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RESUMO

A Mucopolissacaridose do tipo | € uma doenca autossdémica recessiva,
causada por mutacdes na enzima a-L-iduronidase, a qual é responsavel pela
degradacdo dos glicosaminoglicanos heparan sulfato e dermatan sulfato.
Pacientes MPS | apresentam um amplo espectro de manifestacdes clinicas que
vao desde a forma mais grave da doenca (Sindrome de Hurler) até a forma mais
branda (sindrome de Scheie). A gravidade da doenca esta intimamente
relacionada a mutacdes na enzima a-L-iduronidase, as quais podem ter um
impacto tanto na estabilidade quanto na atividade enzimética. O objetivo principal
deste trabalho foi realizar a modelagem molecular da enzima a-L-iduronidase
humana utilizando diferentes metodologias. A partir dessas modelagens
realizamos comparacdes com a estrutura cristalografada dessa proteina (PDB ID:
4JXP - publicado apés a obtencdo dos modelos), com o intuito de detectar o
método mais apropriado para modelagens que apresentam moldes de baixa
identidade. Adicionalmente, avaliamos através da dindmica molecular duas
mutacfes - R89W e R89Q - que ocorrem no mesmo residuo da IDUA e
apresentam impactos diferenciados sobre a funcdo da proteina. Dentre as
técnicas de modelagem utilizadas nesse trabalho as que apresentaram o0s
melhores desempenhos foram a modelagem mista (utilizando a ferramenta I-
tasser) bem como a modelagem por homologia (através da ferramenta Modeller
9v9) utilizando um alinhamento baseado em reconhecimento de padrdes de
enovelamento. Em relacdo a validacdo dos modelos destacamos a importancia da
utilizagdo de diferentes ferramentas de validacdo, bem como a incluséo da
simulacdo de dinamica molecular como passo final na avaliacdo dos modelos.
Com relacao aos dados de dindmica molecular, a substituicdo de uma arginina (R)
na posi¢ao 89 por um triptofano (W) apresentou um impacto maior no sitio ativo
da IDUA do que a substituicdo por uma glutamina (Q). Esse impacto se refletiu
tanto no numero de ligacdes de hidrogénio realizadas pelo residuo na posicao 89
e nas distancias dos dois glutamatos cataliticos (E182 e E299) quanto na

desestruturacdo da hélice a6. A metodologia utilizada neste trabalho pode ser



aplicada para a modelagem das outras 5 enzimas da via de degradacdo de
glicosaminoglicanos (responsaveis pelas mucopolissacaridoses I, llIA, IlIB, llIC e

[1ID) que ainda ndo apresentam sua estrutura cristalografada.



ABSTRACT

The Mucopolysaccharidosis type | is an autosomal recessive disorder
caused by mutations in the alpha-L-iduronidase enzyme, which is responsible for
degradation of heparan and dermatan sulfate glycosaminoglycans. MPS | patients
have a wide spectrum of clinical manifestations ranging from the most severe
(Hurler syndrome) to the mildest (Scheie syndrome) form of the disease. The
severity of the disease is closely related to mutations in the a-L-iduronidase, which
may have an impact both in stability and activity of the enzyme. The main objective
of this work was to perform a molecular modeling of the human a-L-iduronidase
enzyme through different methodologies. From these, we compare the models
with the crystal structure of IDUA (PDB ID: 4JXP - released after the models
construction), in order to detect the most suitable method for modeling presenting
templates with low identity (below 25%). In addition, molecular dynamics was
applied to evaluate two mutations - R89W and R89Q - which occur at the same
residue and have different impacts on IDUA protein function. Among the modeling
techniques used in this work, the threading approach (using the I-Tasser) as well
the homology modeling (through the Modeller 9v9) using a folding pattern
recognition-based alignment showed the best performances. Regarding the
models validation, we highlight the importance of different tools as well the
inclusion of molecular dynamics simulation as the final step in the evaluation of the
models. The molecular dynamics results demonstrated that the substitution of an
arginine (R) at position 89 by a tryptophane (W) had a greater impact on the IDUA
active site structure than a replacement for a glutamine (Q). This is reflected both
in the number of hydrogen bonds made by the residue 89 and the distances
between the two catalytic glutamates (E299 and e182), but also by the disruption
of helix a6. The methodology applied in this work can be used to model other
enzymes involved in the pathway of glycosaminoglycans degradation (responsible
for mucopolysaccharidosis II, I1lIA, 1lIB, IIC and IlID) that have not yet crystal



structures available.
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1 Introducéo
1.1 Epidemiologia e Histdria
1.1.1 Doencas de Depésito lisossémico

As doencas de deposito lisossdmico (DLs), também conhecidas como
doencas de acumulo, englobam um grupo de aproximadamente 50 desordens
genéticas causadas por alteracdes na atividade, modificagBes pds-traducionais e
no trafego de hidrolases lisossomais, bem como em proteinas de membrana e de
transporte (Parenti, 2009). Estas alteracdes ocasionam um acumulo gradual de
glicosaminoglicanos,  gangliosideos,  glicogénio,  glicoesfingolipideos e
glicoproteinas nos lisossomos (Hartung et al., 2004). Estima-se que em cada
7.000 nascimentos vivos uma crianca seja portadora de doenca lisossdmica.
Estes dados sédo preocupantes, principalmente se considerarmos que de todas as
doencas de erros inatos do metabolismo (EIM) detectadas no Laboratério de
Referéncia para EIM do Hospital de Clinicas de Porto Alegre, as DLs
correspondem a 59,8% (Mayer, 2011). Estas doencas sédo conhecidas e
tradicionalmente classificadas de acordo com as propriedades quimicas dos
componentes acumulados.

As DLs afetam varios tecidos e 6rgaos ocasionando fenétipos complexos,
com variagdes nas manifestacdes neurologicas, digestivas e esqueléticas
(Parenti, 2009). De maneira geral, as doencas relacionadas ao sistema nervoso
central apresentam um carater progressivo promovendo alta debilidade cognitiva

ao paciente.

1.1.2 Mucopolissacaridose

A Mucopolissacaridose (MPS) é uma doenca genética rara causada pela
deficiéncia de enzimas lisossémicas especificas que afetam o catabolismo de
glicosaminoglicanos (GAGS). A via de degradacdo das GAGs é composta por 11
enzimas que quando deficientes ocasionam sete tipos diferentes de MPS (Neufeld
& Muenzer, 2001). Os glicosaminoglicanos compdem a matriz extracelular
constituindo-se no seu componente estrutural fundamental. Sdo formados por
longas cadeias polissacaridicas ndo ramificadas compostas por unidades

dissacaridicas repetitivas de acido urbnico e de N-acetilglicosamina ou N-
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acetilgalactosamina. Muitas destas moléculas sdo sulfatadas em toda a sua
extensdo conferindo a molécula uma carga negativa (Winchester, 2005). Outra
caracteristica das GAGs é que elas sdo extremamente hidrofilicas e desta forma
adotam uma conformacdo estendida em forma de gel. Essa caracteristica &
essencial para a difusdo de nutrientes, sinalizacdo celular, comunicacao célula-
célula bem como para a formacgéo da cartilagem (fornecendo grande resisténcia a
compressédo). As GAGs podem ser encontradas no organismo em uma forma livre
ou apresentar-se ligados a um ndcleo proteico (por ligacbes covalentes),
constituindo assim os chamados proteoglicanos. E importante salientar que os
glicosaminoglicanos sdo produtos da clivagem dos proteoglicanos. No meio
intracelular a degradacdo ocorre por acdo das enzimas lisossomais gerando
monossacarideos e sulfato inorganico (Hopwood & Morris, 1990; Sanchez &
Fuentes, 2001).

Pacientes que possuem deficiéncia de qualquer enzima da via de
degradacédo lisossbmica de GAGs apresentam um acumulo deste substrato no
interior dos lisossomos em varios 6rgaos e tecidos. A MPS resulta em uma série
de sinais e sintomas, integrantes de um quadro clinico multissistémico. As
gravidades das MPS estdo correlacionadas com o quadro gendétipo-fenétipo
sendo que dentre as manifestacbes mais frequentes destacam-se: face
caracteristica, opacificacdo da cérnea e/ou outros problemas oculares,
macroglossia, perda auditiva, hidrocefalia, cardiopatia, problemas respiratérios,
hepatoesplenomegalia, hérnia inguinal e umbilical, disostose mdltipla, limitagdo da
mobilidade articular e dano cognitivo (em parte dos casos). O paciente com MPS
estd sujeito a varias cirurgias durante o transcorrer de sua vida uma vez que
muitos 6rgaos e tecidos encontram-se comprometidos (Parenti, 2009; Sanchez &
Fuentes, 2001).

1.1.3 Mucopolissacaridose tipo |

A mucopolissacaridose tipo I (MPS |) é uma doenca lisossomal que
apresenta uma heranca autossdmica recessiva, causada por alteragbes na
atividade da enzima a-L-iduronidase (IDUA). Como demonstrado na (Figura 1),

esta € a segunda enzima da rota de degradacdo das GAGs e é responsavel pela
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clivagem dos residuos terminais do &cido idurbnico provenientes de dermatan
sulfato e heparan sulfato (Neufeld & Muenzer, 2001). A auséncia ou mau
funcionamento desta enzima ocasiona acumulo de GAGs parcialmente

degradadas no lisossomo.
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Figura 1: Via de degradacgdo do heparan (direita) e do dermatan sulfato (esquerda). Adaptado de (Neufeld &
Muenzer, 2001).

De acordo com a sua gravidade e comprometimento neurologico a MPS |
é clinicamente dividida em 3 tipos: (i) Sindrome de Hurler, (ii) Sindrome de Hurler-
Scheie e (iii) Sindrome de Scheie. Como se pode observar na Tabela 1 a

Sindrome de Hurler € a forma grave da doenca, os sintomas aparecem cedo por

16



volta de dois anos de idade e a expectativa média de vida na auséncia de
tratamento € de aproximadamente 10 anos. Ja a Sindrome de Hurler-Scheie
constitui-se na forma intermediaria onde o inicio dos sintomas ocorre mais tarde,
por volta dos 3 a 8 anos de idade. Os individuos que apresentam esta sindrome
possuem uma expectativa de vida maior, entre 20 e 30 anos. Por sua vez a
Sindrome de Scheie refere-se a forma leve da doenca e o individuo apresenta
uma expectativa média de vida normal (Neufeld & Muenzer, 2001; Pastores et al.,
2007; Soliman et al., 2007). Embora exista esta classificagdo clinica, o que se
observa é que existe uma grande heterogeneidade e sobreposicdo dos sintomas
descritos na tabela 1, sendo que alguns autores sugerem que é mais adequado
classificar o paciente como apresentando a forma severa ou leve (Vijay & Wraith,
2005).

Tabela 1: Gravidade e comprometimento neurolégico de pacientes MPS | de acordo com o acimulo de
GAGs.

* * *
Sindrome de Hurler Sindrome de Hurler e Scheie Sindrome de Scheie
Forma Grave Moderada Leve
Inicio dos Em torno de 2 anos de idade, 3 a 8 anos de idade 5 a 15 anos de idade, progresséo
sintomas sintomas progridem rapidamente. lenta dos sintomas
Expectativa
média de .
) 10 anos 20-30 anos Normal, na maioria das vezes.
vida
Atrasos no desenvolvimento e | Opacificacdo da coOrnea, perda | Rigidez  articular, valvulopatia
Principais estatura  baixa (110 cm), | da  audicao, enrijecimento | aértica, opacidade da cérnea entre
| | |
Sintomas caracteristicas faciais grosseiras, | articular e problemas cardiacos, | outras. Curso clinico caracterizado
insuficiéncia respiratéria, doenca | auséncia de comprometimento | por problemas ortopédicos,
cardiaca valvular, otite média | cognitivo, podendo apresentar | inteligéncia normal.
recorrente, cérnea opaca, | leves dificuldades na
disostose mudltipla, e rigidez nas | aprendizagem.
articulagdes, etc.

(Neufeld & Muenzer, 2001; Pastores et al., 2007; Soliman et al., 2007)

1.2 A Enzimalduronidase, Biossintese e Trafego.
A enzima lisossomal a-L-iduronidase (IDUA) (EC: 3.2.1.76), € responsavel
pela clivagem de GAGs principalmente o heparan sulfato e o dermatan sulfato no
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interior do lisossomo. Esta enzima € sintetizada no reticulo endoplasmatico
rugoso como uma cadeia polipeptidica imatura contendo 653 aminoacidos. A
regido N-terminal (26 aminoacidos) que faz parte do peptideo sinal € clivada
dando origem a proteina madura. A sequéncia também apresenta seis sitios de
glicosilacdo importantes para o0 enderecamento da proteina ao lisossomo
(Schuchman & Desnick, 1988).

As enzimas que serdo encaminhadas ao lisossomo sdo marcadas com
um grupo de Manose-6-fosfato (M6P) no complexo de golgi, o qual é reconhecido
pelos receptores transmembrana de M6P. Estas proteinas de membrana se ligam
as hidrolases lisossomais e irdo montar as vesiculas de clatrinas, que brotam da
fase trans-golgi. Os contetdos por sua vez, serdo entregues aos endossomos,
onde o baixo pH da organela causa a dissociacdo da enzima com o receptor M6P
(M6PR), e finalmente chega ao lisossomo maduro (pH 5). Uma vez no lisossomo,
estas hidrolases podem iniciar a digestdo do material endossitado (Figura 2). A
Via de receptores M6P €& a maior rota de alvos lisossomais de hidrolases e é
amplamente estudada devido ao seu envolvimento nas DLs (Coutinho et al.,
2012; Muenzer & Fisher, 2004; Muro, 2010).
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Receptor de Manose-6-fosfato

Figura 2: Transporte das enzimas lisossomicas em uma célula normal. O residuo de M6P é adicionado a
enzima lisossdmica no Complexo de Golgi que por sua vez se liga aos receptores de M6P. O complexo
enzima-receptor é entregue aos endossomos onde o Ph baixo promove a dissociacdo do mesmo. A enzima
migra ao lisossomo maduro e o receptor M6P é reciclado ao Aparato de Golgi. Uma pequena quantidade de
M6P é fosforilado e escapa da captura pelos receptores de M6P intracelulares sendo liberada para o exterior
da célula. Esta enzima pode ser recapturada pela ligagdo ao receptor de M6P localizado na superficie da
vesicula, recoberta por clatrina. Adaptado de (Muenzer & Fisher, 2004).

