REVISTA

u ISSN 2238-5630
e I H D revistaeixo.ifb.edu.br Brasilia-DF, v. 8, n. 1, janeiro-junho de 2019

f Autores | Authors \ MODELAGEM MOLECULAR DA ENZIMA URIDINA 5’-DIFOSFO
André Luis Fachini de Souza* | -GLICURONIL-TRANSFERASE (E.C.2.4.1.17) HUMANA: UMA

andre.fachini@ifc.edu.br PROPOSTA DIDATICA
Marlise Pompeo Claus**

marlise.claus@ifc.edu.br

Viviane Milczewski *** MOLECULAR MODELING OF THE HUMAN URIDINE 5'-

viviane.milczewski@ifc.edu.br DIPHOSPHOGLUCURONYLTRANSFERASE ENZYME
\_ J (E.C.2.4.1.17): A DIDACTIC PROPOSAL

Resumo: A enzima uridina 5’-difosfato-glicuronil-transferase (UGT1A1) é respon-
savel pela conversdo da bilirrubina em metabdlitos sollveis e excretaveis. Muta-
¢Oes na regido promotora ou no gene UGT1A1 ocasionam uma elevagdo sérica
da bilirrubina ndo conjugada, estando relacionada com algumas doengas huma-
nas. A estrutura da UGT1A1 ainda nao foi resolvida, sendo determinada apenas
por modelagem estrutural. Possui dominios bastante conservados entre diferen-
tes espécies e outros bastante varidveis. Assim, o objetivo deste trabalho foi mo-
delar a estrutura da proteina UGT1A1l pelo método da homologia, utilizando
softwares de acesso livre, como proposta de uma metodologia de ensino para o
estudo de proteinas. Nesse sentido, a estrutura da UGT1A1 foi modelada a partir
da sequéncia de aminoacidos e os parametros de qualidade do modelo analisado.
Foram entdo identificados tdpicos importantes para o ensino de estrutura de protei-
nas, viabilizando uma metodologia ativa para a aprendizagem do estudante.

Palavras-chave: ensino-aprendizagem, estrutura de proteina, metodologia ativa.

Abstract: The enzyme uridine 5'-diphosphate-glucuronyltransferase
(UGT1A1) is responsible for the conversion of bilirubin into soluble and
excretable metabolites. Mutations in the promoter region or the UGT1A1
gene cause a serum elevation of unconjugated bilirubin related to some
human diseases. UGT1A1structure has not yet been solved, is only defined
by structural modeling. There are well-conserved domains among differ-
ent species, and others are quite variable. Thus, the objective of this work
was to model the structure of the UGT1A1 protein utilizing the homology
method, using open-source software as a teaching methodology to study
proteins. Thus, the UGT1A1 structure was modeled from the amino acid
sequence, and the quality parameters were analyzed in the model. Im-
portant topics were identified for teaching protein structure, making an
active methodology possible for student learning

Keywords: active methodology, protein structure, teaching-learning.

Introdugao

A uridina 5’-difosfato-glicuronil-transferase é uma enzima envolvi-
da no metabolismo de bilirrubina, sendo essencial para sua excrec¢ao bili-
ar. A isoforma UGT1A1 catalisa a reac¢do de glicuronidagdo da bilirrubina,
sendo expressa a partir do locus UGT1A1 que expressa outras oito isofor-
mas, porém todas sem muita significincia para a catalise desta reacdo
(RITTER et al., 1992; WANG, CHOWDHURY e CHOWDHURY, 2006).

A bilirrubina é o produto da quebra do grupo prostético heme da
hemoglobina e outras hemeproteinas (citocromo, mioglobina, entre ou-
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tras). (WANG, CHOWDHURY e CHOWDHURY, 2006). Na primeira etapa da degradacdo da hemoglobina, a enzima
heme-oxigenase catalisa uma quebra entre os anéis pirrol | e Il do grupo heme, com consumo de trés moléculas de
oxigénio e NADPH como agente redutor (Figura 1). Os produtos formados nesta reacdo sdo Fe*, CO e biliverdina,
gue na sequéncia é transformada em bilirrubina pela acdao da biliverdina redutase. A bilirrubina formada é entao
carreada até o figado pela albumina para ser conjugada e excretada (RODWELL et al., 2017).

A bilirrubina é capturada pelos hepatécitos por difusdo facilitada, ligada em glutationa-S-transferases e con-
jugada a acido glicurénico pela uridina difosfato-glicuronil-transferase (UGT1A1) microssomal. Uma vez ligadas a
glicuronosideos, sdo transportadas para os canaliculos biliares (WANG, CHOWDHURY e CHOWDHURY, 2006). Esse
processo de secrecao de bilirrubina conjugada (direta) é bastante eficiente, mantendo baixos os niveis de bilirrubi-
na ndo conjugada (indireta). Doengas que acarretam no aumento das taxas de formacgao de bilirrubina reduzem a
incorporagdo de bilirrubina ou reduzem a taxa de conjugacdo (sindrome de Gilbert) e resultam em niveis elevados
de bilirrubina indireta (VANWAGNER e GREEN, 2015).

As proteinas UGT humanas sdo bem conhecidas com relacdo a atividade, porém existe pouca informacdo
estrutural, devido, principalmente, a problemas no processo de purificagdo (LAAKKONEN e FINEL, 2010).

A enzima UGT1A1 é composta por quatro diferentes dominios: N- e C-terminal (dominios maiores) e um en-
velope de hélices e o segmento transmembrana que inclui uma cauda citoplasmatica (dominios menores)
(LAAKKONEN e FINEL, 2010).

Sao duas as regioes bem conservadas entre diferentes espécies, o nucleo hidrofébico do dominio N-terminal
e dois envelopes de hélices que conectam os dominios maiores. Entretanto, a regido N-terminal, relacionada a liga-
¢do do substrato possui uma estrutura geral bastante variavel (LAAKKONEN e FINEL, 2010).

A porcao C-terminal, mais conservada, é composta por trés dominios estruturais. Nesta porcdao, uma regiao
o/B/o contém o sitio de ligagdo de uridina-acido glicurénico (UDP-GIcUA) (LAAKKONEN e FINEL, 2010).

A modelagem de proteinas por homologia é o método mais acurado para a modelagem da estrutura tridi-
mensional de proteinas, consistindo de quatro passos: selecdo de uma estrutura molde, alinhamento com o molde,
construcdo e avaliagcdo do modelo (SANTOS FILHO e ALENCASTRO, 2003).

