ]
2WTZ [ . N O N R R PR T N WA SRR 0 (O Y R

4BUB T 1T~ I O - | [ [ o o o[ [ [c Bem . ies- (el M | . N 117

uciz

PaMure | 26|

S [RIN[L[R[D|L[L AP W& ]

40

| [ ——— b-' . __ I [

PWTZ | [C{AJA[L[A|D|[OIV|GIA|IA|LIA E|G[P 68
10

20 |
| I _ | —- B h- ]
¥BUB I [ N[T[S[T|I|[¥[S5|N[L[K[DI[L | VRAF‘Y"E.- | 133
| I I ) B | 10 I |

! - | —. - | ﬁ m ]
uciz 1 [ [A[S] .| . |T|L|IFIR[ K[V K VKR &= . [V LGSL“Q_ 3
I I 30 40 |
PaMwE | = GHAR PHENNENISNYE Vv P C G R O
| I 1 [30] [ | [ | ] _| 40 1
HEBC 1 _Vﬂn ABﬁVVGH Q)
| T ’ |
PWTZ EEECE v lﬁL TLeIs T

UBUB 1 K-KZK

HESC 29

61
| 64
1203

|54

EEES == [ ee—— ||
uciz | ITHMR E BN DN G C K|L VIV V] | |6&§

| 70 [ 80 90 [
PaMwE | | E A_E_G__A_?%_E_L_F' S | | [ SmﬂVKGLAAQL}\GR 82
N N T I [ E—- — | m 1
IES{.?___EA_KDE}\TDGEIREMH_“YLSQLNERL |l ag
PWEZ | | | D =ail .. F'hGVAEIAGRA_ﬁHPAPRGVLHG_mn_T' | 135

70

[=T==]=] | e m 1
wBuB | || .._GAVAVVVEREIDL_“QVFDSRYFE K s [ (87
|70 90| (=
4c1'2jjj'_N._.j.j.._.j.KEQSLPAmVPDTLRVABm |94

PaMurE

‘i

127

HESC 1134

PWTZ | 170
90 |

HBUB 1122

aciz 1129

Este é um artigo publicado em acesso aberto (Open Access) sob a licenga CreativeCommons Attribution, que permite uso, distribuicao e
reproducao em qualquer meio, sem restricdes desde que o trabalho original seja corretamente citado.




> RCMOS - Revista Cientifica Multidisciplinar O Saber.
ISSN: 2675-9128. Sao Paulo-SP.

130 140
PaMurE [ERl C G Vv G T @ T clAlY ©C AL E S[E@R 162|
140 150
m Y ] .
dESC | E NI L G K V P-E 169
w7z mvﬁm EGGADLP-A 205

Ao T THEL S AREK
uBUB nlﬁmx'nnLcusvv-nu S A 157

130 140 150 160
|7 . EENAERT v SHET K KEEK
uciz numFo N E T K T KMIAN K K 164
PaMurE T-KﬂA VAMEV Dl']GAG AVFT 157
“ mm 'lﬁl
HEBC l']HAK 204
240
Wiz “ mm(;nnm 240