1.2.1 Caracterizagdo da enzima

A enzima Iduronidase pertence a familia das glicosil-hidrolases que tem
como funcdo a catalise e a hidrélise das ligagbes glicosidicas nos glicosideos,
oligossacarideos e polissacarideos. (Harvey et al., 2000). As glicosil-hidrolases
constituem-se em 58 familias, agrupadas por similaridades de sequéncias entre
0s aminoacidos. Existem mais de 200 tipos de sequéncias distintas que agem em
diferentes substratos, sendo proposto que evoluiram de um ancestral comum.
Sédo exemplos de enzimas que participam desta familia a beta-glicosidase, beta-

glicocerebrosidase, beta-galactosidase, beta-manosidase e a IDUA (Durand et al.,
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1997).

1.3 O Impacto de Diferentes Mutacdes na IDUA em Relagcdo ao Fendtipo da
MPSI

Uma ampla variedade de manifestacdes clinicas de MPS | é causada por
mutacOes distintas no gene da IDUA. Ja foram descritas pelo menos 116
mutacOes diferentes até o momento de acordo com o banco de dados HGMD
(The Human Gene Mutation Database). As mutacfes descritas incluem mutacfes
sem sentido e missense (77), mutacdes nos sitios de Splicing (10), insercdes e
delecdes (28) bem como rearranjos complexos (1). Um ponto importante a ser
ressaltado é que 101 das mutacfes descritas no banco HGMD séo responsaveis
pelo fenotipo severo, 6 delas originam a forma moderada, 7 a forma leve e duas
nao foram caracterizadas.

As mutacdes sem sentido sdo responsaveis pelo fenétipo mais grave da
doenca, ja que apresentam um codon de terminacdo prematuro gerando assim
uma proteina truncada. Ja as demais mutacdes podem apresentar um fendtipo
variado, como acontece nos casos missense, onde a correlacdo entre fenotipo e
genotipo é mais complicada. Dentro deste contexto, destacam-se algumas
mutacBes pontuais que sado responsaveis pelos fenotipos mais graves de MPS |,
como: G51D, A75T, G208D\V, L218P, D349Y\N. Por sua vez as mutagdes T364M
e R619G estdo relacionadas com o fenoétipo intermediario e as mutacfes R89Q,
R89W e R383H originam a forma atenuada de MPS | (Hein et al., 2003). As
diferentes mutacdes podem interferir tanto na estabilidade da enzima devido a
alteracbes na sua estrutura tridimensional e/ou interferir na sua atividade

catalitica, devido a modificacdes no sitio ativo.

1.4 Diagnostico
Quando existe suspeita clinica de uma MPS, solicita-se a dosagem dos
GAGs na urina, uma vez que estes estdo quantitativamente elevados em
praticamente todos os casos de MPS. E importante salientar que a ocorréncia de
niveis normais nao descarta o diagndstico em paciente com quadro clinico

sugestivo. A cromatografia ou eletroforese podem ser usadas para identificar qual
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o tipo de GAG em excesso (dermatan-sulfato, heparan sulfato, queratan sulfato,
por exemplo), auxiliando na escolha de quais enzimas deverao ser inicialmente
testadas. O diagnoéstico das MPS deve ser confirmado através de ensaio
enzimatico, documentando a atividade deficiente da enzima especifica para cada
tipo de MPS. A identificacdo do genotipo é de extrema importancia para predicdo
do fendtipo, uma vez que ja foi mapeado o impacto de diferentes mutacbes na
enzima. Além disso, as decisdes das melhores terapias, o aconselhamento
genético na familia e o diagnostico pré-natal dependem das mutacdes que o

individuo carrega.

1.5 Tratamentos Para a Mucopolissacaridose Tipo |
Avancos nas éareas de medicina e genética contribuiram para o
desenvolvimento de novos tratamentos para a MPS |, dentre eles destacam-se a
terapia de reposicao enzimatica, o transplante de células tronco hematopoiéticas

e, recentemente, a utilizacdo de chaperonas farmacoldgicas.

1.5.1 Terapia de Reposi¢cdo Enzimatica

A terapia de reposicédo enzimatica (TRE) € um tratamento que consiste na
administracdo perioddica, por via venosa, da enzima especifica deficiente no
paciente. A realizacao do primeiro tratamento eficaz com TRE em pacientes com a
doenca de Gaucher levou a busca de tratamentos semelhantes para outras
doencas de depdsito lisossdmico. Subsequentemente este tratamento foi utilizado
e aprovado para pacientes de MPS I, MPS VI e MPS Il (Dietz, 2010).

A TRE para MPS | é realizada pela administracao intravenosa exdégena de
laronidase (Aldurazyme®), uma proteina analoga a a-L-iduronidase humana
produzida por engenharia genética em um sistema de expressado de células de
ovario de hamster chinés (CHO). Esta terapia foi aprovada para o tratamento de
pacientes nos Estados Unidos e na Europa em 2003 e no Brasil em 2005.
Diversos estudos demonstraram a eficacia desta terapia em pacientes MPS |
como, por exemplo, na reducdo de GAGs na urina, melhora dos problemas
articulares, na funcao respiratoria e na qualidade de vida (Braunlin et al., 2006;

Braunlin et al., 2011; Sifuentes et al., 2007). Trabalhos recentes enfatizam que a
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TRE é muito mais eficaz quando o tratamento é iniciado precocemente, ou seja,
antes do surgimento dos sintomas (D'Aco et al., 2012; Tylki-Szymanska et al.,
2010).

Um dos aspectos negativos desta terapia relaciona-se com a dificuldade
que as enzimas intravenosas possuem de cruzar a barreira hematoencefélica,
sendo ineficaz na melhora dos sintomas neuroldgicos apresentados por alguns

pacientes com MPS | (Giugliani et al., 2010a; Giugliani et al., 2010b).

1.5.2 Transplante de Células Tronco Hematopoiéticas

O Transplante de células tronco hematopoiéticas tem sido utilizado como
uma das opc¢des de tratamento para pacientes com fenétipos graves de MPS |,
principalmente quando envolve danos do sistema nervoso central. Este € o Unico
dos tratamentos que possibilita uma correcdo metabdlica em longo prazo e uma
melhoria dos danos cognitivos. Isso é possivel devido ao fato de que as células
do doador (que produzem a enzima normal) migram para o cérebro e outros
orgaos do paciente (Prasad & Kurtzberg, 2010). Embora este procedimento
induza uma melhora significativa, existe ainda um grande risco associado ao
indice de mortes pds-transplantes, desta forma este tratamento € indicado apenas
em situacfes graves da doenca como é o caso de MPS IH (doenca de Hurler)

guando detectado até os 24 meses de idade.

1.5.3 Terapia utilizando Chaperonas Farmacolégicas

Uma nova abordagem terapéutica que vem sendo utilizada sdo as
chaperonas farmacoldgicas que consistem de moléculas inibitérias que em uma
concentracdo baixa apresentam a propriedade de se ligar preferencialmente no
dominio catalitico da enzima mutada. Essa ligacdo induz uma reorganizacao
conformacional da proteina evitando desta forma que a proteina alterada seja
enderecada a via de degradacdo pelo controle de qualidade do reticulo
endoplasmatico. Desta maneira enzimas com mutacdes que levam a troca de
aminoacido muitas vezes apresentam uma atividade catalitica parcial que sera
dependente da capacidade da mesma ser encaminhada ao complexo de Golgi e

finalmente ao lisossomo. Na tentativa de resolver essa questdo, aumentando o
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aporte de proteinas ao seu destino final, a industria farmacéutica e os
pesquisadores da area estdo utilizando uma ampla variedade de compostos
quimicos que atuam como chaperonas moleculares em uma diversidade de
doencas humanas e tem se mostrado eficazes no reestabelecimento da atividade
de varias proteinas mutantes (Muro, 2010; Parenti, 2009).

Mayer avaliou o efeito do tratamento com geneticina e cloranfenicol em
fibroblastos de pacientes com MPS I. O tratamento foi realizado em células de
trés pacientes com mutacdes sem sentido: um deles homozigoto para mutacdes
sem sentido (p.W402X/p.W402X) e dois heterozigotos (p.Q70X/c.1739-1g<t),
(p.R89W/pW402X). A geneticina ndo teve efeito sobre atividade enzimatica dos
genadtipos avaliados, enquanto o cloranfenicol aumentou mais de 100 vezes a
atividade enzimatica da IDUA apenas nos heterozigotos (Mayer et al., 2012).

O sequenciamento de cDNA mostrou que apenas o alelo sem mutacgoes
de cdédon de terminacdo prematuro estava sendo amplificado, sugerindo que os
alelos com mutacbes sem sentido estdo sendo degradados por Nonsense-
mediated mRNA Decay e que por este motivo, o cloranfenicol deve ter outro
mecanismo de acdo além do SCRT (stop codon readthrough). A partir disso, os
autores sugeriram que o cloranfenicol pode estar agindo como uma chaperona
farmacolégica, aumentando a estabilidade de IDUA e permitindo que a enzima
chegue ao lisossomo (Mayer et al., 2012).

1.6 Modelagem Molecular de Proteinas

Atualmente ha um grande interesse nos estudos de estruturas de
proteinas uma vez que detalhes atdbmicos de residuos do sitio ativo das proteinas
permitem uma maior compreensao do seu funcionamento possibilitando assim o
desenvolvimento de medicamentos bem como a compreensdo do impacto de
mutacdes na sua estrutura. Experimentalmente a estrutura das proteinas é
resolvida através de duas técnicas, a Cristalografia de Raios X e a Ressonancia
Magnética Nuclear (RMN). A cristalografia € a técnica mais utilizada, porém é uma
técnica demorada, com alto custo e depende da obtencédo de cristais da molécula
de interesse. Neste sentido a modelagem molecular representa uma ferramenta

importante para se desvendar a estrutura de proteinas que ainda ndo foram
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cristalografadas (Hillisch et al., 2004; Marti-Renom et al., 2000).

1.6.1 Modelagem molecular de proteinas por homologia e o programa
Modeller
O principio da Modelagem Molecular por Homologia se baseia no fato de
que ao longo da evolugdo as estruturas das proteinas se encontram mais
conservadas do que a sua sequéncia (Branden & Tooze, 1991). A evolucao
biolégica de proteinas obedece algumas regras como: (a) homologia entre
sequéncia de aminoéacidos implica em semelhanca estrutural e funcional; (b)
proteinas homologas apresentam regides internas conservadas (principalmente
constituidas de elementos de estrutura secundaria: a-hélices e folhas-B); (c) as
alteracdes estruturais entre proteinas homoélogas ocorrem nas regibes de alcas
(Branden & Tooze, 1991). Além disso, as proteinas agrupam-se em um numero
limitado de familias tridimensionais possibilitando modelar as proteinas de
interesse se houver um membro da familia que ja possui sua estrutura resolvida.
Um modelo construido por modelagem comparativa necessita que, pelo
menos, uma estrutura 3D da familia em questédo tenha sido elucidada por técnicas
experimentais. Outro ponto importante € a identidade entre as sequéncias (alvo e
molde), esse valor deve ser acima de 25 % para que 0 modelo gerado possa ser
confiavel (Cavasotto & Phatak, 2009; D'Alfonso et al., 2001; Marti-Renom et al.,
2000).

A Modelagem Molecular por homologia apresenta quatro etapas principais: a
procura por sequencias de proteinas homdélogas, o alinhamento das sequencias,
a construcédo e otimizacdo dos modelos e por fim a avaliacdo e validacdo das
estruturas geradas (Cavasotto & Phatak, 2009; Marti-Renom et al., 2000).

O MODELLER ¢é um software amplamente utilizado para realizar a modelagem
estrutural de proteinas por homologia e encontra-se disponivel gratuitamente para
instituicbes académicas sem fins lucrativos (Eswar et al., 2007; Sali & Blundell,
1993). O software realiza a modelagem molecular por homologia de proteinas
utilizando como molde uma ou mais proteinas que ja possuem a sua estrutura
tridimensional resolvida (depositada no PDB). A partir do alinhamento entre a
proteina alvo e a estrutura-molde € gerado um conjunto de restricbes que Ssao

aplicadas a sequencia a ser modelada. Estas restricdes sao realizadas a partir da
24



macromolécula de referéncia a partir da qual sdo assumidos os angulos e
distancias. A violagdo das restricdes, por incongruéncias entre o molde e a
sequéncia alvo, & minimizada através de técnicas de otimizagdo (Eswar et al.,
2007; Ginalski, 2006; Liu et al., 2011). As restricbes podem ocorrer nas distancias,
angulos, angulos diedros, pares de angulos diedros e algumas outras
caracteristicas espaciais definidas por atomos ou pseudo-atomos (Marti-Renom et
al., 2000).

1.6.2 Modelagem Molecular utilizando o Servidor |-Tasser

Este software utiliza uma metodologia intermediaria entre 0 método de
modelagem por homologia e o ab initio chamada de threading. O método de
threading € utilizado para sequéncias de proteinas que ndo possuem uma
proteina homologa no banco de dados de estrutura ou que apresenta identidade
muito baixa. Esta metodologia opera através de um reconhecimento de padrées
de enovelamento (fold recognition).