Um estudo do uso da modelagem de proteinas como proposta de ensino de estrutura de proteinas em disci-
plina de Bioquimica mostrou ser apropriada como uma alternativa complementar e que contribui para uma maior
motivagdo e compreensdo por parte dos estudantes (SABINO et al., 2009).

De acordo com as recomendacgdes das Diretrizes Curriculares Nacionais (DCNs) para cursos na area da saude,
metodologias ativas devem ser incorporadas na pratica docente em disciplinas e nos projetos pedagdgicos de curso
de ensino superior para o fortalecimento de uma educagdo problematizadora e significativa (MACEDO et al., 2018).

Figura 1 - Metabolismo de bilirrubina.
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Fonte: Adaptado de BESA, CALVO e HARRIS (2014).
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A mediagdo de uma metodologia ativa como a
modelagem molecular no ensino ainda é bastante insipi-
ente havendo algumas inser¢ées em estudos isolados
em Quimica ou em Biologia, entretanto sem explorar
seu carater interdisciplinar (RAMOS e SERRANO, 2013).

Nesse sentido, o objetivo deste trabalho foi mo-
delar a estrutura terciaria da enzima uridina 5'-difosfato
-glicuronil-transferase (UGT1A1) humana a partir da sua
sequéncia de aminodcidos, utilizando o método da ho-
mologia como uma proposta de metodologia ativa para
o ensino de estrutura de proteinas em disciplina de Bio-
guimica do ensino superior.

Material e Métodos

A modelagem proposta neste trabalho como uma
metodologia ativa de ensino destina-se ao estudo de
estrutura tridimensional de proteinas, principalmente
em disciplina de Bioquimica Geral, presente no nucleo
basico de cursos superiores de diversas areas. A escolha
da proteina UGT1A1 como modelo para esta proposta
aplica-se melhor em cursos da drea da saude, uma vez
gue mutagdes na regidao promotora ou no gene que co-
difica para esta proteina estdo relacionadas a algumas
doencgas humanas.

Selecao da Proteina de Estudo

A ferramenta online Genetics Home Reference
(https://ghr.nlm.nih.gov/) foi utilizada para a obtencdo de
informacdes a respeito da sindrome de Gilbert, como genes
e cromossomos associados (U.S. NATIONAL LIBRARY OF
MEDICINE, 2003). Neste sitio, em Health Conditions foi efe-
tuada uma busca por diversas categorias de condicGes, do-
engas ou sindromes.

No caso da sindrome de Gilbert, o gene relaciona-
do é o UGT1A1 (UDP glucuronosyltransferase family 1
member A1). Acessando o link, o usuario é redirecionado
para informagdes do gene como fung¢do, doencgas relaci-
onadas, localizagdo cromossomal, entre outras caracte-
risticas.

Uma vez selecionado o gene envolvido na condi-
¢do genética em estudo, utilizou-se o banco de dados de
proteinas UniProt (http://www.uniprot.org/) para ob-
tencdo da sequéncia de aminoacidos. Inseriu-se o nome
da proteina codificada pelo gene de escolha (UGT1A1) e
selecionou-se a proteina de humanos (Homo sapiens).
Uma vez selecionada a proteina da espécie de interesse,
varias informacGes sdo disponiveis como numero de
aminodcidos, localizagdo cromossomal e subcelular, re-
feréncias de trabalhos cientificos relacionados, entre
outras. Também, a sequéncia de aminodacidos pode ser

acessada no formato FASTA. Neste caso, foi selecionada
a sequéncia de aminodcidos da isoforma 1 da proteina
nativa.

A analise da topologia, com visualizacdo da se-
guéncia de aminodcidos, foi efetuada por meio da ferra-
menta online Protter versdo 1.0 (http://wlab.ethz.ch/
protter/start/) (OMASITS et al., 2014), utilizando o nu-
mero de acesso Uniprot da proteina UGT1A1 (P22309)
(https://www.uniprot.org/) (THE UNIPROT CONSOR-
TIUM, 2017).

Para analise da estrutura secunddria foi utilizado
o programa NPS@: Network Protein Sequence Analysis
(COMBET et al., 2000). Este programa gera uma predi-
¢do consenso de estrutura secundaria a partir do alinha-
mento das predi¢cdes efetuadas pelos métodos DPM
(DELEAGE e ROUX, 1987), DSC (KING e STENBERG,
1996), GOR1 (GARNIER, OSGUTHORPE e ROBSON,1978),
GOR3 (GIBRAT, GARNIER e ROBSON, 1987), HNN
(GUERMEUR, 1997), MLRC (GUERMEUR, OSGUTHORPE
e ROBSON, 1978), PHD (ROST e SANDER, 1993), Preda-
tor (FRISHMAN e ARGOS, 1996) e SOPM (GEOURJON e
DELEAGE, 1994).

A identificagdo de dominios ou sitios funcionais
foi realizada com a utilizacdo do programa Prosite
(https://prosite.expasy.org/) (SIGRIST et al., 2002).

Modelagem estrutural

Para a modelagem estrutural da proteina UGT1A1
utilizou-se o espaco de trabalho online do servidor
SWISS-MODEL (https://swissmodel.expasy.org/)
(BIASINI et al., 2014; KIEFER et al., 2009; GUEX, PEITSCH
e SCHWEDE, 2009; ARNOLD et al., 2006), o qual modela
estruturas proteicas por homologia.

A modelagem de proteinas pelo método da ho-
mologia é baseada na concepg¢do de que a semelhanga
de sequéncias homodlogas de estruturas tridimensionais
conhecidas (proteinas-molde) implica na similaridade da
estrutura dessas proteinas (CHOTHIA e LESK, 1986; SAN-
TOS FILHO e ALENCASTRO, 2003).

Na pagina do resultado, em Summary é possivel
ter-se a informacdo da quantidade de modelos
(templates) que coincidem com a sequéncia alvo. Na
opc¢do Templates visualiza-se a lista completa dos mode-
los utilizados e na op¢do Models o modelo construido.