150

160
usUB I mm(zznm 102
ac12 . AN £ 5T AT v T c N R N S D Done 199

200 210 220
PaMurE N L' S R D H L D Y HIG [HE ~NE:» "Mk A WA~ . . . .= . . . . WP 224
210 220 230
e
HESC N L § R DH L DY HLG NE ~-RAE ~WN . w L S .. EH . . . . 230|
250 o 260
PWTZ N L S R D H L D F HIP NA CIREF EWM . A sHEAC P D S A L . . . . . 269
200 210 220
1 -
4BUB N | S R DHLDFHIG M E Nl <W¥NK L SEWNE. D L L K . . . . 220|
200 210 220 230
uciz 0 E| A GH.Sm—.Q..LGEDLS 230|
230 240 250
PaMwE G LRI RNEETN LIID O FIGIR RMEANINE E Q D SIS LNEEEENNT D S| . 258
240 250 260
HEBC IHCGmAmDEV R R LMK . L PmAmEDH I 263
270 280 290 300
PWTZ R A RIT A lmDDA.R A.AHR.A.AI}IAﬁnDRP 302|
230 240
4BUB D D G-AmEﬁ'.' "TA DM FENR . K SMS K. 248
240 250 260
uciz KEKmNmDSFﬂE Y.RV .TPYﬁD . E E 263
260 270 280
PaMuwE . e s A FINMYWEEREENNR F ¢ D A  NEWENEN APNYVEIEEH C E G L. 286
270 280 290
— ﬂ I
HESC N PN CPIc R WIENENENTEHNEEN ¥ HD . s EEEMWEN-RNE S W . &6 D G E 296
310 320 330
—- [
PWTZ o e A HIMRWE TIREIE A P T D A GEQUQEE T | DA A GV 6 HH 331
250 . 260 270
[
apuB o EmN A DREREE CEMME T v s w . cNENEONE Y BT EEEED . ¢ L LK 278
270 280 290
— ﬂ |
uciz T A QMY KN o E s L. Q NESWIISIEEE D BE v F .6 T ¥ F 290|
290 300 310 320
PaMurE N RS P DK r IEENS N L L A AV G M L V& L E PN G i R e 321
300 310 320 330
3 3
HESC mu— A AT NS ALLA L G A L LA T A 331
340 350 360
—= <3
PWTZ [ 1 9 R_R NCLVALA W D G E AVGL 366|
uguB m_l'-n—n N TAALA A ﬂ a1
3 £
wciz | v IS P IVNONE < ST [ G E | I Hd AV 325

Este é um artigo publicado em acesso aberto (Open Access) sob a licenga CreativeCommons Attribution, que permite uso, distribuicao e
reproducao em qualquer meio, sem restricdes desde que o trabalho original seja corretamente citado.




> RCMOS - Revista Cientifica Multidisciplinar O Saber.
ISSN: 2675-9128. Sao Paulo-SP.

330 340 350

PaMurE PIOMNC ciIAVEEEEIEGFI RAM G ¢ 6 D K .| . [P L NANEEEEANN P D A L 354
340 350 360

HESC -?E!Q PCVETA N ANARe BV VvV vV D Y A H P D A L 364

370 380 390

€3

PWTZ R-].RPEE-EQ“DR..GQG-L P E A L 398
320 AL 330 340 5

uBUB I F GﬁEﬁEVRGAKK MR SRV V V. D F A H P D A L 345|

330 340 350

e 2

uciz EMNENE PEEE vEND P . . s L PN DA A D G M 358

360
PaMurE WM R P HIAN A A 389
370

nESC 399|

PWTZ 432|

¥BUB K 1 sl Q ¢ R M E 381

370 390

sc1z o F T K Ql:murmm 303
390 400 410 420

PaMurE | A BBECERN A DNV LIV T D N RAA-IIAlj-IRAAAD 424
400 410 430

= o
HESC E E F NNV R_Eﬂn-llulj-lLLDA . 433
440 460

Wiz FAQmeRn T R R L AEV 466
390 400 410
uBUB e pan v DA SEE T N R G N o N O P EEEm D K R a15

400 410 420

actz B rmn DR DTS A v o B T A A KNS T H 25

PaMurE I K_F-P-EIGA_A sHEN A v VLLAG 456|
"": -mm
HEBC I E T M QNN K C 466|

430 490 300

<3
PWTZ G D A Q IIIA RIGED A I AWRP-Eﬁm 501
440
4BUB ?-FmNR D Vv V I A G R G H 448
450
sc1z ..Quzo n K ol AR DLV v L ic K C T
460 470 480
PaMurE IHoIEENND ¢ . VR HIFGESIEE | E QFNE RN A AWIE V P HA . 487
470 480 490
1EBC DmIE N.QRL RV T A R G VWA . 1 493