Este programa é composto por uma série de ferramentas capazes de
gerar modelos precisos de proteinas através de uma sequéncia de varios passos:
(Zhang, 2008).

e Alinhamento de multiplos fragmentos (multiple threading alignment): é
realizada uma busca em um banco de dados de estruturas de proteinas
onde serdo alinhados pequenos fragmentos com estrutura tridimensional
conhecida com a nossa sequencia de interesse. Nessa etapa também é
considerado a semelhanca da estrutura secundaria predita para a proteina
em estudo e a apresentada pelo fragmento molde naquela regido Roy et al.,
2007; Zhang, 2008)

e Agrupamento: Consiste na reunido dos fragmentos gerados no passo
anterior bem como na modelagem ab initio das regibes ndo alinhadas. A
organizacado dos fragmentos em uma estrutura tridimensional é feita através
de simulagcbes de Monte Carlo, do tipo troca entre replicas, até que se
encontre um modelo otimizado (Roy et al., 2007; Zhang, 2008)

e Refinamento: E a Ultima etapa onde s&o recuperados os cinco principais
conférmeros obtidos no passo anterior, para a realizacdo de uma nova
rodada de agrupamento por troca de réplicas com a finalidade principal de

eliminar impedimentos estéricos. No final desta etapa sdo recuperados
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cinco modelos onde serdo adicionadas as cadeias laterais e submetido
finalmente a um ultimo passo de refinamento para otimizacao dos rotamero
(Roy et al., 2007; Zhang, 2008)

1.6.3 Validacdo dos Modelos

A avaliacdo do modelo possibilita a identificacdo de possiveis erros no
processo de modelagem constituindo-se em uma das etapas mais importantes do
método de Modelagem molecular por Homologia (Cavasotto & Phatak, 2009).
Nesse processo sao avaliados alguns parametros como: a qualidade
estereoquimica dos residuos de aminoacidos, a qualidade e confiabilidade do
empacotamento global (enovelamento da proteina) bem como a andlise de
possiveis erros em regides especificas da estrutura. A validacdo fornecera os
niveis de qualidade e confiabilidade da estrutura modelada e sera imprescindivel
para otimizacdo do modelo (Cavasotto & Phatak, 2009). Caso o modelo n&o seja
considerado satisfatorio € necessario checar o alinhamento e refazer o processo
de modelagem utilizando novas metodologias.

O Verify3D foi desenvolvido para verificar se a estrutura tridimensional do
modelo final da proteina esta correta (Eisenberg et al., 1997; Luthy et al., 1992). O
objetivo, portanto, é fazer a distingao entre modelos “mal tracados” ou enovelados
de forma errbnea, daqueles modelos corretos, que ndo foram refinados
adequadamente. Este programa avalia a compatibilidade entre a sequéncia de
aminoacidos de uma proteina e 0 modelo da sua estrutura 3D, o que € realizado
reduzindo-se o0 modelo da estrutura 3D em uma sequéncia de ambientes
guimicos (um ambiente para cada residuo), utilizando-se em seguida a matriz 3D-
1D desenvolvida por Bowie e colaboradores. (Bowie et al., 1991). Esta matriz
descreve a probabilidade de se encontrar cada um dos 20 aminoacidos em cada
um dos ambientes quimicos diferentes levando em consideracdo o tipo do
aminoacido e a natureza do ambiente quimico calculado no passo anterior. Por
fim, é realizado o alinhamento da sequéncia primaria com o seu perfil 3D. A
qualidade deste alinhamento esta relacionada com a medi¢cdo da compatibilidade
da sequencia com a estrutura 3D descrita pelo seu perfil. Desta forma é possivel
detectar regides que se encontram mal determinadas.

O PROCHECK foi desenvolvido por Laskowski e colaboradores e se
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caracteriza por ser um dos programas mais utilizados para a validacéo
estereoquimica de uma proteina. Através deste programa pode-se avaliar a
distancia de ligacdes, a quiralidade, os angulos planos, a planaridade dos anéis
de cadeias laterais bem como as suas conformacdes. O programa também
analisa os angulos de torcdo das cadeias principais (phi e psi) e laterais da
molécula informando os maus contatos e a planaridade das ligacfes peptidicas
(Laskowski et al., 1993). Um dos arquivos de saida mais conhecido gerados pelo
programa é o grafico de Ramachandran que apresenta uma correlacdo entre os
angulos torcionais da cadeia principal (phi e psi). A analise da rotacdo desses
angulos levou a identificacdo de regides permitidas e regides nao permitidas,
onde ocorrem colisdes entre os atomos (Laskowski et al., 1993).

Outro programa que vem ganhando atencéo é o MoldFOLD, este software
realiza a predigao global e local da qualidade da estrutura 3D dos modelos. Ele
fornece um Unico score e um valor de P relacionado a qualidade do modelo
avaliado, gerando predi¢des de erro por residuo.(McGuffin, 2008; McGulffin et al.,
2013)

1.7 Modelagem Molecular da IDUA
Rempel e colaboradores publicaram o primeiro modelo da enzima IDUA
depositado no PDB com o cddigo 1Y24 (Rempel et al., 2005). Este modelo foi
construido utilizando como molde a beta-D-xylosidase de T. saccharolyticum
(LUHV, 1PX8) e o software online Swiss model. Esse programa realiza a
modelagem por homologia de forma automatizada. Recentemente um segundo
modelo desta enzima foi publicado por Chandar & Mahalingman utilizando a

ferramenta automatizada Schrodinger PRIME (Chandar & Mahalingam, 2012).

1.8 Justificativa do Trabalho
O conhecimento da estrutura de uma proteina é de vital importancia tanto
para a predicdo de farmacos quanto para o entendimento do impacto de
mutacdes na sua funcionalidade. Quando comecamos este trabalho ja havia dois

modelos da IDUA publicados e a divulgacéo da estrutura obtida por cristalografia
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de raios X ocorreu somente em abril de 2013.

Um dos objetivos iniciais deste trabalho era construir um modelo mais
acurado da IDUA, e comparar com os ja publicados. E importante ressaltar que os
dois modelos publicados desta enzima ndo haviam sido avaliados através de
dindmica molecular. Esta avaliacdo € de suma importdncia para checar a
estabilidade da proteina em solugdo aquosa bem como verificar a confiabilidade
do modelo gerado.

Entretanto em abril de 2013, quando estavamos terminando a
dissertacao, a estrutura 3D da IDUA foi depositada no Protein Data Bank (PDB). A
modelagem desta enzima era de um grau de dificuldade muito alto jA& que os
moldes utilizados apresentavam uma identidade muito baixa. Desta forma, os
modelos gerados da IDUA humana utilizando diferentes abordagens, quando
ainda nao havia o cristal, se tornaram um material precioso para ser utilizado na
area de modelagem com templates de baixa identidade.

Além disso, pretendemos avaliar através de dinamica molecular o efeito
de duas mutacdes (R89W e R89Q) que alteram um residuo chave para o
mecanismo catalitico da enzima. De acordo com a literatura essas alteracfes
possuem um impacto diferenciado uma vez que a mutacdo R89W altera apenas a
atividade da enzima enquanto que a mutacdo R89Q tem um impacto tanto na sua
atividade enzimatica quanto na sua estabilidade estrutural. Embora ambas as
alteracdes sejam responsaveis pelo fenétipo atenuado da doenca, pacientes MPS
| que apresentam a mutacdo R89W possuem um fendtipo clinico menos severo
do que os portadores da mutacdo R89Q. Essa compreenséo sobre o efeito das
mutacdes na proteina visa contribuir para a escolha terapéutica a ser abordada. A
escolha do tratamento com chaperonas farmacoldgicas € indicada em pacientes
que apresentam mutacdes que induzam uma desestabilizacdo da proteina (as
quais irdo compensar a estabilidade da proteina permitindo que esta seja
entregue no lisossomo). Por outro lado, esta terapia ndo é indicada para

pacientes que possuam mutacdes que afetam a atividade enzimatica.
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2 Objetivos

2.1 Objetivo Geral

O objetivo do presente trabalho € realizar a modelagem molecular da
enzima a-L-lduronidase humana utilizando diferentes metodologias. A partir
dessas modelagens pretendemos realizar comparagbes com o cristal dessa
proteina (4JXP - publicado apdés a obtencdo dos modelos) para verificar qual
método € o mais apropriado em modelagens comparativas com moldes de baixa
identidade. O método que apresente o melhor resultado em relagdo ao cristal
podera ser aplicado na modelagem das outras proteinas (enzimas) da rota de
degradacéo de glicosaminoglicanos. Adicionalmente, a partir do cristal da enzima
IDUA pretendemos avaliar o impacto estrutural de 2 mutacdes descritas da

mucopolissacaridose tipo | através de uma abordagem de dinamica molecular.
2.2 Objetivos Especificos

i. Construir 3 modelos moleculares da enzima iduronidase humana utilizando

0s métodos a segquir:

e Modelagem automatizada utilizando o servidor I-TASSER,

e Alinhamento por fold recognition (indicado para modelagens onde
0os moldes possuem baixa identidade com a sequéncia alvo) gerado
pelo programa phyre2 e construcdo dos modelos através do
programa MODELLER 9.9,

e Alinhamento utilizado por Rempel e colaboradores (2005) e
obtencdo dos modelos através do programa MODELLER 9.8,

ii. Avaliar o melhor modelo obtido a partir de cada uma das metodologias
através de diferentes métodos de validacdo de modelos (Verify 3D,
ModFOLD e Procheck) e por dinamica molecular, em um periodo de 50 ns
com o software GROMACS,

iii. Comparar através dos procedimentos anteriormente citados o modelo ja
existente (1Y24) com os 3 modelos gerados a partir das diferentes

metodologias especificadas acima.
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iv. Inferir qual o melhor método de modelagem a partir de moldes de baixa
identidade com a sequéncia alvo para aplicar na constru¢cdo de modelos

das outras enzimas da via de degradacéao.

v. Utilizar o cristal da IDUA humana como molde para gerar um modelo
completo da enzima a-L-iduronidase selvagem e dos mutantes R89W e
R89Q. A partir de simulacdes de dinamica molecular de 50ns inferir o
impacto das mutacdes R89W e R89Q na estrutura da IDUA e sua possivel

relacdo com o fendtipo da MPS 1.
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3 Metodologia

3.1 Predicdo da estruturatridimensional da proteina a-L-lduronidase

3.1.1 Modelo IDUA I-tasser

A sequéncia fasta da Iduronidase humana (UNIPROT: P35475) foi
recuperada e 0s 26 primeiros aminoacidos que fazem parte do peptideo sinal
foram retirados. O Primeiro modelo da IDUA gerado foi obtido utilizando-se o
software online I-tasser (Zhang, 2008). Apds todos os passos de recuperacdo de
segmentos moldes e da geracao ab initio das regides faltantes, como descrito na
introducéo, foram gerados 5 modelos ordenados pelos valores de C-score e TM-
Score. O C-score € uma medida que estima a qualidade do modelo predito,
variando de -5 a 2, de modo que quanto maior o valor de C-score maior o indice
de confianca do modelo gerado. A acuracia do modelo é obtida através do TM-
score, no qual valores entre 0,0 e 0,17 significam que a similaridade estrutural é
ao acaso, enquanto valores entre 0,5 e 1,0 sdo indicativos de uma topologia
correta do modelo em relacéo a proteina nativa.

Os modelos gerados pelo I-Tasser apresentaram uma regido C-terminal
que nao foi modelada, desta forma os modelos gerados corresponderam a regiao
entre os residuos 27 e 635 da IDUA selvagem. O modelo melhor ranqueado pela
modelagem com o I-tasser apresentou um C-score de -1,58 e um valor de TM-
Score de 0,52 + 0,15.

3.1.2 Modelo IDUA - Phyre 2.0/Modeller (IDUA - PM)

Um segundo modelo gerado a partir da sequéncia da IDUA madura (sem
o peptideo sinal) foi obtido utilizando-se como molde a estrutura da Beta-D-
xylosidase de T. saccharolyticum (PDB: 1UHV). Esta estrutura foi obtida atraves
da busca de sequencias semelhantes através dos programas psiBLAST e
BLASTp do NCBI, bem como do HHPRED, sendo este ultimo disponivel no site
do Instituto Max Planck (http://toolkit.tuebingen.mpg.de/hhpred). O alinhamento
entre a IDUA e o molde 1UHV foi gerado utilizando o programa Phyre 2 (Kelley &
Sternberg, 2009). A regido alinhada, compreendida entre os aminoacidos 27 e 542
da IDUA, apresentou 22% de identidade com o cristal 1UHV. Foram gerados 100

modelos utilizando o software Modeller 9v9 e o melhor modelo foi selecionado
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avaliando-se os valores de DOPE Score e do Procheck.

3.1.3 Modelo IDUA - Rempel e cols /Modeller (IDUA - RM)

O terceiro modelo da IDUA foi gerado utilizando-se o software Modeller
9v9 (Marti-Renom et al., 2000) e o molde descrito acima (PDB: 1UHV), mas
baseando-se no alinhamento utilizado por Rempel e cols (2005) na confeccéo do
modelo de IDUA previamente publicado (1Y24). Foram gerados 100 modelos da
regido entre os residuos 36 e 504 da IDUA. O melhor modelo foi escolhido

utilizando-se os valores de DOPE Score e do Procheck.

3.2 Validacdo dos modelos
Os modelos foram validados através de diferentes ferramentas como o
Procheck, Verify 3D e ModFOLD verséo 3 .

3.3 Simulacéo de Dindmica Molecular

As simulacdes de Dinamica Molecular foram realizadas com o pacote
GROMACS v4.5.1 (Van Der Spoel et al., 2005), na plataforma Linux (sistema
operacional Ubuntu 12.04), de acordo com protocolo ja estabelecido em nosso
laboratério. O protocolo esta dividido em uma série de passos, que podem ser
agrupados em seis etapas principais: (1) preparacao do sistema, (2) minimizacao
de energia, (3) solvatacdo da proteina, (4) termalizacdo, (5) producdo e (6)
analise dos dados, descritas a seguir:

1. Preparacdo do Sistema: A proteina estudada (modelos de IDUA) foi

simulada em uma caixa ctbica com uma distancia de 15 A entre o soluto e
a caixa, utilizando-se o campo de forca GROMOS 53a6 e 0 modelo de
4gua SPC. O sistema foi neutralizado com ions Sédio (Na*) e Cloro (CI)
até a concentracéo final de 0,15 mol/L.