Para a predicdao da estrutura tridimensional de
uma proteina é importante uma etapa de estimativa da
qualidade da estrutura. Sdo fornecidas informacgdes co-
mo escore GMQE (Global Model Quality Estimation), um
numero entre 0 e 1 que reflete a acuracia esperada no
modelo construido baseado em propriedades do alinha-
mento entre a sequéncia alvo e o modelo (template).
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Quanto maior o valor, maior a confiabilidade no mode-
lo. O QMEAN (Qualitative Model Energy Analysis)
(BENKERT, TOSATTO e SCHOMBURG, 2008) é uma fun-
cdo composta de pontuacado que descreve a maioria dos
aspectos geométricos da estrutura de proteinas.

A estimativa da qualidade dos modelos construi-
dos foi efetuada na ferramenta QMEAN (https://
swissmodel.expasy.org/qmean/) (BENKERT, KUNZLI e
SCHWEDE, 2009) e para o refinamento da estrutura
construida foi utilizado o servidor 3D™™™ (http://
sysbio.rnet.missouri.edu/3Drefine/) (BHATTACHARYA et
al., 2016; BHATTACHARYA E CHENG, 2013; BHATTA-
CHARYA E CHENG, 2012).

A avalia¢do dos residuos de aminoacidos dos mo-
delos refinados foi efetuada por meio da andlise do gra-
fico de Ramachandran com o auxilio do programa RAM-
PAGE (http://mordred.bioc.cam.ac.uk/~rapper/
rampage.php) (LOVELL et al., 2002).

Resultados e Discussao

Uma vez escolhida alguma condicdo genética rela-
cionada com vias metabdlicas a serem abordadas no
estudo de bioquimica, seleciona-se uma proteina relaci-
onada a essa condicdo. Neste trabalho optou-se pela
modelagem da estrutura tridimensional da enzima UG-
T1A1, relacionada a sindrome de Gilbert, como modelo
didatico, pois esta enzima ainda ndo possui sua estrutu-
ra tridimensional determinada experimentalmente. A
partir da sequéncia de aminoacidos da proteina UGT1A1
foi possivel acessar uma série de informagdes estrutu-
rais por meio da utilizacdo de ferramentas de bioinfor-
matica. A sequéncia foi submetida a ferramenta Protter
(OMASITS et al., 2014) para andlise de topologia e de-
terminagcdo de estruturas transmembrana e peptideo
sinal.

Os resultados mostraram que os residuos 1 a 25
correspondem a uma sequéncia de peptideo-sinal e os
residuos 491 a 507 correspondem a uma hélice trans-
membrana.

Pedagogicamente, por meio desta analise pode-
rdo ser abordados tdpicos relacionados a fung¢dao do
peptideo sinal como marcador de proteinas para expor-
tacdo para determinados locais celulares onde exerce-
rdo sua fungdo. Também, é possivel a exploracdo das
caracteristicas da estrutura de uma a-hélice transmem-
brana, destacando a predominancia de residuos de ami-
noacidos com cadeia lateral hidrofdbica (alanina, valina,
isoleucina e fenilalanina) e as suas interagdes com a bi-
camada lipidica por intera¢des hidrofdbicas e for¢as de
van de Waals.

A topologia predita da proteina UGT1A1l estd de

acordo com o fato das uridinas difosfato-glicuronil-
transferases estarem localizadas no reticulo endoplas-
matico, ancoradas a membrana. O dominio transmem-
brana estd localizado préximo a extremidade C-
terminal, sendo que apenas uma pequena por¢ao da
proteina esta voltada para o citosol. A maior parte da
proteina esta localizada no lumen do reticulo endoplas-
matico, incluindo o dominio de ligacdo aos substratos e
o sitio catalitico (MEECH e MACKENZIE, 1997).

Para a andlise da estrutura secundaria foram ali-
nhadas as predi¢Ges de estruturas secunddrias de varios
métodos, dando origem a uma estrutura consenso con-
tendo 37,2% da sequéncia (173 aminoacidos) em a-
hélice, 17% (79 aminoacidos) em cadeia estendida
(conformacgdo ), 43,2% (201 aminoacidos) de estrutura
aleatdria e 2,6% (12 aminoacidos) de estrutura ambigua
(Figura 2). Para o alinhamento, as sequéncias referentes
ao peptideo sinal (residuos 1 a 25) e a hélice transmem-
brana e porgdo C-terminal (residuos 491 a 533) foram
removidas.

No ensino de estrutura de proteinas, a predicao
da estrutura secunddria a partir da sequéncia de amino-
acidos contribui para o entendimento do estudante
acerca do significado do termo estrutura secundaria,
descrita como o arranjo espacial local dos dtomos da
cadeia principal, sem considerar a conformagao de suas
cadeias laterais (NELSON e COX, 2008). Nesse sentido, é
possivel explorar os tipos de estrutura secunddria, em
especial a-hélice e conformacdo 3 e os tipos de intera-
¢Oes intermoleculares que as mantém.

Outro nivel hierarquico de estrutura de proteinas
é a terciaria. O conhecimento da estrutura tercidria re-
presenta uma informag¢do importante para a determina-
¢do de sua fungdo. Atualmente, a estrutura tercidria é
determinada com técnicas experimentais como a resso-
nancia magnética nuclear (RMN) e cristalografia por di-
fracdo de raio-X. Entretanto, essas metodologias reque-
rem um certo tempo e sao de dificil execugao, além de
serem limitadas para varias proteinas, as quais sdo difi-
ceis de serem purificadas ou cristalizadas.

A modelagem molecular é um método alternativo
e ndo experimental que permite prever a conformacdo
de proteinas a partir de suas sequéncias de aminoacidos
(estrutura primaria). Esse método se baseia em conheci-
mentos da estereoquimica de aminodcidos e nas infor-
macoes das estruturas tercidrias ja resolvidas e deposi-
tadas em banco publico de estruturas (PROSDOCIMI et
al., 2012).

A predicdo da estrutura tridimensional de protei-
nas a partir de sua estrutura primdria é determinada
pelo método de modelagem conhecido como ab initio,
no qual é realizado o célculo da energia envolvida no
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processo de enovelamento até encontrar-se a estrutura com menor energia livre. Este principio é baseado na hipé-
tese termodindmica na qual a estrutura nativa de uma proteina é aquela com menor energia livre global (RICHARD
e DAVID, 2001).

