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1 INTRODUCAO

A atividade de bombas de efluxo em Mycobacterium tuberculosis esta
relacionada a resisténcia a multiplos antimicrobianos. Por exemplo, a bomba de
efluxo Tap (Rv1258c) tem sido relacionada a resisténcia a diferentes
antimicrobianos, tais como: tetraciclina, aminoglicosidios, ofloxacina, rifampicina e
isoniazida. Para um design racional de antimicrobianos para o tratamento da
tuberculose, é importante levar em consideragdo o mecanismo de efluxo em geral,
em particular a acdo da Tap. Neste sentido o conhecimento da estrutura
tridimensional da Tap € essencial. A dificuldade de cristalizar uma proteina integral
de membrana tem exigido o uso de novas alternativas como a determinagcéo desta
estrutura a partir de métodos computacionais. O objetivo deste trabalho consiste em
construir um modelo estrutural adequado in silico para a bomba de efluxo Tap.

2 REFERENCIAL TEORICO

Bombas de efluxo sdo quaisquer proteinas transmembrana com a capacidade
de transportar moléculas para o exterior das células (Walmsley et al., 2003). Estas
proteinas sdo importantes na resisténcia bacteriana a multiplas drogas por
realizarem a extrusdo de antibidticos. A bomba de efluxo Tap esta presente em
bactérias do género Mycobacterium como M. tuberculosis, o principal agente
causador da tuberculose em seres humanos. A bomba de efluxo Tap confere
resisténcia a antibidticos de diferentes classes de antimicrobianos (da Silva et al.,
2011). Para melhor entender a fisiologia das bombas de efluxo, &€ necessaria uma
maior compreensao sobre suas estruturas. A modelagem computacional permite um
maior entendimento sobre os parametros estruturais que influenciam na extrusao de
compostos, fundamental para o desenvolvimento racional de uma molécula inibidora
de efluxo.

3 MATERIAIS E METODOS

Utilizou-se a modelagem molecular comparativa, que consiste em usar
estruturas de proteinas homadlogas (proteinas-molde) como base para a estrutura da
proteina-alvo (no caso, a Tap). Os softwares Phyre2 e Itasser foram utilizados para a
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modelagem a partir do uso de bancos de dados de estruturas para selecionar
estruturas moldes e técnica de alinhamento para construir os modelos. Para analisar
as qualidades quimica, fisica e geométrica das estruturas foram utilizados os
softwares de validagcdo ModFold, Verify3D e Procheck.

4 RESULTADOS e DISCUSSAO

Verify3D analisou as estruturas 3D em comparacdo com suas estruturas
primérias utilizando uma matriz 3D-1D. O modelo Phyre2 (Figura la) obteve 67,5%
dos seus residuos com um score 3D-13 maior que 0,2, enquanto o modelo Itasser
(Figura 1b) teve 75,42% dos seus residuos com esta qualidade. ModFold calculou
um score global, incluindo todos os scores de cada aminoacido. Este score foi de
0,4867 para o modelo Phyre2 e 0,4831 para o modelo Itasser, ambos foram
considerados com uma score Alta pelo software, significando que a probabilidade do
modelo estar errado é menor que 1%. Procheck usou analise estereoquimica onde o
modelo Phyre2 teve 90,2% dos seus residuos em posi¢cado mais favoravel e 0,3% em
regibes ndo permitidas, enquanto o modelo Itasser obteve 89.7% mais favoraveis e
2,3% em regides nao permitidas. Ambos modelos atingiram scores elevados e
mostraram ser confiaveis.

Figura 1 — Modelos 3D da bomba Tap.
a) modelo Phyre2. b) modelo Itasser

Fonte: Imagem gerada pelos autores do trabalho
5 CONSIDERACOES FINAIS

Ambos modelos obtidos a partir das ferramentas Itasser e Phyre2 atingiram
scores elevados e mostraram ser estruturalmente adequados. A modelagem
computacional se mostrou uma ferramenta apropriada para criacdo de modelos
tridimensionais adequados.
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