2. Minimizacdo de Energia (EM): Foi composta por trés etapas.

Primeiramente o algoritmo steepest-decent foi aplicado para minimizar a
energia do solvente (moléculas de 4gua), enquanto a proteina era mantida
rigida através da aplicacéo de um potencial harménico (100 kJ*mol*nm™).
Esta etapa foi seguida por uma nova aplicagéo do steepest-decent, agora

sem restricbes. Finalmente, o sistema foi submetido a uma etapa de
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minimizacdo de energia utilizando o algoritmo de gradiente conjugado
(CG).
3. Solvatacdo do Complexo: Apos as etapas de EM o sistema foi submetido a

um procedimento que permite a formagédo das camadas de solvatagdo ao
redor da molécula de IDUA. O sistema foi mantido aquecido (100 K)
durante 50 ps induzindo agitacdo nas moléculas de &gua, enquanto a
posicdo da molécula de IDUA foi mantida estavel através da aplicacdo de
um potencial harménico com intensidade de 5.000 kJ'mol‘nm™. A
temperatura foi entdo reduzida a 20 K, o que foi seguido pela reducdo
gradual da forca de restricdo sobre os atomos da IDUA, até o valor minimo
de 0,2 kJ*mol*nm™.

4. Termalizacdo: ApoOs remogdo completa das restricdes, o0 sistema passa a
ser gradualmente aquecido até atingir a temperatura de 300 K. Ao todo
sdo 7 passos de termalizacdo, sendo que a diferenca de temperatura entre
as etapas foi sempre inferior a 50K.

5. Producéo: Durante um periodo de 47,5 ns, a temperatura foi mantida
estavel em 300 K e o sistema foi mantido completamente flexivel. Isso
permite que a proteina se movimente no solvente de forma similar ao que
ocorreria in vivo, bem como a ocorréncia de alteragcbes conformacionais,
formagdo e rompimento de ligagdes ndo covalentes, etc. Para fins de
andlise, foram aproveitadas apenas as medidas realizadas durante o
periodo de producao.

6. Analise dos dados: O pacote Gromacs possui varios programas que

permitem realizar uma ampla série de andlises sobre os dados gerados na
etapa de producdo. Dentre as andlises que foram realizadas destacam-se
o desvio médio da estrutura da IDUA ao longo da simulag&o (g_rms), o
raio de giro da molécula (g_gyrate), a flutuagdo média de cada aminoacido

ao longo do tempo (g_rmsf), entre outras.

3.3.1 Simula¢bes envolvendo analise dos modelos gerados por homologia
a partir do molde 1UHV e pela técnica de "threading"

Utilizando o protocolo descrito acima, uma simulacdo de 50ns foi
realizada para os 3 modelos gerados pelas diferentes técnicas de modelagem (I-
tasser, Modeller/Ildua-PM e Modeller/lIdua-RM), e para um modelo gerado com o
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Modeller a partir do cristal de ldua recentemente publicado (4JXP), o qual nao
continha dois trechos resolvidos (55-61 e 103-106). Este ultimo serviu como o
padrao para inferéncia de estabilidade e de comportamento dos residuos ao longo

das simulacgdes.

3.3.2 Simulacdes de modelos gerados a partir do cristal 4IJXP para
avaliacdo do impacto das mutacbes R89W e R89Q na estrutura da

ldua
Dois modelos adicionais foram gerados a partir do cristal 4JXP para a
geracdo de enzimas contendo as mutacfes R89W e R89Q, utilizando o software
Modeller 9v9. Foi realizada uma dinamica molecular de 50ns para cada um deles
como descrito no item "3.4 Simulacdo de Dinamica Molecular'. Medidas
comparativas com o cristal relativas a estabilidade e comportamento geral da
proteina foram avaliadas, além de medidas relativas a residuos importantes para

a atividade normal da enzima.
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4 Resultados e Discussao

4.1 Avaliacdo dos modelos e implicacbes para futuras modelagens das
outras enzimas da via de degradacao de GAGs
Em abril deste ano foi depositado no Protein Data Bank os cristais
da enzima a-L-iduronidase humana sob os cédigos 4JXP e 4JXO. Dentro deste
contexto, os modelos construidos durante nosso projeto tornaram-se um material
de extrema valia para a area da modelagem molecular. Neste periodo ndo havia
ainda o cristal e o melhor molde possuia em torno de 20% de identidade
(dependendo do alinhamento utilizado). A modelagem da IDUA era um grande
desafio uma vez que apresentava um molde com identidade muito baixa e o
conhecimento de sua estrutura seria de grande importancia em estudos
envolvendo a busca por novos farmacos, por exemplo. Considerando o exposto e
de posse dos dados do cristal da IDUA, foi possivel comparar os modelos
gerados a partir de diferentes metodologias com a estrutura cristalografica e
escolher a melhor abordagem para a modelagem de enzimas que apresentam
moldes com identidade muito baixa, como é o caso das outras enzimas da via de
degradacé&o dos glicosaminoglicanos envolvidas nas MPS Il e 11l
Uma primeira andlise das informacgdes das posi¢cdes corretas dos angulos
dos diedros modelados e que fornece uma medida de qualidade dos mesmos é a
analise dos angulos phi e psi. Na (Tabela 2) sdo apresentados os resultados do
mapa de Ramachandran para cada um dos modelos gerados, utilizando-se
diferentes metodologias, e para 0 modelo previamente publicado 1Y24. Através
desta analise os melhores modelos foram o IDUA-RM e o IDUA-PM apresentando
respectivamente 87,3% e 85,0% dos aminoacidos em regides mais favorecidas
(valores similares ao do cristal) e 0,7% e 1,1% em regifes ndo permitidas. Esses
dois modelos apresentaram valores melhores do que o modelo 1Y24 publicado
por Rempel e colaboradores (2005) o qual apresentou 72,5% dos aminoacidos
em regides permitidas e 1,7% em regides ndo permitidas. Em relacdo ao mapa de

Ramachandran o pior modelo foi o gerado pelo programa I-tasser.
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Tabela 2: Avaliagdo dos modelos de IDUA através do Gréafico de Ramachandran.

Regioes |\Gustal4NeI | woceio 1v2« | SURENIN] I5UA- P [NDUATESSE

Mais favorecidas 86,5% 725 % 87,3% 85,0% 76,7%
Adicionalmente 12,9% 23,4% 11,0% 12,3% 16,5%
permitidas
Generosamente 0,6% 2,4% 1,0% 1,6% 4,1%
permitidas
N&o permitida 0,0% 1,7% 0,7% 1,1% 2, 7%

Tabela 3: Avaliacdo dos modelos de IDUA nos programas ModFOLD e Verify 3D.

Modelos ModFOLD Verify 3D
Qualidade Valor de P Confianga % residuos 3D-1D Resultado
global acimade 0,2
1Y24 0,2081 2,663E-2 Média 56,29% Reprovado
0,2160 2,288E-2 Média 56,08% Reprovado
‘ 0,3734 1,898E-3 Alta 86,05% Aprovado
0,2961 5,747E-3 Alta 80,79% Aprovado

Além das andlises das conformacgfes permitidas da cadeia principal
através do mapa de Ramachandran os modelos foram avaliados através dos
programas ModFOLD e Verify3D (Tabela 3). A confiabilidade do enovelamento foi
feita através do Verify3D que avaliou o ambiente quimico para cada um dos
residuos tracando a compatibilidade da estrutura 3D modelada com a sua
sequencia. Os modelos 1Y24 e IDUA-RM apresentaram em torno de 56% dos
aminoacidos com uma média 3D-1D acima de 0,2 e ndo foram aprovados no
quesito enovelamento. Para considerar a qualidade do modelo satisfatéria €
necessario que pelo menos 80% dos residuos possua um “Score 3D-1D” acima
de 0,2. Além disso, esses dois modelos quando avaliados através do ModFOLD
apresentaram um score de qualidade global menor do que o IDUA-PM e IDUA-
Itasser e uma probabilidade de acerto média (no caso, a probabilidade do modelo
estar incorreto € menor do que 1/20). Por outro lado os modelos IDUA-PM e
IDUA-Itasser foram aprovados pelo verify3D e pelo ModFOLD apresentando um

valor de confianga alto, ou seja, a probabilidade do modelo estar incorreto é
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menor do que 1/100. Além disso, o modelo gerado com o alinhamento do Phyre
(IDUA-PM) apresentou o maior valor de qualidade global 0,3734 um valor muito
proximo de 0,4. E importante salientar que valores acima de 0,4 sdo um indicativo
de confiabilidade da estrutura modelada, a qual pode ser considerada altamente
similar com a estrutura nativa. Considerando estes trés métodos de validagédo
estrutural a IDUA-PM foi considerada como melhor modelo de Idua gerado neste
trabalho.

Uma vez que a estrutura cristalografica foi recentemente publicada, pode-
se avaliar qual o modelo que mais se aproximou da estrutura nativa através da
sobreposi¢cao dos modelos de IDUA com o cristal 4JXP (Tabela 4 e Figura 3). Na
tabela 4 sdo apresentados os valores do desvio médio quadratico (RMSD) entre
0s modelos e o cristal, considerando tanto o calculo em relacdo ao dominio "barril
TIM" (dominio catalitico) quanto a proteina inteira. Nesta comparacdo o modelo
que mais se aproximou da estrutura nativa também foi o construido utilizando o
alinhamento por fold recognition através do programa Phyre (IDUA-PM),
apresentando um desvio de 5,78A considerando o dominio catalitico e 6,17A para
a proteina total. Embora esse valor de RMSD ainda seja alto, ele é duas vezes
menor do que o obtido (dominio catalitico) pelo modelo publicado por Rempel e
colaboradores (2005), sendo que para a proteina total o modelo 1Y24 apresentou
um erro ainda maior (16,65 A). O segundo melhor modelo foi o construido pelo
programa I-tasser, apresentando um desvio de RMSD um pouco maior (6,35 A)
do que o da IDUA-PM.

Os modelos que foram construidos através da modelagem por homologia
(IDUA-PM e IDUA-RM) utilizaram como molde a estrutura de beta-D-xylosidase
de T. saccharolyticum (LUHV). Na Figura 4 podemos visualizar a comparacao
estrutural entre a beta-D-xylosidase e a IDUA. Avaliando atentamente as duas
estruturas observamos algumas diferencas que contribuiram para a geracédo de
modelos com um RMSD alto em relagdo ao cristal. Embora exista uma grande
semelhanca no dominio catalitico formado pelo Barril (af3)s € importante destacar
a presenca de dois grampos-$ na IDUA que se expandem do barril, um dos quais
nao estava presente no molde e néo foi corretamente formado em nenhuma das

estruturas geradas (Figura 3). Observamos também a auséncia do dominio da
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fibronectina (ndo modelado) na estrutura de beta-D-xylosidase bem como
pequenas alteracdes no dominio B-sanduiche (Figura 4). A IDUA € composta por
3 dominios, o dominio barril TIM, o B-sanduiche e um dominio C-terminal que se
assemelha ao da fibronectina (Figura 4).

Dois pontos sao cruciais na modelagem por homologia, o primeiro deles é
o alinhamento e o segundo é a escolha do melhor modelo (Cavasotto & Phatak,
2009; Sali & Blundell, 1993). Quando a identidade da sequéncia entre o molde e o
alvo é maior do que 90%, a precisdo do modelo obtido a partir deste molde pode
ser comparada com estruturas cristalogréficas. Ja quando a identidade varia de
50% a 90% o modelo pode apresentar erros locais de até 1,5 A. No caso de
proteinas onde a identidade é igual ou menor do que 25%, o alinhamento se
constitui no principal gargalo para a modelagem por homologia, o qual pode
induzir a erros cruciais nos modelos (Chothia & Lesk, 1986; Sippl, 1993). No caso
da IDUA que apresentava um molde com identidade abaixo de 25%, o
alinhamento foi determinante para que obtivéssemos modelos mais precisos do
gue o previamente publicado, como podemos visualizar na (Figura 5). O modelo
gerado com o alinhamento do Phyre2 (IDUA-PM) foi o que mais se aproximou da
estrutura nativa (em relacédo a analise do RMSD). Além disso, verificamos que o
modelo j& publicado da IDUA 1Y24 e o modelo IDUA-RM (o qual utilizou 0 mesmo
alinhamento que Rempel e cols) apresentaram erros mais dramaticos, reiterando

a importancia de um alinhamento correto no processo de modelagem.
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Figura 3: Dominio catalitico da a-L-iduronidase. Sobreposi¢do dos modelos com a estrutura cristalogréafica da
IDUA (4JXP). O cristal esta representado em cinza claro. A seta em vermelho destaca os dois grampos- que
protraem do barril.
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Tabela 4: Comparacao entre os modelos de IDUA e a estrutura cristalografica 4JXP considerando o dominio
catalitico e a proteina total.

*RMSD Dominio Catalitico *RMSD (proteina total)
Modelo 1Y24 x Cristal 12,24 16,65
IDUA- RM x Cristal 11.84 16,7
IDUA- PM x Cristal 5,78 6,17
IDUA |-tasser x Cristal 6,35 9,12

*RMSD realizado pelo Backbone.

Quando avaliamos o dominio catalitico, responsavel pela clivagem do
acido hialurénico, verificamos que foram utilizados trechos menores da sequéncia
de aminoécidos para formacao deste dominio para os modelos 1Y24 e IDUA-RM
(regibes ndo compreendidas pelo quadro vermelho na Figura 5). Ja os modelos
IDUA-PM e IDUA-Itasser apresentaram um comeco e um término do barril TIM na
mesma regido de amino&cidos do cristal (regides externas ao quadro azul). Outro
ponto a ser salientado na Figura 5 se refere ao alinhamento das estruturas
secundéarias. No modelo IDUA-PM e IDUA-Itasser verificamos uma boa
concordancia no alinhamento das estruturas secundarias, com poucas excecoes,
como € o caso da regido entre as hélices a7 e a8. Ja no modelo 1Y24 e na IDUA-
RM verificamos uma maior discordancia na sobreposicdo das estruturas
secundarias, a qual pode é evidenciada na regido compreendida entre as hélices
a5 e a8.

Outro ponto que deve ser salientado é o numero de hélices e folhas betas
presentes no dominio catalitico dos modelos em relacdo ao da estrutura nativa (8
alfa-hélices e 8 folhas-beta no barril TIM). Podemos verificar que no modelo IDUA-
PM ndo foram formadas as folhas B1 e (B8 entretanto as 8 hélices estao
presentes. Além disso, um dos dois grampos-B (representado pela letra C)
salientes ao dominio Barril TIM foi corretamente formado. No modelo I-tasser as
folhas B1, B2 e B8 estavam ausentes e apresentou a formacao parcial de apenas
um dos dois grampos-B. Nos modelos 1Y24 e IDUA-RM néo foram formados a
folha B1 e os dois grampos-B. Ja as folhas 6 e 8 foram formadas porém a sua
localizagdo ndo estava correta. Em relagdo as hélices do dominio catalitico

desses dois modelos houve problemas tanto em relagdo ao tamanho quanto a

40



localizacdo das hélices a3, a6 e a8.

