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Introducao

Estruturas de proteinas sao importantes para a
compreensao de fenbmenos biolégicos a nivel
molecular'. Na inexisténcia ~de  modelos
experimentais, métodos in silico tem sido
empregados com sucesso para elucidacdo destas,
entre eles, modelagem por homologia, threading e
free—modellingz. Para que o modelo criado possa ser
utilizado com confianga, dentro dos limites de cada
técnica empregada’®, é necessario valida-lo através
de andlises estereoquimicas, semelhancas com o
alvo e simulagdes de Dinamica Molecular” (DM).
Cada vez mais relatos de sucesso na modelagem in
silico de estruturas protéicas sdo reportados na
literatura®>, sendo dois importantes trabalhos
voltados para a obtengcdo da estrutura da enzima
Diidrofolato Redutase (DHFR)>®, que catalisa a
sintese de folatos e é importante na replicagdo
celular, tanto humana quanto de parasitas
oportunistas. Apesar da existéncia destes Ultimos
estudos referentes ao desenvolvimento de inibidores
da DHFR, os modelos estruturais ndo foram
disponibilizados pelos autores. Sendo assim, no
presente trabalho, construimos e avaliamos
diferentes modelos in silico para a DHFR do
Toxoplasma gondii (tg), um parasita que afeta
principalmente regies subdesenvolvidas e, que até
pouco tempo, ndo possuia este importante alvo
enzimatico resolvido experimentalmente7.

Resultados e Discussao |

Por meio de 6 servidores online (LOOP, 3D-
JIGSAW, [-TASSER, SWISS-MODEL, BIOSERF e
MODWEB) 18 modelos computacionais para a
DHFR do tg foram elaborados e selecionados, com
base nos melhores escores apresentados por cada
servidor. O “traco" dos carbonos alfa (Cg), 0
enovelamento protéico e a estereoquimica das 18
estruturas foram avaliados por andlises visuais, no
programa grafico PyMol, e empregando o servidor
online MolProbity, que permitiu  verificar
comprimentos e angulos de ligacdo, proximidades,
rotdmeros e o0s angulos phi e psi das ligacdes
peptidicas, através do grafico de Ramachandran,
sendo, ao final desta etapa, selecionados 5 modelos
que apresentaram menores desvios dos valores
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esperados para as estruturas primaria e secundaria
da DHFR do tg. Para avaliar a estabilidade em agua
destes 5 modelos, realizamos estudos de DM* com
o programa Gromacs, empregando o campo de
forca OPLS. Realizadas as etapas de adi¢do de ions
e solvente, minimizacdo de energia e equilibracdo
do sistema, executamos a DM. Com 2 ns de
simulacdo, identificamos que 4 modelos tiveram
acentuadas modificagbes nos valores de desvio
médio quadréatico (RMSD) dos C, e raio de giro (Rg).
Apenas o modelo “Loop04”, obtido no servidor
LOOP, apresentou estabilidade e teve seu
refinamento realizado com 10 ns de simulacao.
Recentemente, com o0 depésito da estrutura da
DHFR do tg, resolvida experimentalmente por
Cristalografia’ (cédigo PDB: 4EIL), decidimos
comparé-la com o modelo computacional “Loop04”,
empregando o servidor SuperPose. Os valores de
RMSD obtidos nesta comparacdo foram de 2,23 A
para os Cg, 2,32 A para o backbone e 2,91 A para
outros &tomos. A partir das superposicbes e
andlises visuais, identificamos que o modelo in silico
apresenta uma grande semelhanca estrutural com o
experimental, divergindo principalmente nas regides
de loops e no C-terminal, menos importantes em
termos de atividade enzimatica.

Conclusodes

Considerando as limitagbes das metodologias
computacionais empregadas, conseguimos elaborar
e validar um modelo protéico para a enzima DHFR
do tg, importante alvo enzimatico para o
planejamento de novas drogas antitoxoplasmose,
que pode (til em estudos de docking e QSAR,
principalmente quando modelos experimentais séo
ausentes ou ndo publicados®®.
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