Figura 2 - Predicdo da estrutura secunddria da proteina UGT1A1 a partir do alinhamento de diferentes métodos.
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h, a-hélice; e, cadeia estendida (conformacgdo B); c, estrutura aleatdria; ?, estrutura ambigua. A sequéncia na caixa
indica a assinatura UDP-glicosil-transferase (Prosite). Abaixo das estruturas secundarias sdo identificadas as a-
hélices e conformagdes 3 pertencentes as subestruturas C-terminal (C), N-terminal (N) e envelope de hélices (env)
coincidentes com aquelas descritas por LAAKKONEN e FINEL (2010).

Fonte: Servidor NPS@ (COMBET et al., 2000).

216



ISSN 2238-5630

MODELAGEM MOLECULAR DA ENZIMA URIDINA 5’-DIFOSFO-GLICURONIL-TRANSFERASE Brasilia-DF, v. 8, n. 1, janeiro-junho de 2019
]|

A proteina estudada foi identificada como pertencente a familia UDP-glicuronil/UDP-glicuronil-transferase
(IPRO02213). UDP-glicuronil-transferase (UGT) é uma superfamilia de enzimas que catalisa a adi¢do de grupos glico-
sil a partir de um UTP-aglcar em uma molécula hidrofdbica.

Para a construcdo do modelo foi utilizada a sequéncia de aminodacidos da proteina nativa, com remoc¢ao dos
segmentos 1-25 (peptideo sinal) e 491 a 533 (hélice transmembrana e extremidade C-terminal). Para esta sequén-
cia resultante de 465 aminoacidos foram encontradas 294 estruturas molde. Foi selecionado um modelo que utili-
zou como molde a estrutura da proteina oleandomicina glicosiltransferase de Streptomyces antibioticus (2iya.1.A)
(BOLAM et al., 2007). Esta proteina € um monémero, capaz de ligar uridina-5’-difosfato (UDP) a oleandomicina, e
teve a sua estrutura determinada por difracdo de raio-X 1,70 A.

Figura 3 - Estimativa da qualidade dos modelos bruto e refinado da proteina UGT1A1 isoforma 1 humana.
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(A) UGT1A1 original; (B) Modelo refinado 1 e (C), Modelo refinado 5. Medida da qualidade absoluta dos modelos —
desvio apresentado pelos Z-scores dos modelos em relagao a populagado de estruturas resolvidas. Quanto mais pro-
ximo da regido preta, melhor o modelo. A estrela vermelha representa a posi¢cdo dos modelos preditos; (B), Z-score
individual para cada termo presente na fungao QMEAN, referentes as estruturas preditas. Estruturas que apresen-
tam valores fortemente negativos sdo consideradas ndo favordveis. A média de Z-score de estruturas cristalografi-
cas de alta resolucdo sdo préximas de zero (BENKERT, TOSATTO e SCHOMBURG, 2008; BENKERT, BIASINI e SCHWE-
DE, 2011).

Fonte: Swiss Model (BIASINI et al., 2014; KIEFER et al., 2009; GUEX, PEITSCH e SCHWEDE, 2009; ARNOLD et al.,
2006)

.________________________________________________________________________________________________________________________________________]]
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A identidade entre as sequéncias foi de 18,64%, com uma cobertura variando entre os aminoacidos 3 e 443. Os va-
lores de GMQE para o modelo construido foi de 0,51 e QMEAN de -3,81. Esta estrutura molde foi apontada pelo programa
como a melhor para a constru¢ao de um modelo por homologia.

Os modelos precisam ser avaliados e validados quanto a sua qualidade estereoquimica, energia livre do siste-
ma, acessibilidade do solvente, entre outros parametros. O GMQE (Global Model Quality Estimation) é uma estima-
tiva da acurdcia da estrutura tercidria do modelo construido e varia de 0 a 1, onde quanto maior o valor maior a
confiabilidade no modelo (BIASINI et al., 2014).

O parametro QMEAN (Qualitative Model Energy Analysis) é uma fung¢do que descreve os principais aspectos
geométricos da estrutura proteica. E composta por cinco aspectos: i) geometria local, que é analisada pelo angulo
de tor¢do ao longo de trés aminodcidos consecutivos, ii) interagdes de longo alcance, iii) potencial de solvatacao
que descreve o estado de enterramento dos residuos, iv) o acordo entre a estrutura secundaria predita e a calcula-
da, e v) acessibilidade de solvente (BENKERT, TOSATTO e SCHOMBURG, 2008).

O parametro Z-score compara o modelo construido com outras estruturas de mesmo tamanho depositadas
no banco publico de estruturas de proteinas PDB (Protein Data Bank), sendo ideal que seja um valor negativo. No
grafico de estimativa da qualidade absoluta (Figura 3A, B e C, lado esquerdo), os pontos coloridos em escala de cin-
za representam escores do QMEAN para outras estruturas de tamanho similares depositadas no PDB, com os quais
o escore do modelo (estrela vermelha) é comparado. O Z-score do QMEAN indica quantos desvios padrdes o escore
difere dos valores esperados de estruturas experimentais. Nesse caso, quanto mais proximo da parte preta melhor
(menor Z-score, ou seja, menor desvio padrdo). Também sdo mostrados o Z-score de termos individuais, permitindo
a identificacdo das caracteristicas geométricas responsaveis pelos baixos valores (Figura 3A, B e C, lado direito).

A funcdo global de pontuagdo QMEAN4 (BENKERT et al., 2008) (Figura 3) é uma combinac¢do de quatro carac-
teristicas estruturais utilizando potenciais estatisticos: a geometria local é analisada por meio de um potencial de
angulo de tor¢do a cada trés aminodcidos consecutivos. Dois potenciais de interacdo dependentes da distancia sdo
usados para avaliar as interagdes de longo alcance, sendo a primeira a nivel de residuos com base apenas em ato-
mos de C-beta e a segunda um potencial de todos os atomos que é capaz de capturar mais detalhes do modelo.
Um potencial de solvatagdo investiga o estado de enterramento dos residuos. QVMIEAN4 é uma pontuacdo de confi-
abilidade para todo o modelo que pode ser usada para comparar e classificar modelos alternativos da mesma se-
guéncia. A estimativa de qualidade varia entre 0 e 1 com valores mais elevados para melhores modelos.

Ap6s o refinamento do modelo construido, o servidor 3D™™™ originou cinco modelos, dos quais os modelos
Refinamento 1 e 5 apresentaram os melhores parametros e foram analisados por meio do grafico de Ramachan-
dran (Tabela 1).