Figura 4: Comparagdo entre as estruturas cristalograficas de representantes da familia 39 de Glicosil
hidrolases. (A) beta-D-xylosidase de T. saccharolyticum (1UHV) e (B) a-L-iduronidase humana (4JXP). Em
vermelho o dominio Barril (af)s, em lilds o dominio B-sanduiche e em verde o dominio que se assemelha ao
da fibronectina. Em amarelo sao destacados os grampos- 8 que protraem do Barril.

Outra forma de avaliarmos os modelos gerados é através da dinamica
molecular, a qual utiliza os principios de mecéanica classica para observar o
comportamento dos modelos em solugcdo aquosa e verificar alguns parametros
como estabilidade e alteracdo de estrutura secundaria no decorrer do tempo, por
exemplo. A estrutura da IDUA depositada no PDB apresentava duas regides (55-
61 e 103-106) que ndo estavam resolvidas. Com intuito de obter uma estrutura
completa para a realizagcdo da dinamica molecular, realizamos a modelagem por
homologia da IDUA utilizando como molde o préprio cristal da IDUA humana
(4JXP), o qual foi chamado de Modelo-4JXP. Este modelo, além do modelo 1Y24
publicado por Rempel e cols (2005) e dos modelos construidos neste trabalho
(IDUA-RM, IDUA-PM e IDUA-Itasser) quando ainda nao havia o cristal da IDUA,

foram submetidos a simulacéo de dinamica molecular por um periodo de 50 ns.
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Figura 5: Avaliacdo ao longo de 50ns de simulagao da estrutura secundéria do cristal (4JXP) e dos
modelos de IDUA gerados.
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Na Figura 6 sdo apresentados os resultados do desvio médio quadrético
(RMSD) do dominio catalitico ao longo de 50 ns de simulacdo. Essa medida
permite verificar o quanto a proteina se deslocou ao longo do tempo em relacéo
as suas coordenadas iniciais. O modelo-4JXP atingiu a estabilidade por volta dos
16 ns em 0,4 nm, esse comportamento € o esperado para uma proteina de 600
aminoacidos. Trés simulacbes, dos modelos 1Y24, IDUA-Itasser e IDUA-RM
apresentaram comportamentos semelhantes estabilizando em torno de 25 ns
entre 0,55 nm — 0,60 nm. Ja o modelo IDUA-PM ficou mais instavel ao longo da
simulacdo tendendo a uma estabilidade em 35ns com um RMSD em torno de 0,7

nm.

RMSD
Dominie Catalitico
_ I_Y"J[_“, T T | T | T | T T T T
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Figura 6: Comparagéo entre o desvio médio quadratico (RMSD) dos modelos de IDUA gerados através de
diferentes metodologias e o Modelo-4JXP, ao longo de 50 ns.
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Figura 7: Desvio médio quadratico (RMSD) do dominio catalitico da IDUA (excluindo as regides de alca)
ponderado pela dindmica do modelo-4JXP.

Outra abordagem realizada foi a comparacdo do RMSD dos modelos com
0 modelo-4JXP considerando somente as hélices e folhas betas do dominio
catalitico (Figura 7). Para isso o RMSD dos modelos foi calculado a cada 5ns em
relacdo a estrutura do modelo-4JXP (minimizado) durante a simulacédo. Na Figura
7 verificamos que ao longo da simulacdo todos os modelos apresentaram uma
diminuicdo do RMSD em relacdo ao modelo-4JXP alcangando um valor minimo a
partir dos 20ns. Nesta analise os dois modelos que mais se aproximaram do
cristal foram IDUA I-tasser e IDUA-PM com um desvio médio ao longo da

dinamica de 3,66 A e 4,28 A, respectivamente.

E importante observar que as figuras 6 e 7 se referem a medidas
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completamente distintas, o que explica a grande diferenca nos valores de RMSD
apresentados nas duas figuras. O primeiro grafico (Figura 6) se refere ao desvio
do dominio catalitico (incluindo al¢as) de cada um dos modelos com relacéo a sua
prépria conformacéo no tempo zero da simulacéo. Este gréafico foi obtido de forma
continua, incluido todas as conformacdes observadas ao longo da simulacdo. O
valor do desvio em cada ponto deste gréafico € uma média do desvio de todos os
residuos da regido analisada, considerando-se apenas o alinhamento estrutural.
O objetivo neste caso era observar de maneira preliminar o quanto a estrutura

inicial de cada modelo estava se mantendo estavel ao longo da simulacéo.

Por outro lado, a Figura 7 se refere ao desvio de cada um dos modelos
com relacdo a uma mesma estrutura de referéncia (Modelo-4JXP). Além disso,
nesta segunda analise foram desconsideradas as regides de alca, por serem
regides desordenadas que normalmente apresentam grande variabilidade em
solucdo. A andlise foi realizada com conformacdes obtidas a cada 5 ns de
simulacédo e o desvio em cada um destes pontos é uma média do desvio de todos
os residuos das estruturas secundarias da regido analisada, com relacdo as
respectivas regides na estrutura referéncia. Observe que os pontos de inicio e
termino de cada estrutura secundéaria do dominio catalitico foram determinados
com base na sequéncia da estrutura referéncia, ou seja, neste caso nao bastava
apenas ter uma estrutura secundaria "equivalente", era preciso ter uma estrutura
secundaria equivalente e formada pelos residuos corretos (em relacédo ao Modelo-
4JXP). Por ultimo, foi descontado dos valores em cada ponto o desvio observado
pelo préprio Modelo-4JXP nos tempos equivalentes de simulacdo. O objetivo
neste caso era observar de maneira mais refinada a precisdo de cada modelo na
determinacao das estruturas secundarias do dominio catalitico, tanto em relacao
ao numero de estruturas secundarias do barril TIM, quanto em relacdo a correta
localizacdo de cada estrutura dentro da sequéncia da proteina. Além disso,
ponderando pelo desvio observado para o Modelo-4JXP, foi possivel observar o
grau de convergéncia entre os modelos e a estrutura referéncia, ao longo do
periodo de simulagéo.

Assim sendo, apesar de a Figura 6 indicar uma aparente maior
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estabilidade dos modelos 1Y24 e IDUA-RM com relagdo ao modelo IDUA-PM, a
Figura 7 nos permite observar que esta estabilidade reflete uma configuracéo
alternativa (incorreta) das estruturas secundarias do dominio catalitico, de modo
que os modelos 1Y24 e IDUA-RM apresentam um desvio muito maior que o
modelo IDUA-PM quando comparadas com a estrutura referéncia. Apesar de
apresentar uma modelagem mais precisa das estruturas do dominio catalitico, a
maior instabilidade observada para o modelo IDUA-PM na Figura 6 pode ser
resultado da auséncia dos outros dominios da enzima. O modelo IDUA-Itasser
apresentou bons resultados em ambas as analises, sendo que na andlise
apresentada na Figura 7 apresentou comportamento ainda melhor que o de
IDUA-PM.
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Figura 8: RMSF do dominio catalitico dos modelos de IDUA ao longo de 50 ns de simulagao
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A flutuacdo da raiz media quadratica (root mean square fluctuations,
RMSF) é uma medida que permite avaliar as regides de maior flexibilidade na
proteina durante a simulacdo. A flexibilidade estrutural de uma proteina é
essencial para o desempenho da sua funcdo biolégica (Gerstein et al., 1994;
Huber & Bennett Jr, 1983). Podemos observar que o modelo-4JXP apresentou
uma baixa flutuacdo na maior parte dos seus residuos que constituem o dominio
catalitico (Barril agPg) apresentando seis picos de maior flexibilidade (Figura 8).
Esses pontos de maior flutuacéo referem-se a regides de algas (regides 60, 187 e
350) e duas regides de grampos- (regides 105 e 373) que protundem do Barril.
Destes, somente o pico de numero 3 (regido 165) corresponde a uma regido de
alfa-hélice, mais precisamente o final da hélice a3 que foi a regiao que apresentou
desestruturacdo ao longo da dinamica como pode ser visto na Figura 5. Em
relacdo aos modelos, o gerado pelo I-Tasser foi o que apresentou um
comportamento mais similar ao da estrutura nativa e o 1Y24 o que mais divergiu.

Avaliando-se a estrutura secundaria ao longo da simulacdo pode-se
observar a tendéncia de formacdo ou perda da estrutura secundaria de uma
proteina. Na Figura 5 podemos observar o resultado dessa andlise para o
modelo-4JXP gerado a partir do cristal da IDUA humana e para os trés modelos
gerados (IDUA-PM, IDUA-RM e I-Tasser) utilizando como molde a estrutura da
beta-D-xylosidase de T. saccharolyticum. Em relacdo ao modelo-4JXP
observamos um comportamento mais estavel em relacdo a manutencdo das
estruturas secundarias da regido do dominio catalitico. Todas as hélices que
compdem o dominio catalitico permaneceram estaveis com excec¢édo da hélice a3
gue apresentou uma pequena desestruturacdo a partir de 20ns de simulacdo. Ao
longo da dindmica observamos oscila¢cdes no tamanho de algumas folhas beta do
dominio catalitico. Também observamos o surgimento de pequenas folhas que
nao se mantiveram ao longo da simulacao.

Em relacdo aos modelos podemos observar uma variacdo maior das
estruturas secundarias ao longo da simulagdo. Somente os modelos IDUA-PM e
IDUA-Itasser apresentaram um comportamento similar ao do cristal e com
estruturacdo secundaria mais estavel em relacdo aos modelos 1Y24 e IDUA-RM,

principalmente em relagdo ao dominio catalitico.
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O modelo IDUA-PM apresentou alteragdes parciais nas hélices a2, a5,
a6, a7 e a desnaturagao da 7. Entretanto, verificamos também que o grampo-f3
(identificado pela letra C na Figura 5) corretamente predito neste modelo se
mostrou estavel ao longo da simulacdo. No modelo IDUA-Itasser observamos
alteracdes semelhantes as apresentadas em IDUA-PM. E interessante salientar
que houve a formacado da oitava folha beta que ndo estava presente no inicio da
simulacéo.

O modelo 1Y24 bem como o IDUA-RM apresentaram alteracbes mais
criticas em relagcdo a formacdo e deformacdo de estruturas secundérias. As
hélices a2, a5, a6, a7 e a8 sofreram desestruturacdo completa ou pronunciada
em 50ns. Diversas alteracdes nas folhas  também foram observadas pra esses
dois modelos. A provavel causa deste problema fica evidente na Figura 5 na qual
pode ser observado o erro no alinhamento dos modelos 1y24 e IDUA-RM em
relagao ao cristal. A folha 38 e a hélice a8, as quais delimitam o final do dominio
catalitico, estavam localizadas em uma regido anterior a regido correta. Isto foi
evidenciado durante a dindmica molecular a qual demonstrou um comportamento
altamente instavel para esta regido.

Um dos grandes desafios na area de modelagem molecular é a etapa da
selecdo do melhor modelo. Para essa finalidade foram desenvolvidas ao longo
dos anos varias ferramentas com capacidade de avaliar aspectos
estereoquimicos das estruturas como, por exemplo: WHAT-CHECK (Hooft et al.,
1996), PROCHECK (Laskowski et al., 1993) e MolProbity (Lovell et al., 2003).
Embora essas ferramentas sejam muito utilizadas e apresentem uma alta eficacia
na avaliacdo de erros geométricos dos modelos, elas ndo fornecem um escore
final, impossibilitando o ranqueamento dos diferentes modelos gerados.
Programas como o ProSA (Sippl, 1993), DFIRE (Zhou & Zhou, 2002) e o
VERIFY3D (Eisenberg et al., 1997) apresentam como resultado um Unico valor
relacionado a qualidade geral do modelo. Uma nova geragdo de programas de
avaliacdo da qualidade de modelos baseados em aprendizado de maquina tem
revolucionado esse campo, uma vez que possibilitaram uma predicdo mais
precisa da qualidade global dos modelos. O ProQ (Wallner & Elofsson, 2003)

QMEAN (Benkert et al., 2008) e ModFOLD (McGuffin, 2008) fazem parte dessa
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nova geracdo de programas, os quais utilizam uma andlise combinada levando
em consideracao caracteristicas estruturais e/ou de potencial de energia. Nesse
trabalho, os modelos foram avaliados utilizando diferentes ferramentas que
contemplam as diferentes técnicas acima citadas, como o Procheck (avaliacdo
estequiométrica), Verify 3D (qualidade do enovelamento) e ModFOLD. O servidor
ModFOLD4 providencia uma estimativa global e uma qualidade local (por residuo)
do modelo 3D. Além disso, ele disponibiliza uma analise visual da qualidade da
estrutura terciaria predita. Os melhores modelos ranqueados através do Verify3D
e do ModFOLD foram o IDUA-PM e o IDUA-Itasser e esses dois modelos foram
0S que apresentaram menor RMSD comparado com o cristal da IDUA humana
(4JXP) (Figura 3 e Tabela 4). Além disso, a avaliacdo de estrutura secundaria
entre os modelos de IDUA (Figura 5) apontam para erros na etapa do
alinhamento na geragéo dos modelos 1Y24 (publicado por Rempel e cols 2005) e
IDUA-RM (realizado nesse trabalho utilizando o mesmo alinhamento da 1Y24). De
fato uma avaliacdo mais minuciosa evidencia que esses dois modelos
apresentaram em torno de 16 aminoacidos a menos na regido do dominio
catalitico, a regido mais importante para a atividade enzimética da enzima. E no
barril que ocorre a catélise dos residuos finais do acido idurdénico de GAGs néo-
reduzidos, heparan sulfato e dermatan sulfato (Zhao, 1997). Por sua vez, a regido
do dominio catalitico dos modelos IDUA-PM e IDUA-Itasser ficaram bem
modeladas com a predigdo das a-hélices e folhas B do barril bem proximas a
estrutura cristalografica (4JXP) (Figura 5).