520

‘-

owrz -Tﬂ- G . RV REEEOENRV E v 578

4BUB -RmIEDEEKKVH H m . 1 1 478
490

uciz P-EIlEPGHlKVHDL|ELEMYK.FGGGPVD. 492|

Figura 1. A ferramenta ALSCRIPT Calcon do programa Aline permite identificar as regides
mais e menos conservadas. As regioes conservadas estio identificadas pela cor preta, ao passo
que as menos conservadas estido coloridas por cinza claro. A estrutura secundaria de cada
proteina esta representada pelos cilindros (alfa-hélice) e setas (fita-beta) e também é possivel
observar a hélice 31¢.
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Figura 2. Estrutura tridimensional da MurE de E. coli (PDB: 1e8c) obtida pelo programa
PyMOL e seu respectivo grafico de Ramachandran.
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Figura 3. Estrutura tridimensional da MurE de M. tuberculosis (PDB: 2wtz) obtida pelo
programa PyMOL e seu respectivo grafico de Ramachandran.
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Figura 4. Estrutura tridimensional da MurE de 7. maritima (PDB: 4bub) obtida pelo
programa PyMOL e seu respectivo grafico de Ramachandran.
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Figura S. Estrutura tridimensional da MurE de S. aureus (PDB: 4c12) obtida pelo programa
PyMOL e seu respectivo grafico de Ramachandran.
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Figura 6. Estrutura tridimensional do melhor modelo tedrico obtido da PaMurE em estudo,
obtida pelo programa PyMOL, e seu respectivo grafico de Ramachandran.

Figura 7. Sobreposicao de todas as estruturas envolvidas no estudo (azul: E. coli; magenta: M.
tuberculosis; verde: T. maritima; laranja: S. aureus; cinza: P. aeruginosa (modelo teorico)).
Observa-se que a sobreposicao indica regides distintas entre as proteinas, o que é esperado,
visto que em determinadas regides os aminoacidos sdo diferentes, proporcionando interacoes
hidrofilicas e hidrofébicas diferentes, causando torcoes especificas nas estruturas.
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Tabela 1. Grafico de Ramachandran. Os valores em porcentagem referem-se a cada uma das
homologas incluidas no estudo além da PaMurE.

Regido do grafico de

Ramachandran / % Porcentagem de residuos
0

PaMurE E. coli 8. aureus T. maritima M. tuberculosis

Mais favoraveis 90,9 90,9 94 79.8 86,7
Adlcwna.lr-nente per- 7.8 8.2 4.6 18.8 0.4
mitidas
Generosar.nente permi- 0.7 0.9 0.7 1.4 20
tidas
Nao permitidas 0,5 0 0,7 0 1,7

Com o grafico de Ramachandran, pode-se verificar que mais de 90% dos residuos estdo po-
sicionados corretamente no modelo PaMurE, o que mostra boa fidedignidade do melhor modelo
obtido no alinhamento.

Conforme Ruane ef al. (2013), o sitio ativo de ligacdo do UMT, produto final da reacdo me-
diada pela enzima MurE, ¢ representada pelos residuos R383, D406 e E460 no S. aureus e pelos
residuos R389, D413, N414, R416 e E468 na E. coli. Por outro lado, Gordon ef al. (2001) citam os
seguintes residuos responsaveis pelo sitio ativo do mesmo composto, na E. coli: S28, H43, Q44,
A45, N156, Q190, R192, S184, T157, T158, R389, D413, N414, R416 ¢ E468 e afirmam que a
ligagdo com o UMT faz muitas ligagdes polares com a proteina.

De acordo com o estudo de Paradis-Bleau et al. (2009), a maioria dos residuos de aminoaci-
dos que formam o sitio ativo da MurE tanto na P. aeruginosa quanto na E. coli sdo conservados, a
excecao de um loop nas posicdes 42-47 na MurE da E. coli. Essa regido interage com o pirofosfato
do produto do composto UDP-MurNAc-Ala-Glu-acido-2-diaminopimélico. Além disso, N156 ¢
substituido, na P. aeruginosa, por H150, ou seja, mudan¢a de um aminoacido polar neutro para ou-
tro polar basico.

CONSIDERACOES FINAIS

As informacgdes estruturais adquiridas do modelo serdo tteis, sobretudo aquelas referentes
aos aminoacidos que realizam contatos com os substratos, durante as etapas subsequentes
relacionadas a escolha de ligantes para a etapa de docking molecular. Dessa forma, obter-se-4 um
melhor conjunto de respostas referentes a interacdes que sejam mais efetivas e que garantam a
inativagdo adequada da enzima. O intuito ¢ fornecer base para os estudos posteriores, no que tange
ao desenvolvimento de novos antimicrobianos com foco na enzima MurE, fornecendo, dessa forma,
mais alternativas eficazes para o combate das infecgdes hospitalares causadas por P. aeruginosa.
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