Tabela 1 - Parametros de analise dos modelos refinados.

Grafico de Ramachandran 3prefire
3Dreﬁ-
Regides Regides Regides Aminodci- RMS
Modelo g ) & o g . ) ne GDT- | GDT- o MolPro- 6
favora- permiti- | periféri- | dos peri- ) 3 D (A) o5 RWPIlus
. . sco- TS HA 4 bity
veis (%) | das (%) cas (%) féricos el
UGT1Al 90,7 6,6 2,7 12 - - - - - -
. 3103 1,00 1,000 | 0,14
Refinamento 1 93,4 5,2 1,4 6 2,241 -96775,747139
7,7 00 0 3
. 2566 1,00 0,999 0,19
Refinamento 2 94,1 4,6 1,4 6 2,297 -96948,329457
6,8 00 4 3
. 2496 1,00 | 0,998 | 0,22
Refinamento 3 93,8 4,8 1,4 6 2,280 -97055,484094
6,6 00 3 6
. 2459 1,00 0,996 | 0,25
Refinamento 4 93,4 5,2 1,4 6 2,346 -97239,025580
5,9 00 0 0
. 2439 1,00 | 0,994 | 0,27
Refinamento 5 93,3 5,5 1,4 6 58 00 9 0 2,280 -97306,072325
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1 3p™i score — representa a energia potencial do modelo refinado. Valores menores indicam modelos de qualida-
de melhor;

23 GDT-TS (Global Distance Test_TotalScore) e GDT-HA (GDT-High Accuracy) — s3o escores de similaridade do mode-
lo refinado em relagdo ao modelo inicial. Valores maiores indicam refinamento conservativo;

* RMSD (A) - é o escore de desvio (em A) do CA-RMS (Global Distance Calculation for side chains) do modelo refina-
do em relagdo ao modelo original. Valores altos indicam um refinamento agressivo;

> MolProbity — escore de realismo fisico do modelo refinado. Valores menores indicam modelos mais realisticos;
® RWPIlus — é a energia potencial do modelo refinado. Valores menores geralmente indicam modelos de melhor
qualidade.

Fonte: Autores (2018).

Figura 4 - Estrutura tridimensional predita da proteina UGT1A1 isoforma 1 segmento 26-490.

(A) (B) (©)

A, estrutura preliminar construida pelo servidor SWISS-MODEL; B e C, estruturas apds refinamento efetuado pelo
servidor 3D"f" (Refinamentos 1 e 5, respectivamente). Os dominios estdo destacados em diferentes cores: N-
terminal, verde; C-terminal, magenta; envelope de hélices, azul.

Fonte: SWISS-MODEL e 3D™"

Figura 5 - Estrutura tridimensional predita da proteina UGT1A1 isoforma 1 segmento 26-490.

A, estrutura preliminar construida pelo servidor SWISS-MODEL; B e C, estruturas apds refinamento efetuado pelo servidor 3D"
fine (Refinamentos 1 e 5, respectivamente). Os dominios estdo destacados em diferentes cores: N-terminal, verde; C-terminal,
magenta; envelope de hélices, azul. Em laranja estdo representados pelo modelo de bolas os aminoacidos hidrofébicos do bol-
so de acomodagdo do substrato e em azul os residuos de aminoacidos hidrofilicos (H39 e D151) que supostamente interagem
com o substrato.

Fonte: RasMol versdo 2.7.5.2.
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Em termos didaticos, a andlise das informacdes
provenientes dos graficos de Ramachandran permitem
o estudo da conformacdo do peptideo pelos valores dos
angulos ¢ e y, onde sdo apresentadas as conformagdes
possiveis em funcdo de impedimentos estéricos, com
base em calculos usando raios de van der Waals e angu-
los diedros (NELSON e COX, 2008).

A bilirrubina existe em duas configuracdes em
solucdo aquosa, (ZE)-bilirrubina e (Z,2)-bilirrubina
(NOGALES e LIGHTNER, 1995). Para a sua glicuronida-
¢do, a UGT1A1 humana catalisa a transferéncia de acido
glicuronico do UDP-acido glicurénico para os grupos
propionato C8 e C12. De acordo com o modelo proposto
por Li e Wu (2007), a bilirrubina é encaixada em um bol-
so hidrofébico com o anel porfirina | em uma extremida-
de e o anel porfirina IV na outra extremidade do aceptor
N-terminal do bolso. As cadeias laterais propionato es-
tdo localizadas na regido central do bolso, préximas ao
acido glicurénico da molécula doadora e préoximos a um
residuo de histidina (H39), altamente conservado. O
bolso hidrofébico é formado pelos residuos P34, V35,
A64, L66, Y67, G71, F92, V93, G96, V99, F100, F153,
F170, L172, A174, L175, F181, F221, V225 e A231.

Assim, nos modelos construidos, os residuos hi-
drofébicos do bolso de acomodacdo do substrato foram
destacados, assim como aqueles envolvidos na glicuro-
nidagdo da bilirrubina (Figura 5).

Estes modelos mostram a importancia da confor-
mac¢do de uma proteina para a constituicao do sitio ati-
vo, bem como a contribui¢do dos residuos de aminodci-
dos diretamente envolvidos na catalise, por meio de
importantes interagdes intermoleculares.

Existem varias limitagbes e possiveis fontes de
erros na modelagem de estrutura baseada no método
da homologia. Dentre eles, destacam-se erros de mode-
lagem das cadeias laterais, quando ha baixo grau de
identidade entre a estrutura em analise e a estrutura
molde. Além disso, erros em regides sem equivaléncia
na sequéncia molde, erros de alinhamento, principal-
mente quando o grau de identidade entre as sequéncias
é inferior a 30% e moldes incorretos, mais comum quan-
do o grau de identidade é menor que 25%, podem cau-
sar distor¢cdes entre as estruturas real e modelada
(SANTOS FILHO e ALENCASTRO, 2003).

Na modelagem da estrutura da proteina UGT1A1
deste trabalho utilizou-se uma proteina molde com
identidade na sequéncia de aminodcidos menor que
20%, além de se tratar de uma estrutura-molde deter-
minada por difracdo de raio-X 1,70 A, uma vez que s3o
preferiveis modelos com resolu¢do superior ou igual a
2,0 A, pois a qualidade do modelo depende da estrutura
-molde utilizada (SANTOS FILHO e ALENCASTRO, 2003).