Considerando que a modelagem era de um alto grau de dificuldade
devido a auséncia de moldes com identidade elevadas optamos por realizar a
avaliacdo dos modelos através de simulacdes de dindmica molecular. A dinamica
molecular é uma técnica utilizada para avaliar os sistemas moleculares em
detalhes atdomicos, baseada em principios da mecanica estatistica e da fisica
classica (Daggett, 2002; Hansson et al., 2002; Karplus & McCammon, 2002;
McCammon et al., 1977; Warshel, 2002). Na area de modelagem a dinamica pode
ser utilizada de duas formas, tanto para avaliar modelos como para refina-los.
Simulagdes longas utilizando campos de forcas precisos deveriam em principio

ser Uteis no refinamento de modelos com baixa resolucdo. Ha varios trabalhos
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que utilizaram a dinamica para refinar modelos (Kwon et al. 2011; Platania et al.,
2012; Zhu et al., 2008). Entretanto um trabalho recente onde foram simuladas 24
proteinas escolhidas através da categoria de refinamento de estruturas do CASP
(Critical Assessment of protein Structure Prediction) demonstrou que na grande
maioria dos casos os modelos se afastaram da estrutura nativa (Raval et al.2012).
Na verdade, o sucesso desta abordagem depende muito da acuracia do campo
de forca, sendo este um fator limitante.

No caso da avaliacdo de modelos, como na abordagem deste trabalho, a
dindmica tem se mostrado muito eficiente (Della-Longa & Arcovito; Kulleperuma et
al., 2013) tanto para extrair medidas mais simples como o RMSD e raio de giro,
como para avaliacbes mais detalhadas como acompanhamento das estruturas
secundarias ao longo da simulacéo.

Quando consideramos a dinamica molecular observamos que os modelos
1Y24 e IDUA-RM apresentaram desestruturacdo quase que total das hélices a6,
a7 e a8, apresentando uma alta instabilidade destas estruturas durante a
simulacdo. Os modelos IDUA-PM e IDUA-Itasser ficaram mais estaveis na
simulacdo de dindmica molecular considerando a estrutura secundéria e também
foram os melhores ranqueados de acordo com o programa ModFOLD. Embora
estes dois modelos tenham apresentado um comportamento melhor em relacéo a
manutencdo das estruturas secundarias, foram verificados alguns problemas
como a desestruturagdo parcial da hélice a7. Essa desestruturacdo pode ser
devido a auséncia do dominio da fibronectina, que corresponde a regido final da
IDUA, o qual ndo foi modelado. Como comentado anteriormente, a IDUA
apresenta trés dominios: (i) o dominio Barril (aB)s, (i) o p-sanduiche e o (i)
dominio da fibronectina (Figura 4). A hélice a7 fica na regiao inferior do barril,
proxima ao dominio do B-sanduiche, enquanto a hélice a1 fica proxima ao
dominio da fibronectina. Ambos dominios parecem ser importantes para a

manutenc¢ao da arquitetura do barril.

4.2 Avaliacdo das mutacdes R89W e R89Q
A publicacao do cristal da IDUA permitiu-nos dar um enfoque adicional ao

trabalho, o qual foi avaliar o impacto de duas mutacdes R89W e R89Q atraves da
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dindmica molecular. O modelo da IDUA selvagem completo, bem como o dos

mutantes, foi construido utilizando como molde a estrutura da IDUA humana

(4JXP). A qualidade estereoquimica dos modelos foi avaliada através do mapa de

Ramachandran Tabela 3. Os modelos apresentaram valores estereoquimicos

superiores ao cristal com mais de 90% dos aminoacidos nas regides mais

favoraveis.

Tabela 3: Avaliacdo do Gréafico de Ramachandran para os modelos de IDUA selvagem e mutantes

Regides Cristal 4IJXP Modelo-4JXP IDUA-R89W IDUA-R89Q
Mais favorecidas 86,5% 91,5 % 91,3% 91,2%
Adicionalmente 12,9% 8,1% 8,3% 8,3%
permitidas
Generosamente 0,6% 0,4% 0,4% 0,6%
permitidas
Nao permitida 0,0% 0,0% 0,0% 0,0%
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Figura 9: Desvio médio quadratico do dominio catalitico da IDUA selvagem e dos mutantes ao longo de 50 ns

de simulagao.
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O comportamento das proteinas em solu¢do foi avaliado através de
simulagbes de 50ns, onde foram avaliados o RMSD, raio de giro e RMSF. Na
Figura 9 é apresentada a comparacdo do desvio médio quadratico do dominio
catalitico da IDUA selvagem e das mutantes R89W e R89Q. O mutante R89Q foi
0 que apresentou um comportamento mais estavel ao longo de 50 ns de
simulacdo. A proteina selvagem estabilizou em torno de 15 ns de simulagdo. O
mutante R89W apresentou um comportamento instavel até os 30 ns de simulagéo
apos esse periodo parece estabilizar num desvio de 0,4 nm, semelhante ao da

proteina selvagem.
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Figura 10: Raio de giro do dominio catalitico da IDUA selvagem e mutante ao longo de 50 ns.

Outro parametro avaliado refere-se aos movimentos de expansao e
contracdo do dominio catalitico, realizado atraves da medida do raio de giro ao

longo de 50 ns de simulacéo (Figura 10). Neste grafico podemos observar que a
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proteina selvagem apresenta movimentos de expansao e contra¢do do seu barril,
movimentos que ocorrem devido a auséncia do substrato no sitio ativo tornando-o
mais maleavel. Em relacdo ao mutante R89Q verificamos que ele se mantém
mais estavel ao longo da dindmica, dando um aspecto mais rigido ao barril. J4 0
mutante R89W parece apresentar trés momentos de expansdo. O que chama a
atencdo é que mesmo que esses movimentos de contracdo e expansao do barril
sejam menores, o tamanho do barril se manteve maior no conjunto da simulacao,

guando comparado com a proteina selvagem e a mutante R89Q.
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Figura 11: Flutuacao quadratica média dos residuos do dominio catalitico da IDUA.

Uma vez avaliado o comportamento do Barril em relagcdo aos seus
movimentos de contracdo e expansao passamos agora para uma avaliacdo mais
detalhada da flutuac&o dos residuos que fazem parte desse dominio. Verificamos
gue a proteina selvagem apresenta alguns picos de elevada mobilidade que se
encontram em regides de alca Figura 11. H4 somente dois picos que néo
correspondem a regides de alca, o da regido 167 e o da regido 287, os quais
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correspondem ao final das hélices a3 e a6, respectivamente. O pico da regido 140
foi mais pronunciado na proteina selvagem e ausente no mutante R89Q. Na
regidao 137 (alga entre a B3 e a3) verificamos uma mobilidade maior na selvagem
e no mutante R89W em relacdo a R89Q. Outra diferenca encontra-se na regido
187 (alga entre B4 e a4) onde se localiza o glutamato catalitico que apresentou
menor flutuagdo no mutante R89Q. Por sua vez a regido 305 (alga entre B7 e a7),
onde se localiza o glutamato nucleofilico, apresentou maior flutuacdo no mutante
R89Q do que na selvagem e no mutante R89W. Outra alteracdo observada se
refere a regido 337 (alga entre a a7 e B8), que apresenta uma maior flutuagdo nas

mutantes do que na selvagem.
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Figura 12: Variacdo da distancia entre os residuos cataliticos ao longo de 50 ns de simulacédo. (A) Distancia absoluta, linha vermelha representa a regido

abaixo de 5,5 A. (B) Distancia média. (C) sobreposicdo da estrutura inicial apés minimizacdo de energia (tonalidade clara) com a estrutura no final da
simulacéo (50ns).



Uma vez avaliado o dominio do Barril (af8)s passamos para a avaliagao dos
residuos responsaveis pela reacdo catalitica da IDUA, o glutamato 182 (E182) e o
glutamato 299 (E299). O E182 tem a funcdo na catalise e o E299 atua como
nucleofilo. Na Figura 12 sdo apresentadas as medidas da distancia entre os dois
glutamatos realizadas nas estruturas antes e apos a simulagédo de 50 ns. A distancia
inicial observada entre os dois glutamatos ap6s minimizacdo de energia foi de 6 A
para a IDUA selvagem e 53 e 57 A para os mutantes R89Q e RS89W,
respectivamente. Essa distancia foi monitorada ao longo da simulacdo de 50 ns de
dindmica molecular e os resultados podem ser visualizados na Figura 12. Na
proteina selvagem as distancias entre o E182 e E299 permaneceram em média de
7,5 A. O mutante R89Q apresentou um aumento grande nesta distancia nos 10 ns
iniciais da simulacdo chegando a alcancar uma distancia maxima de 12,5 A, apos
esse periodo houve uma estabilizagdo em torno de 7,5 A, semelhante a selvagem.
Por outro lado o mutante R89W apresentou um comportamento bem diferenciado
atingindo uma distancia média entre os dois residuos de 12,5 A ao longo da
simulacdo. A andlise do raio de giro mostrou que embora o mutante R89W néo
apresente movimentos grandes de expansdo e contracdo, o seu raio de giro do
dominio catalitico se manteve maior do que a selvagem e a mutante R89Q durante a
maior parte do periodo simulado. Este comportamento global do barril, por sua vez,
pode estar afetando a distancia entre os dois glutamatos. Andalises de bioinformatica
e estudos experimentais identificaram dois residuos no sitio ativo da IDUA, o E182
atuando como catalista acido/base e o0 E299 como sendo o nucledfilo (Brooks et al.,
2001; Durand et al., 2000; Henrissat & Davies, 1997). A familia 39 das Glicosil-
hidrolases além de compartilhar o mesmo dominio estrutural Barril Tim compartilham
a mesma funcdo catalitica, hidrolisando a ligacdo glicosidica através de um
mecanismo de catalise acida envolvendo dois passos. Estas hidrolases apresentam
dois residuos de glutamatos em direcbes opostas com uma distancia aproximada de
5,5 A (Henrissat & Davies, 1997). A proteina B-D-xylosidase de T. saccharolyticum foi

a primeira proteina cristalografada desta familia, e foi demonstrado que a média da
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distancia entre esses dois residuos é de 5,05 A, semelhante ao que foi observado
nesse trabalho para a IDUA selvagem (Yang et al., 2004). E importante ressaltar que
embora houve um comportamento semelhante em relacdo a distancia média ao
longo da simulacdo entre a selvagem e a R89Q, foi a proteina selvagem que
apresentou uma maior frequéncia da distancia ideal de 5,5 A entre os residuos
cataliticos ao longo da dindmica (Figura 12 delimitada pela regido abaixo da linha
vermelha).

Sabe-se da importancia das ligacdes de hidrogénio e de outras interacdes
moleculares para a manutencdo da estrutura da proteina. Considerando o exposto,
outra abordagem utilizada foi avaliar o numero de ligagdes de hidrogénio na proteina
selvagem e nas mutantes. A estrutura inicial do modelo-4JXP apresentou 532
ligacdes de hidrogénio, esse numero de ligacdes foi menor para os mutantes R89W
e R89Q, os quais apresentaram 527e 515 respectivamente.

Na Figura 13 sdo apresentadas as quantidade de ligacdes de hidrogénio
realizadas pelo residuo 89 na proteina selvagem e nos mutantes na regido do
dominio catalitico da IDUA. Observamos que no inicio da simulacdo a proteina
selvagem apresenta um maior numero de interacbes quando comparado aos dois
mutantes. Entretanto, no decorrer da dindmica esse numero diminui um pouco,
mantendo uma média de aproximadamente 2,5 ligacdes. Na simulacdo do mutante
R89Q sédo observadas grandes flutuacées nos primeiros 25 ns, ap0s esse periodo o
namero médio de interagBes fica em torno de 3. Por sua vez, a troca de uma arginina
por um triptofano (R89W) diminui o nimero de interacées do residuo 89, o qual
oscila entre uma e duas ligacdes de hidrogénio ao longo dos 50 ns de simulacéo.

Além disso, foram computados os residuos que fazem pontes de hidrogénio
com a arginina 89, através da recuperacdo de uma estrutura em cada um dos
intervalos; 0 (estrutura submetida a minimizacéo de energia), 10, 20, 30, 40 e 50 ns
além da estrutura inicial. Na Tabela 5 pode-se observar o numero de ligacdes de
hidrogénio no modelo inicial (antes da minimizagcdo de energia), sendo que a

proteina selvagem apresentou 9 ligacdes enquanto as mutantes R89W e R89Q
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apresentaram 2 e 3 ligacdes respectivamente. Pode-se verificar que o nimero de
ligagbes varia ao longo da simulagdo bem como os residuos com o0s quais 0
aminoacido 89 faz contato. A troca de uma arginina (R) por um triptofano (W) no
mutante R89W causa uma diminuicdo no namero de ligacdes de hidrogénio tanto na
proteina inicial como durante a simulagdo, uma vez que foram observadas um total
de duas a trés ligacbes nos pontos amostrados. J4 a substituicdo de uma arginina na
posicdo 89 por uma glutamina (Q) altera o nimero de pontes na estrutura inicial (3
ligacdes), entretanto ao decorrer da simulacdo o numero de ligagcdes de hidrogénio
aumenta, se aproximando ao observado para a selvagem. Outro ponto a ser
salientado refere-se aos residuos que formam as ligacdes com o residuo R89.
Chamo a atencéo para os residuos F46, T50, E178, N181 e E299, observados na
estrutura inicial da IDUA selvagem e que se mantém em grande parte das avaliacdes
durante a simulacdo. Embora uma interagdo com o glutamato 299 (E299) tenha sido
observada somente na estrutura inicial, esta merece destaque uma vez que
corresponde ao residuo nucledfilo. Ao longo da simulacéo, esta interacdo parece ser
substituida por uma ligacdo com o residuo anterior, D298. O residuo R89 - localizado
no final da segunda folha beta do barril - estabelece contato entre a primeira (F48,
T50) e quarta (E178) folha B. Além disso, também realiza contato com a asparagina
181 (N181), localizada em uma regido de al¢a ao lado do glutamato catalitico (E182),
e com o residuo E299 (nucledfilo), localizado na alga posterior a folha p7. Esses
contatos sdo alterados ao longo da simulacdo. Uma vez delineada a rede de
interacdes do residuo R89 que estabelece contatos com as estruturas secundarias
do barril, partimos para a visualizacdo da rede dos mutantes. A rede para o mutante
R89Q também apresenta interacdes ao longo da simulacdo com residuos da quarta
(E178) e sétima (D298) folhas betas como, observado para a proteina selvagem. O
residuo W89 estabelece contato com a primeira folha 3 (F48 e T50) e com a terceira
(E131) folha B, perdendo as interagbes com a quarta e sétima folha 3. Interagdes
com as folhas B4 e B7 parecem ser importantes, uma vez que os residuos E182 e

E299 se localizam proximos a estas estruturas (regides de alcas adjacentes).
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Figura 13: Impacto das mutagées R89W e R89Q em relagdo ao nimero de ligagBes de hidrogénio realizadas
pelo residuo 89. E possivel observar uma redugéo no ndmero de ligages da mutante R89W, quando comparada
com a proteina selvagem. Grafico superior apresenta o nimero absoluto de liga¢cdes de hidrogénio ao longo do
tempo, enquanto o gréfico inferior apresenta uma média dos pontos do grafico superior.
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Tabela 5: Ligagbes de hidrogénio formadas pelo residuo 89 em diferentes pontos da simulagdo. Arginina na
proteina selvagem, W e Q nos mutantes.

Modelo-4jxp RSOW R89Q
(IDUA selvagem)
Estruturas  Residuos  Total LH® Residuos Total LH* Residuos  Total LH®
Inicial F46, T50, 9 F46, TS50 2 F46, T50, 3
E178, N181, D298
H262, N297,
E299
o° T50, E178, F46, T50, E131 3 F46, T50, 5
N181 Q87, E131,
D298
10 F46, T50, F46, T50 2 F46, T50, 4
E178, D298 E131, E178,
20 F46, T50, F46, TS50 2 F46, T50 2
G129
30 F46, T50, F46, T50 2 F46, T50, 4
Q87, N181 E131, E178,
40 F46, T50, F46, T50, E131 3 S49, F46, T50, 6
E178, N181 E131, E178,
N181
50 F46, T50, 6 F46, T50, E131 3 S49, F46, T50, 5
Ho1, Q87, E131
G129,E178,

®LH - Ligag6es de hidrogénio

®0 — Estrutura apo6s minimizagdo de energia

Outra abordagem realizada foi a verificacdo das estruturas secundarias no
inicio e no final das simulacdes. Ao avaliar a sobreposicdo das estruturas nos
extremos da simulacdo verificamos que os dois mutantes apresentaram uma
desestruturacdo da hélice a6, mostrando que ambas mutacfes afetam a estrutura da
proteina, mas com efeito mais acentuado no mutante R89W (Figura 14).

A MPS tipo | € caracterizada pelo acumulo progressivo de
glicosaminoglicanos nao digeridos devido a inativagdo, auséncia ou baixa atividade
da enzima a-L-iduronidase. Esta proteina é responsavel pela clivagem de residuos
terminais do &acido-idurénico do heparan sulfato e dermatan sulfato (Hopwood &
Morris, 1990). Até o momento, aproximadamente 119 mutacdes diferentes no gene
da IDUA foram identificadas e depositadas no banco de dados HGMD. Dentre estas,
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duas muta¢gBes R89W e R89Q sdo responsaveis por um fendtipo clinico atenuado da
doenca (Hein et al., 2003). Yang e colaboradores (2004) através da cristalizacédo da
enzima B-xylosidase, identificaram os residuos cataliticos no sitio ativo desta enzima
e demonstraram a importancia da arginina 89. O sitio catalitico é conservado dentro
da familia 39 das glicosidases, onde a IDUA se encontra, apresentando dois
glutamatos cataliticos (E182 e E299). Segundo os autores, a arginina 89 interage
com o nucledfilo catalitico (E299), assegurando que ele permaneca desprotonado.
Avaliando a estrutura cristalizada da IDUA depositada no PDB com o cédigo 4JXP
observamos que o residuo R89 apresenta ligacao de hidrogénio com o residuo E299.
Da mesma forma, o modelo da estrutura selvagem construido neste trabalho
(Modelo-4JXP) também apresentou interacdo com este residuo (E299), assegurando
a qualidade do modelo utilizado neste trabalho. Cada aminoacido apresenta
caracteristicas especificas em relacdo ao tamanho, carga e hidrofobicidade. A
proteina selvagem apresenta uma arginina como ativador catalitico, o qual é
carregado positivamente. Entretanto, essa carga € perdida quando ocorre a troca por
uma glutamina (Q), que € neutra. Além da diferenca na carga ha também alteracdo
no tamanho, uma vez que o residuo mutante (Q) € menor do que o selvagem (R). O
impacto no tamanho influenciou tanto a quantidade de ligacdes de hidrogénio
realizada por este residuo quanto os residuos que sdo contatados. Na Figura 13
observamos que a R89 apresenta um grande numero de ligacées de hidrogénio nos
8 ns iniciais da simulacao, alcancando um valor maximo de 8 ligacdes. Este valor
nao foi alcancado pelas mutantes Q89 e W89, que atingiram valores méaximos de 5 e
3 ligagbes de hidrogénio, respectivamente. Em relacdo aos residuos que sao
contatados, verificamos que o Q89 estabelece contatos novos que ndo foram
observados na selvagem, como é o caso da interacdo com o E131 (Tabela 5). Além
disso, a interagcdo com a asparagina 181 (N181) s¢ foi observada uma vez em 40 ns,
enquanto que na R89 foi observada em todas as conformagdes amostradas

(excecao de 20 ns).
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Modelo-4JXP

Figura 14: Comparacao do dominio catalitico da IDUA selvagem e dos mutantes no inicio e ao final de 50 ns de simulacéo. Tonalidades mais claras
representam a estrutura inicial, tonalidades mais escuras a estrutura final aos 50 ns. A hélice a6 é indicada.
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Com relagdo a analise de contatos realizados pelo residuo W89, verificou-se
gue estes sao estabelecidos com a fenilalanina 46 (F46), treonina 50 (T50) e
glutamato 131 (E131). Estas interagbes contatam as folhas B1 e B2 do barril
hidrofébico, sendo perdido o contato com as folhas B4 e B7 préximo a localizacao
dos glutamatos cataliticos (E182, E199). Estas alteracbes podem ser explicadas pelo
fato do triptofano ser um aminoacido neutro enquanto que a arginina é carregada
positivamente. Outro ponto importante é que o triptofano € maior e mais hidrofobico
do que a arginina. O encaixe de um aminoacido maior no barril interfere nas
interacdes estéricas e no numero de ligacées de hidrogénio, podendo interferir no
aumento do didametro do préprio barril. Este efeito pode ser observado no gréafico do
raio de giro (Figura 10), onde o mutante R89W apresentou um valor maior do que a
selvagem e a mutante R89Q. Outro ponto a ser salientado é o fato do mutante R89W
apresentar uma distancia muito maior entre os dois glutamatos cataliticos, chegando
a valores de 15 A. Todas estas alteracdes apontam para uma maior altera¢&o no sitio
catalitico do mutante R89W, quando comparado ao mutante R89Q. De fato, Hein e
colaboradores (2003) verificaram que substituicbes da arginina 89 ocasionam
alteracdes na atividade catalitica, sem ocasionar a perda completa da atividade.
Através de ensaios in vitro, os autores determinaram que a atividade catalitica
especifica da IDUA R89W foi 10 vezes menor do que o controle, enquanto que a
atividade especifica da mutante R89Q foi apenas duas vezes menor do que 0O
controle (Hein et al., 2003). Outro ponto importante levantado pelos autores é o fato
de que pacientes MPS | portadores do alelo R89W apresentavam niveis normais da
proteina em extratos de fibroblastos, enquanto que os portadores da mutacdo R89Q
apresentavam niveis reduzidos da enzima. Os pesquisadores sugeriram que a
alteracdo de uma arginina por uma glutamina poderia estar provocando alteracbes
estruturais na enzima, dificultando o seu transporte ao lisossomo. Quando foi
avaliada a atividade total, o impacto da mutacdao R89Q (reducdo de 20 vezes) foi

maior do que a R89W (reducéo de 10 vezes), sendo que esta diferenca foi justificada
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pela menor quantidade da enzima R89Q presente. Esse resultado explica o fato dos
pacientes portadores do alelo R89W apresentarem um fenétipo mais brando em
relacdo aos portadores do R89Q.

Neste trabalho observamos que a troca de uma arginina por uma glutamina
na regido 89 apresentou um impacto no sitio catalitico menor do que a substituicao
por um triptofano (W), estes resultados estdo de acordo com os obtidos por Hein et
al., 2003 que demonstraram através de testes in vitro uma atividade catalitica
especifica menor do R89W quando comparado ao R89Q.

Uma questdo a ser discutida refere-se ao fato da mutagédo R89Q apresentar
um impacto maior no trajeto ao lisossomo do que propriamente a sua atividade
catalitica. De fato a IDUA humana apresenta seis sitios de glicosilacdo (Asparaginas
110, 190, 336, 372, 415 e 451) importantes para o enderecamento e transporte para
o lisossomo. No complexo de golgi, enzimas especificas convertem as N-glicanas do
tipo high-manose em glicanas complexas, um processo que envolve uma série de
passos e liberacdo na acessibilidade das cadeias das glicanas para o processamento
pelo complexo golgi (Kermode 1996, Lerouge et AL., 1998). Dentre os seis sitios de
glicosilacdo destaca-se a importancia da glicana ligada a asparagina 372 (N372), a
qual faz parte de um sistema de qualidade impedindo o transporte de proteinas que
ndo estejam completamente dobradas. Essa etapa € realizada através da
fosforilacdo de um oligossacarideo, de forma que a auséncia de fosforilacdo indica
gue este sitio ndo esta acessivel a fosfotransferase que catalisa o primeiro passo na
sintese do sinal. Outros dois sitios de glicosilacdo importantes sdo o0 N336 e N451
gue sdo marcados com a manose-6-fosfato para serem transportados via receptor
manose-6-fosfato até o lisossomo (Zhao, 1997). Considerando o exposto, a mutacao
R89Q deve afetar estruturalmente algum ponto chave da proteina que altera o
processo de glicosilacdo ou processamento das glicanas, entretanto, esse processo

nao foi avaliado neste trabalho.
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5 Conclusodes

A realizacdo da modelagem molecular de proteinas que possuem moldes
com baixa identidade deve ser realizada com cautela e, pelos nossos resultados,
utilizar mais de uma técnica de construcdo de modelos. No nosso caso, as técnicas
gue apresentaram os melhores desempenhos foi a de modelagem mista (utilizando a
ferramenta I-tasser) bem como a modelagem por homologia (através da ferramenta
Modeller 9v9) utilizando um alinhamento baseado em reconhecimento de padrdes de
enovelamento. A escolha do melhor modelo também é outro ponto critico para a
modelagem e deve contemplar validadores com diferentes caracteristicas como 0s
apresentados e utilizados neste trabalho. Além disso, destacamos a importancia da
inclusdo da simulacdo de dinamica molecular como passo final na avaliacdo dos
modelos levando em consideracdo a manutencéo das estruturas secundarias.

A sobreposicdo do dominio catalitico dos dois melhores modelos gerados
neste trabalho (IDUA-PM e I-tasser) com o cristal da IDUA (4JXP) apresentou um
RMSD de 5,78 e 6,35 A. Esses valores sdo duas vezes menores do que o do modelo
previamente publicado 1Y24 (12,24 A). Isto demonstra o ganho de desempenho de
nossas abordagens, o que justifica a utilizagdo deste protocolo para a modelagem
das outras enzimas da via de degradacao de GAGs.

Com relacdo aos dados de dindmica molecular, a substituicio de uma
arginina (R) na posi¢cao 89 por um triptofano (W) apresentou um impacto maior no
sitio ativo da IDUA do que a substituicdo por uma glutamina (Q). Esse impacto se
refletiu tanto no nimero de ligacdes de hidrogénio realizadas pelo residuo na posi¢éao
89 e nas distancias dos dois glutamatos cataliticos (E182 e E299) gquanto na
desestruturacdo da hélice a6. Estes resultados corroboram os testes in vitro onde o
mutante R89W apresentou uma atividade catalitica especifica menor do que R89Q
quando comparado a enzima selvagem (R89).
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6 Perspectivas

A via de degradacdo de GAGs é composta por 11 enzimas, cinco delas
(Iduronato sulfatase - MPS Il heparan-N-sulfatase - MPS |IlIA, N-
acetilglicosaminidase — MPSIIIB, acetil-CoA-alfa-glucosamina acetiltransferase -
MPS IlIC, N-acetilglicosamina 6-sulfatase- MPSIIID) ainda ndo possuem cristal e 0s
moldes disponiveis apresentam uma baixa identidade. Desta forma, pretendemos
utilizar a metodologia deste trabalho para a modelagem da IDUA humana para
modelar a estrutura tridimensional das outras enzimas da via envolvidas nas
diferentes formas de MPS.

Neste trabalho escolhemos duas mutacdes que ocorrem no mesmo
residuo e apresentam impactos diferenciados na proteina. Até o momento
conseguimos avaliar as mutacfes em relacdo ao sitio ativo inferindo relagcdes com a
sua atividade catalitica. Como perspectiva, pretendemos avaliar a simulacdo destas
mutantes considerando tanto os sitios de glicosilacdo quanto os diferentes pHs
encontrados pela proteina, uma vez que estes sdo pontos importantes tanto para o
trajeto da proteina ao lisossomo quanto para a sua atividade enzimatica. E
importante salientar que a compreensdo do efeito de cada mutacdo é importante
tanto para a escolha do tratamento a ser administrado quanto para o

desenvolvimento de novas terapias.

66



7 Referéncias

Benkert P, Tosatto SC and Schomburg D (2008) QMEAN: A comprehensive scoring
function for model quality assessment. Proteins 71:261-277.

Bowie JU, Luthy R and Eisenberg D (1991) A method to identify protein sequences
that fold into a known three-dimensional structure. Science 253:164-170.