Os parametros de qualidade do modelo construido cor-
roboram essas informacdes e sugerem que o modelo
pode apresentar alguns erros, limitado pela existéncia
de estruturas-molde com maior homologia.

Entretanto, segundo Torres e Galembeck (2009),
no ensino de estrutura de proteinas exige-se que o estu-
dante faga uma representa¢do mental tridimensional de
um conteuddo apresentado em livros ou projetado em
lousa em duas dimensdes.

Desta maneira, a modelagem de estruturas com o
uso de ferramentas de bioinformatica como proposta
pedagdgica para o estudo de estrutura de proteinas po-
de contribuir de forma decisiva para o processo ensino-
aprendizagem, uma vez que exige um comportamento
ativo de alunos e professores, permitindo uma aproxi-
macdo maior do estudante com a temadtica e estimulan-
do a construcdo de conhecimentos mais sélidos acerca
da estrutura de proteinas.

O uso adequado de estratégias de ensino implica
na selecdo intencional e diretiva das metodologias que
melhor funcionam como mediadoras e facilitadoras do
processo de ensino-aprendizagem. A escolha de meto-
dologias que despertem o interesse e a curiosidade dos
alunos pelos processos bioquimicos pode fazer uma
grande diferenca na relagdo professor-aluno e no pro-
cesso de aprendizagem (TORRES e GALEMBECK, 2009).

A importancia da utilizacdo da modelagem da es-
trutura tridimensional de proteinas a partir da sequén-
cia de aminoacidos no ensino reside muito mais na com-
preensdo das caracteristicas das estruturas primaria,
secunddria, tercidria e quaterndria, no conceito e visua-
lizagdo do sitio ativo, na identificacdo de residuos im-
portantes e na compreensdo das interacGes intermole-
culares e dos angulos de torcdo de uma cadeia polipep-
tidica, que na obtengao de modelos perfeitos e o enten-
dimento dos parametros de qualidade de modelos cons-
truidos.

Considerando que o estudo da bioquimica exige
conhecimentos prévios de quimica e biologia e o evi-
dente déficit em conhecimentos bdsicos acumulado pe-
los estudantes que acessam o ensino superior, ferra-
mentas facilitadoras e que aproximem o ensino a reali-
dade do estudante podem contribuir consideravelmen-
te para um incremento no processo ensino-
aprendizagem.

Consideragoes Finais

A modelagem de proteinas por meio de ferra-
mentas de bioinformatica representa uma técnica aces-
sivel, de baixo custo e ndo experimental que permite
um estudo aprofundado de proteinas. Apesar de ndo
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existir um software que apresente um resultado total-
mente correto, muito se tem evoluido, principalmente
para regioes sem moldes para comparacao.

Como ferramenta pedagdgica, a modelagem da
estrutura de proteinas pode contribuir para o estudo
dos diferentes niveis de estrutura, bem como na com-
preensdo de conhecimentos bdsicos necessarios para o
estudo de proteinas. O modelo da proteina utilizada
nesse trabalho (UGT1A1), apesar de apresentar parame-
tros de qualidade que sugiram erros estruturais, repre-
sentou um modelo pedagdgico vidvel, uma vez que esta
inserida em um contexto bioquimico importante, relaci-
onado a algumas patologias, além de apresentar pepti-
deo sinal, um dominio transmembrana, ser uma protei-
na globular com diferentes tipos de estrutura secunda-
ria e sitio ativo com o envolvimento de interacdes inter-
moleculares de diferentes residuos de aminoacidos. Es-
se modelo permite a exploracdo dos principais tépicos
do estudo de estrutura tridimensional de proteinas,
abordados na disciplina de Bioquimica, uma componen-
te curricular basica de diferentes cursos de graduacao.

Referéncias

ARNOLD, K.; BORDOLI, L.; KOPP, J.; SCHWEDE, T. The
SWISS-MODEL Workspace: A web-based environment
for protein structure homology model-
ling. Bioinformatics, v.22, p.195-201, 2006.

BENKERT, P.; BIASINI, M.; SCHWEDE, T. Toward the esti-
mation of the absolute quality of individual protein
structure models. Bioinformatics, v.27, n.3, p.343-50,
2011.

BENKERT, P.; KUNZLI, M.; SCHWEDE, T. QMEAN Server
for Protein Model Quality Estimation. Nucleic Acids Res.,
v.37(Web Server issue), p.W510-4, 2009.

BENKERT, P.; TOSATTO, S.C.E.; SCHOMBURG, D.
QMEAN: A comprehensive scoring function for model
quality assessment. Proteins: Structure, Function, and
Bioinformatics, v.71, n.1, p.261-277, 2008.

BESA, S.; CALVO, C.I.; HARRIS, P.R. Evolucidn prolongada
em sindrome de Crigler-Najjar tipo |I. Rev. Med. Chile,
v.142, n.1, p.109-113, 2014.

BHATTACHARYA, D., CHENG, J. 3D Consistent Pro-
tein _Structure Refinement by Optimizing Hydrogen
Bonding Network and Atomic Level Energy Minimiza-
tion. Proteins: Structure, Function, and Bioinformatics,
v.81,n.1, p.119-131, 2012.

BHATTACHARYA, D., CHENG, J. i3D"" software for pro-
tein 3D structure refinement and its assessment in CAS-
P10. PLOS ONE, v.8, n.7, p.e69648, 2013.
BHATTACHARYA, D., NOWOTNY, J., CAO, R., CHENG, J.

3D an interactive web server for efficient protein
structure refinement. Nucleic Acids Research, Web
Server Issue, 2016.

BIASINI, M.; BIENERT, S.; WATERHOUSE, A.; ARNOLD, K.;
STUDER, G.; SCHMIDT, T.; KIEFER, F.; CASSARINO, T.G;
BERTONI, M.; BORDOLI, L.; SCHWEDE, T. SWISS-MODEL:
modelling protein tertiary and quaternary structure us-
ing evolutionary information Nucleic Acids Research,
v.42(W1), p.W252-W258, 2014.

BOLAM, D.N.; ROBERTS, S.; PROCTOR, M.R.; TURKEN-
BURG, J.P.; DODSON, E.J.; MARTINEZ-FLEITES, C.; YANG,
M.; DAVIS, B.G.; DAVIES, G.J.; GILBERT, H.J. The Crystal
Structure of Two Macrolide Glycosyltransferases Pro-
vides a Blueprint for Host Cell Antibiotic Immunity.
Proc.Natl.Acad.Sci., v.104, n.13, p.5336-41, 2007.
CHOTHIA, C.; LESK, A.M. The relation between the diver-
gence of sequence and structure in proteins. The EMBO
Journal, v.5, n.4, p.823-826, 1986.

COMBET, C.; BLANCHET, C.; GEOURION, C.; DELEAGE, G.
NPS@: Network Protein Sequence Analysis. TIBS, v.25,
n.3, p.147-150, 2000.

DELEAGE, G.; ROUX, B. An algorithm for protein second-
ary structure prediction based on class prediction. Pro-
tein Eng., v.1, n.4, p.289-294, 1987.

FRISHMAN, D.; ARGOS, P. Incorporation of non-local
interactions in protein secondary structure prediction
from the amino acid sequence. Protein Eng., v.9, n.2,
p.133-142, 1996.

GARNIER, J.; OSGUTHORPE, D.J.; ROBSON, B. Analysis of
the accuracy and implications of simple methods for
predicting the secondary structure of globular proteins.
J. Mol. Biol., v.120, n.1, p.97-120, 1978.

GEOURION, C.; DELEAGE, G. SOPM: a self-optimized
method for protein secondary structure prediction. Pro-
tein Eng., v.7, n.2, p.157-164, 1994.

GIBRAT, J.F.; GARNIER, J.; ROBSON, B. Further develop-
ments of protein secondary structure prediction using
information theory. New parameters and consideration
of residue pairs. J. Mol. Biol., v.198, n.3, p.425-443,
1987.

GUERMEUR, J.; OSGUTHORPE, D.J.; ROBSON, B. Analysis
of the accuracy and implications of simple methods for
predicting the secondary structure of globular proteins.
J. Mol. Biol., v.120, n.1, p.97-120, 1978.

GUERMEUR, Y. PhD Thesis - Combinaison de classifieurs
statistiques, Application a la prediction de structure sec-
ondaire des proteines, 1997.

GUEX, N.; PEITSCH, M.C.; SCHWEDE, T. Automated com-
parative protein structure modeling with SWISS-MODEL
and Swiss-PdbViewer: A historical perspec-
tive. Electrophoresis, v.30, n.S1, p.S162-5173, 2009.
KIEFER, F.; ARNOLD, K., KUNZLI, M.; BORDOLI, L.;

221


http://onlinelibrary.wiley.com/doi/10.1002/prot.24167/abstract
http://onlinelibrary.wiley.com/doi/10.1002/prot.24167/abstract
http://onlinelibrary.wiley.com/doi/10.1002/prot.24167/abstract
http://onlinelibrary.wiley.com/doi/10.1002/prot.24167/abstract
http://journals.plos.org/plosone/article?id=10.1371/journal.pone.0069648
http://journals.plos.org/plosone/article?id=10.1371/journal.pone.0069648
http://journals.plos.org/plosone/article?id=10.1371/journal.pone.0069648
http://nar.oxfordjournals.org/content/early/2016/04/29/nar.gkw336.full
http://nar.oxfordjournals.org/content/early/2016/04/29/nar.gkw336.full
http://dx.doi.org/10.1093/nar/gku340
http://dx.doi.org/10.1093/nar/gku340
http://onlinelibrary.wiley.com/doi/10.1002/elps.200900140/abstract

André Luis Fachini de Souza, Marlise Pompeo Claus, Viviane Milczewski

ISSN 2238-5630
Brasilia-DF, v. 8, n. 1, janeiro-junho de 2019

SCHWEDE, T. The SWISS-MODEL Repository and associ-
ated resources.
Nucleic Acids Res, v.37, p.D387-D392, 2009.

KING, R.D.; STERNBERG, M.J. Identification and applica-
tion of the concepts important for accurate and reliable
protein secondary structure prediction. Protein Sci., v.5,
n.11, p.2298-310, 1996.

LAAKKONEN, L.; FINEL, M. A molecular model of the hu-
man UDP-glucuronosyltransferase 1A1, its membrane
orientation, and the interactions between different
parts of the enzyme. Mol. Pharmacol., v.77, n.6, p.931-
9, 2010.

LI, C.; WU, Q. Adaptive evolution of multiple-variable
exons and structural diversity of drug-metabolizing en-
zymes. BMC Evolutionary Biology, v.7, n.69, p.1-20,
2007.

LOVELL, S.C.; DAVIS, I.W.; ARENDALL Ill, W.B.; DE BAK-
KER, P.I.W.; WORD, J.M.; PRISANT, M.G.; RICHARDSON,
J.S.; RICHARDSON, D.C. Structure validation by Calpha
geometry: phi,psi and Cbeta deviation. Proteins: Struc-
ture, Function & Genetics, v.50, p.437-450, 2002.
MACEDO, K.D.S.; ACOSTA, B.S.; SILVA, E.B.; SOUZA, N.S.;
BECK, C.L.C.; SILVA, K.K.D. Metodologias ativas de
aprendizagem: caminhos possiveis para inovacdao no
ensino em saude. Esc. Anna. Nery, v.22, n.3, p.
20170435, 2018.

MEECH, R.; MACKENZIE, P.l. Structure and function of
uridine diphosphate glucuronosyltransferases. Clin. Exp.
Pharmacol. Physiol., v.24, n.12, p.907-915, 1997.
NELSON, D.L.; COX, M.M. Principles of Biochemistry. 5
ed. New York: W H Freeman & Co, 2008. 1158p.
NOGALES, D.; LIGHTNER, D.A. On the structure of biliru-
bin in solution. 13C[1H] heteronuclear Overhauser
effect NMR analyses in aqueous buffer and organic sol-
vents. J. Biol. Chem., v.270, p.73-77, 1995.

OMASITS, U.; AHRENS, C.H.; MULLER, S.; WOLLSCHEID,
B. Protter: interactive protein feature visualization and
integration  with  experimental proteomic da-
ta. Bioinformatics, v.30, n.6, p.884-6, 2014.
PROSDOCIMI, F.; CERQUEIRA, G.C.; BINNECK, E.; SILVA,
A.F.; REIS, A.N.; JUNQUEIRA, A.C.M.; SANTOS, A.C.F,;
NHANI JUNIOR, A.; WUST, C.Il.; CAMARGO FILHO, F.;
KESSEDJIAN, J.L.; PETRETSKI, J.H.; CAMARGO, L.P.; FER-
REIRA, R.G.M.; LIMA, R.P.; PEREIRA, R.M.; JARDIM, S.;
SAMPAIO, V.S.; FOLGUERAS-FLATSCHART, A.V. Bioin-
formatica: manual do usuario. Biotecnologia Ciéncia &
Desenvolvimento, v.29, p.12-25, 2012.