Branden C and Tooze J (1991) Introduction to protein structure., New York.

Braunlin EA, Berry JM and Whitley CB (2006) Cardiac findings after enzyme
replacement therapy for mucopolysaccharidosis type I. Am J Cardiol 98:416-
418.

Braunlin EA, Harmatz PR, Scarpa M, Furlanetto B, Kampmann C, Loehr JP, Ponder
KP, Roberts WC, Rosenfeld HM and Giugliani R (2011) Cardiac disease in
patients  with  mucopolysaccharidosis:  presentation, diagnosis and
management. J Inherit Metab Dis 34:1183-1197.

Brooks Da, Fabrega S, Hein LK, Parkinson EJ, Durand P, Yogalingam G, Matte U,
Giugliani R, Dasvarma a, Eslahpazire J et al. (2001) Glycosidase active site
mutations in human alpha-L-iduronidase. Glycobiology 11:741-750.

Cavasotto CN and Phatak SS (2009) Homology modeling in drug discovery: current
trends and applications. Drug discovery today 14:676-683.

Chandar SS and Mahalingam K (2012) Mucopolysaccharidosis type |: Homology
modeling and docking analysis of the lysosomal enzyme, human a-L-
iduronidase. African Journal of Pharmacy and Pharmacology 6:2027.

Chothia C and Lesk AM (1986) The relation between the divergence of sequence and
structure in proteins. EMBO J 5:823-826.

Coutinho MF, Prata MJ and Alves S (2012) Mannose-6-phosphate pathway: a review
on its role in lysosomal function and dysfunction. Molecular genetics and
metabolism 105:542-550.

D'Aco K, Underhill L, Rangachari L, Arn P, Cox GF, Giugliani R, Okuyama T, Wijburg
F and Kaplan P (2012) Diagnosis and treatment trends in
mucopolysaccharidosis I: findings from the MPS | Registry. Eur J Pediatr
171:911-919.

D'Alfonso G, Tramontano A and Lahm A (2001) Structural conservation in single-

67



domain proteins: implications for homology modeling. J Struct Biol 134:246-
256.

Daggett V (2002) Molecular dynamics simulations of the protein unfolding/folding
reaction. Acc Chem Res 35:422-429.

Della-Longa S and Arcovito A (2013) Structural and functional insights on folate
receptor alpha (FRa) by homology modeling, ligand docking and molecular
dynamics. J Mol Graph Model 44C:197-207.

Dietz HC (2010) New therapeutic approaches to mendelian disorders. N Engl J Med
363:852-863.

Durand P, Fabrega S, Henrissat B, Mornon JP and Lehn P (2000) Structural features
of normal and mutant human lysosomal glycoside hydrolases deduced from
bioinformatics analysis. Human molecular genetics 9:967-977.

Durand P, Lehn P, Callebaut I, Fabrega S, Henrissat B and Mornon JP (1997) Active-
site motifs of lysosomal acid hydrolases: invariant features of clan GH-A
glycosyl hydrolases deduced from hydrophobic cluster analysis. Glycobiology
7:277-284.

Eisenberg D, Luthy R and Bowie JU (1997) VERIFY3D: assessment of protein
models with three-dimensional profiles. Methods Enzymol 277:396-404.

Eswar N, Webb B, Marti-Renom MA, Madhusudhan MS, Eramian D, Shen MY, Pieper
U and Sali A (2007) Comparative protein structure modeling using
MODELLER. Curr Protoc Protein Sci Chapter 2:Unit 2 9.

Gerstein M, Lesk AM and Chothia C (1994) Structural mechanisms for domain
movements in proteins. Biochemistry 33:6739-6749.

Ginalski K (2006) Comparative modeling for protein structure prediction. Curr Opin
Struct Biol 16:172-177.

Giugliani R, Federhen A, Munoz Rojas MV, Vieira TA, Artigalas O, Pinto LL, Azevedo
AC, Acosta AX, Bomfim C, Lourenco CM et al. (2010a) [Enzyme replacement
therapy for mucopolysaccharidoses |, Il and VI: recommendations from a
group of Brazilian F experts]. Rev Assoc Med Bras 56:271-277.

Giugliani R, Federhen A, Rojas MVM, Vieira T, Artigalas O, Pinto LL, Azevedo AC,
Acosta A, Bonfim C, Lourengo CM et al. (2010b) Mucopolysaccharidosis |, I,
and VI: Brief review and guidelines for treatment. Genetics and molecular
biology 33:589-604.

68



Hansson T, Oostenbrink C and van Gunsteren W (2002) Molecular dynamics
simulations. Curr Opin Struct Biol 12:190-196.

Hartung SD, Frandsen JL, Pan D, Koniar BL, Graupman P, Gunther R, Low WC,
Whitley CB and Mclvor RS (2004) Correction of metabolic, craniofacial, and
neurologic abnormalities in MPS | mice treated at birth with adeno-associated
virus vector transducing the human alpha-L-iduronidase gene. Mol Ther 9:866-
875.

Harvey AJ, Hrmova M, De Gori R, Varghese JN and Fincher GB (2000) Comparative
modeling of the three-dimensional structures of family 3 glycoside hydrolases.
Proteins 41:257-269.

Hein LK, Hopwood JJ, Clements PR and Brooks Da (2003) The a-l-iduronidase
mutations R89Q and R89W result in an attenuated mucopolysaccharidosis
type | clinical presentation. Biochimica et Biophysica Acta (BBA) - Molecular
Basis of Disease 1639:95-103.

Henrissat B and Davies G (1997) Structural and sequence-based classification of
glycoside hydrolases. Curr Opin Struct Biol 7:637-644.

Hillisch A, Pineda LF and Hilgenfeld R (2004) Utility of homology models in the drug
discovery process. Drug Discov Today 9:659-669.

Hooft RW, Vriend G, Sander C and Abola EE (1996) Errors in protein structures.
Nature 381:272.

Hopwood JJ and Morris CP (1990) The mucopolysaccharidoses. Diagnosis,
molecular genetics and treatment. Mol Biol Med 7:381-404.

Huber R and Bennett Jr WS (1983) Functional significance of flexibility in proteins.
Biopolymers 30:239-256.

Karplus M and McCammon JA (2002) Molecular dynamics simulations of
biomolecules. Nat Struct Biol 9:646-652.

Kelley LA and Sternberg MJ (2009) Protein structure prediction on the Web: a case
study using the Phyre server. Nat Protoc 4:363-371.

Kulleperuma K, Smith SM, Morgan D, Musset B, Holyoake J, Chakrabarti N, Cherny
VV, DeCoursey TE and Pomes R (2013) Construction and validation of a
homology model of the human voltage-gated proton channel hHV1. J Gen
Physiol 141:445-465.

69



Kwon T, Harris AL, Rossi A and Bargiello TA (2011) Molecular dynamics simulations of
the Cx26 hemichannel: evaluation of structural models with Brownian
dynamics. J Gen Physiol 138:475-493.

Laskowski RA, Moss DS and Thornton JM (1993) Main-chain bond lengths and bond
angles in protein structures. J Mol Biol 231:1049-1067.

Liu T, Tang GW and Capriotti E (2011) Comparative modeling: the state of the art and
protein drug target structure prediction. Comb Chem High Throughput Screen
14:532-547.

Lovell SC, Davis IW, Arendall WB, 3rd, de Bakker PI, Word JM, Prisant MG,
Richardson JS and Richardson DC (2003) Structure validation by Calpha
geometry: phi,psi and Cbeta deviation. Proteins 50:437-450.

Luthy R, Bowie JU and Eisenberg D (1992) Assessment of protein models with three-
dimensional profiles. Nature 356:83-85.

Marti-Renom MA, Stuart AC, Fiser A, Sanchez R, Melo F and Sali A (2000)
Comparative protein structure modeling of genes and genomes. Annu Rev
Biophys Biomol Struct 29:291-325.

Mayer FQ, 2011 Desenvolvimento de Novas Abordagens Mucopolissacaridose Tipo I.
Tese de Doutorado.

Mayer FQ, Artigalds OA, Lagranha VL, Baldo G, Schwartz IV, Matte U, Giugliani R
(2012) Chloraphenicol enhances IDUA activity on fibroblasts from
mucopolysaccharidosis | patients Curr Pharm Biotechnol. 2013 Feb;14(2):194-
8.

McCammon JA, Gelin BR and Karplus M (1977) Dynamics of folded proteins. Nature
267:585-590.

McGuffin LJ (2008) The ModFOLD server for the quality assessment of protein
structural models. Bioinformatics (Oxford, England) 24:586-587.

McGuffin LJ, Buenavista MT and Roche DB (2013) The ModFOLD4 server for the
quality assessment of 3D protein models. Nucleic Acids Res 41:W368-W372.

Muenzer J and Fisher A (2004) Advances in the treatment of mucopolysaccharidosis
type I. The New England journal of medicine 350:1932-1934.

Muro S (2010) New biotechnological and nanomedicine strategies for treatment of
70



lysosomal storage disorders. Wiley interdisciplinary reviews. Nanomedicine
and nanobiotechnology 2:189-204.

Neufeld EF and Muenzer J (2001) The mucopolysaccharidoses. In: Scriver CR,
Beaudet AL, Sly WS, Valle D, Childs B, Kinzler KW and Vogelstein B (eds) The
Metabolic and Molecular Bases of Inherited Disease. 8th edition edition.
McGraw-Hill, Medical Publishing Division, pp 3421.

Parenti G (2009) Treating lysosomal storage diseases with pharmacological
chaperones: from concept to clinics. EMBO Mol Med 1:268-279.

Pastores GM, Arn P, Beck M, Clarke JTR, Guffon N, Kaplan P, Muenzer J, Norato
DYJ, Shapiro E, Thomas J et al. (2007) The MPS | registry: design,
methodology, and early findings of a global disease registry for monitoring
patients with Mucopolysaccharidosis Type |I. Molecular genetics and
metabolism 91:37-47.

Platania C, Salomone S, Leggio G, Drago F and Bucolo C (2012) Homology Modeling
of Dopamine D2 and D3 Receptors: Molecular Dynamics Refinement and
Docking Evaluation. Plos One 7:1-12.

Prasad VK and Kurtzberg J (2010) Transplant outcomes in mucopolysaccharidoses.
Seminars in hematology 47:59-69.

Raval A, Piana S, Eastwood MP, Dror RO and Shaw DE (2012) Refinement of protein
structure homology models via long, all-atom molecular dynamics simulations.
Proteins 80:2071-2079.

Rempel BP, Clarke LA and Withers SG (2005) A homology model for human alpha-I-
iduronidase: insights into human disease. Molecular genetics and metabolism
85:28-37.

Roy A, Kucukural A and Zhang Y (2007) I-TASSER: a unified platform for automated
protein structure and function prediction. Nat Protoc 5:725-738.

Sali A and Blundell TL (1993) Comparative protein modelling by satisfaction of spatial
restraints. J Mol Biol 234:779-815.

Sanchez MB and Fuentes FJR (2001) Mucopolisacaridosis. In: Sanjurjo P and
Baldellou A (eds) Diagnéstico y tratamiento de las enfermedades metabdlicas
hereditarias. Ediciones Argon, Madrid.

Schuchman EH and Desnick RJ (1988) Mucopolysaccharidosis type | subtypes.
Presence of immunologically cross-reactive material and in vitro enhancement

71



of the residual alpha-L-iduronidase activities. J Clin Invest 81:98-105.

Sifuentes M, Doroshow R, Hoft R, Mason G, Walot I, Diament M, Okazaki S, Huff K,
Cox GF, Swiedler SJ et al. (2007) A follow-up study of MPS | patients treated
with laronidase enzyme replacement therapy for 6 years. Mol Genet Metab
90:171-180.

Sippl MJ (1993) Recognition of errors in three-dimensional structures of proteins.
Proteins 17:355-362.

Soliman OIl, Timmermans RG, Nemes A, Vletter WB, Wilson JH, ten Cate FJ and
Geleijnse ML (2007) Cardiac abnormalities in adults with the attenuated form
of mucopolysaccharidosis type I. J Inherit Metab Dis 30:750-757.

Tylki-Szymanska A, Rozdzynska A, Jurecka A, Marucha J and Czartoryska B (2010)
Anthropometric data of 14 patients with mucopolysaccharidosis I: retrospective
analysis and efficacy of recombinant human alpha-L-iduronidase (laronidase).
Mol Genet Metab 99:10-17.

Van Der Spoel D, Lindahl E, Hess B, Groenhof G, Mark AE and Berendsen HJ (2005)
GROMACS: fast, flexible, and free. J Comput Chem 26:1701-1718.

Vijay S and Wraith JE (2005) Clinical presentation and follow-up of patients with the
attenuated phenotype of mucopolysaccharidosis type |. Acta Paediatr 94:872-
877.

Wallner B and Elofsson A (2003) Can correct protein models be identified? Protein Sci
12:1073-1086.

Warshel A (2002) Molecular dynamics simulations of biological reactions. Acc Chem
Res 35:385-395.

Winchester B (2005) Lysosomal metabolism of glycoproteins. Glycobiology 15:1R-
15R.

Yang JK, Yoon HJ, Ahn HJ, Lee BI, Pedelacq JD, Liong EC, Berendzen J, Laivenieks
M, Vieille C, Zeikus GJ et al. (2004) Crystal structure of beta-D-xylosidase from
Thermoanaerobacterium saccharolyticum, a family 39 glycoside hydrolase. J
Mol Biol 335:155-165.

Zhang Y (2008) I-TASSER server for protein 3D structure prediction. BMC
Bioinformatics 9:40.

Zhao KW (1997) Carbohydrate Structures of Recombinant Human alpha -L-
72



Iduronidase Secreted by Chinese Hamster Ovary Cells. Journal of Biological
Chemistry 272:22758-22765.

Zhou H and Zhou Y (2002) Distance-scaled, finite ideal-gas reference state improves
structure-derived potentials of mean force for structure selection and stability
prediction. Protein Science 11:2714-2726.

Zhu J, Fan H, Periole X, Honig B and Mark AE (2008) Refining homology models by

combining replica-exchange molecular dynamics and statistical potentials.
Proteins 72:1171-1188.

73