RAMOS, A.F.; SERRANO, A. Modelagem Molecular no
Ensino de Ciéncias: uma revisao de literatura no periodo
de 2001-2011 acerca de sua aplicabilidade em ativida-
des de ensino. Actia Scientiae, v.15, n.2, p.363-382,
2013.

RICHARD, B.; DAVID, B. Ab initio protein structure pre-
diction: progress and prospects. Annual review of bio-
physical and biomolecular structures, v.30, p.73-88,
2001.

RITTER, J.K.; CHEN, F.; SHEEN, Y.Y.; TRAN, H.M.; KI-
MURA, S.; YEATMAN, M.T.; OWENS, I.S. A novel com-
plex locus UGT1 encodes human bilirubin, phenol and
other UDP-glucuronosyltransferase isozymes with iden-
tical carboxy termini. J. Biol. Chem., v.267, p.3257-61,
1992.

RODWELL, V.W.; BENDER, D.A.; BOTHAM, K.M.; KEN-
NELLY, P.J.; WEIL, P.A. Bioquimica ilustrada de Harper.
30 ed. Porto Alegre: AMGH, 2017, 832p.

ROST, B.; SANDER, C. Prediction of protein secondary
structure at better than 70% accuracy. J. Mol. Biol.,
v.232, n.2, p.584-99, 1993.

SABINO, G.; AMARAL, F.C.; SABINO, C.V.S.; KATTAH, L.R.
Proposta de uma metodologia para o ensino da estrutu-
ra e fung¢do das proteinas na disciplina de Bioquimica.
Rev. Bras. Ens. Biog. Biol. Mol., n.1, p.X1-x19, 2009.
SANTOS FILHO, O.A.; ALENCASTRO, R.B. Modelagem de
proteinas por homologia. Quimica Nova, v.26, n.2, p.253
-259, 2003.

SIGRIST, C.J.A.; CERUTTI, L.; HULO, N.; GATTIKER, A.;
FALQUET, L.; PAGNI, M.; BAIROCH, A.; BUCHER, P. PRO-
SITE: a documented database using patterns and profiles
as motif descriptors. Brief. Bioinform., v.3, p.265-274,
2002.

THE UNIPROT CONSORTIUM. UniProt: the universal pro-
tein knowledgebase. Nucleic Acids Research, v.45,
p.D158-D169, 2017.

TORRES, B.B.; GALEMBECK, E. Proposta de uma metodo-
logia para o ensino da estrutura e fun¢do das proteinas
na disciplina de bioquimica. Revista Brasileira de Ensino
de Bioquimica e Biologia Molecular, v.1, p.X1-X19, 2009.
U.S. NATIONAL LIBRARY OF MEDICINE (Estados Unidos)
(Org.). Fact Sheet: Genetics Home Reference. 2003. Dis-
ponivel em: <https://www.nlm.nih.gov/pubs/
factsheets/ghr.html>. Acesso em: 09 jan. 2017.
VANWAGNER, L.B.; GREEN, R.M. Evaluating elevated
bilirubin levels in asymptomatic adults. JAMA, v.313,
n.5, p.516-517, 2015.

WANG, X.; CHOWDHURY, J.R.; CHOWDHURY, N.R. Biliru-
bin metabolism: Applied physiology. Current Paediat-
rics, v.16, p.70-74, 2006.

CURRIiCULO

* Professor do Instituto Federal Catarinense. Possui gra-
duacdo em Quimica Industrial (2000), mestrado (2003) e
doutorado (2007) em Ciéncias (Bioquimica) pela Univer-

222


http://nar.oupjournals.org/cgi/content/full/37/suppl_1/D387
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/20215562
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/9406655
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/9406655

ISSN 2238-5630

MODELAGEM MOLECULAR DA ENZIMA URIDINA 5’-DIFOSFO-GLICURONIL-TRANSFERASE Brasilia-DF, v. 8, n. 1, janeiro-junho de 2019
]|

sidade Federal do Parana e Pds-Doutorado (2010) no
Departamento de Quimica e Ciéncias Bioldgicas da Uni-
versidade de Nova York (NYU). Também atuou como
professor colaborador da Universidade do Estado de
Santa Catarina-UDESC. Tem experiéncia na area de Bio-
tecnologia, com énfase em Biologia Molecular e quimica
de macromoléculas.

** Possui graduacdo em Medicina Veterinaria pela Uni-
versidade Federal do Rio Grande do Sul (1994), mestra-
do em Ciéncia Animal pela Universidade Estadual de
Londrina (2002) e doutorado em Ciéncia Animal pela
Universidade Estadual de Londrina (2008). Atualmente é
professora do Instituto Federal Catarinense - Campus
Araquari. Coordenadora do Programa de Extensdo
&quot;MIA - Movimento pela interacdo Animal&quot;
gue desenvolve Intervenc¢des Assistidas por Animais
(IAA). Atua na darea de virologia animal e diagnéstico
molecular.

*** Possui graduagcdo em Medicina Veterinaria pela Uni-
versidade Federal do Parana (1992), mestrado em Cién-
cias Veterindrias pela Universidade Federal do Parand
(1999) e doutorado em Processos Biotecnoldgicos pela
Universidade Federal do Parand (2008). Atualmente é
Professor do Ensino Basico Técnico e Tecnoldgico do
Instituto Federal Catarinense - campus Araquari. Tem
experiéncia na area de Medicina Veterinaria, com énfa-
se em Producdo, Medicina e Reproduc¢ao de Pequenos
Ruminantes e Doengas Parasitarias de Animais, atuando
principalmente nos seguintes temas: doencas parasita-
rias dos animais domésticos, métodos alternativos de
controle de verminose em ovinos e caprinos, doencas
de pequenos ruminantes. Atualmente é responsavel
pelo Laboratério de Parasitologia do Laboratério de En-
sino e Diagnéstico em Medicina Veterinaria (LEDVET).

223



