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RESUMO 
 

 
 

A Esporotricose é uma infecção fúngica causada por alguns membros do complexo 

Sporothrix cuja escala epidêmica está se tornando preocupante, principalmente no 

estado do Rio de Janeiro. Visando o desenvolvimento de fármacos mais eficazes e 

menos tóxicas para o tratamento da esporotricose, este trabalho se propôs a 

utilizar a bioinformática, também conhecida como biotecnologia ouro, para 

caracterizar através da construção de um modelo estrutural in silico a 24∆-esterol 

metiltransferase (24SMT), enzima com papel importante na síntese da membrana e 

um grande potencial para ser um alvo biotecnológico, tendo como resultado 

principal um modelo a ser utilizado em projetos de P&D de novos antifúngicos 

usando uma abordagem computacional comparativa. O modelo 3D da 24SMT foi 

construído por homologia utilizando dois programas de modelagem molecular 

(Swiss Model e I-Tasser) e diferentes templates, buscando selecionar aqueles que 

permitiriam conservar as características indicadas por estudos experimentais 

descritos na literatura. O alinhamento de sequência primária, a predição de sítio 

ativo e a modelagem confirmaram regiões conservadas e relação próxima de 

outras metiltransferases. A comparação dos modelos 3D mostrou uma 

conservação global da topologia 2D e das estruturas com diferentes áreas de 

superfície acessíveis a solvente e potenciais eletrostáticos dessa família de 

enzimas. Embora a estrutura da 24SMT mantenha as principais características de 

uma metiltransferase típica, essa proteína também apresenta algumas diferenças, 

devido principalmente a inserções e deleções de sequências (ex: loop 90-115) 

como revelado pela análise estrutural realizada neste estudo. Essas diferenças 

podem ser exploradas para o desenho de novos fármacos mais específicos, 

evitando o processo de multiresistências. 

 
Palavras-chave: Modelagem molecular. Zoonose. Fungo. 



ABSTRACT 
 

 
 

Sporotrichosis is a fungal infection caused by some members of the Sporothrix 

complex whose epidemic scale is becoming a concern, especially in the state of Rio 

de Janeiro. Aiming to develop more effective and less toxic medicines for the 

treatment of sporotrichosis, this work has proposed to use bioinformatics, also 

known as gold biotechnology, to characterize by building a structural model in silico 

to 24Δ-sterol methyltransferase (24SMT), an enzyme with important role in 

membrane synthesis and a great potential to be a biotechnological target, with the 

main result being a model to be used in R & D projects of new antifungals using a 

comparative computational approach. The 3D model of the 24SMT was constructed 

by homology using two molecular modeling programs (Swiss Model and I-Tasser) 

and different templates, seeking to select those that would allow to preserve the 

characteristics indicated by experimental studies described in the literature. Primary 

sequence alignment, active site prediction, and modeling confirmed conserved 

regions and close relationship to other methyltransferases. The comparison of 3D 

models showed an overall conservation of the 2D topology and structures with 

different solvent accessible surface areas and electrostatic potential of this family of 

enzymes. Although the structure of 24SMT retains the main characteristics of a 

typical methyltransferase, this protein also exhibits some differences, mainly due to 

insertions and deletions of sequences (eg loop 90-115) as revealed by the  

structural analysis performed in this study. These differences can be explored to 

design more specific new medicines, avoiding the multiresistance process. 

 
 
 

Keywords: Molecular modeling. Zoonosis. Fungus. 
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1 INTRODUÇÃO 

 

 
1.1 A ESPOROTRICOSE E O Sporothrix: BREVE APRESENTAÇÃO 

 

 
A esporotricose é uma infecção fúngica de implantação traumática 

endêmica em regiões tropicais e subtropicais, mas que pode ser encontrada em 

vários outros países (CHAKRABARTI et al., 2015; CHARLES et al., 2017; LEE e 

LAU, 2017) (Figura 1). 

 
Figura 1 - Distribuição Global e incidência relativa da esporotricose. 

 
 

Fonte: Adaptada de Chakrabarti et al., 2015. 

 
 

O complexo Sporothrix reúne os agentes etiológicos da esporotricose 

que afetam humanos e vários animais domésticos e não domésticos como cães, 

gatos, suínos, caprinos, equinos, bovinos, ratos, golfinhos e alguns animais 

silvestres (QUINN et al., 2007; SCHUBACH et al., 2001; SOUZA et al., 2006; 

MADRID et al., 2007). Essa infecção fúngica consiste em uma micose subcutânea 

que pode envolver outros sítios como vasos linfáticos, músculos, fáscias, 

cartilagens e ossos (QUEIROZ-TELLES et al., 2011; TELLEZ et al., 2014; 

ZHONGMING e NIELSEN, 2017; CHARLES et al., 2017). 

No Brasil, em especial no Rio de Janeiro, as espécies causadoras da 

esporotricose são S. schenckii e S. brasiliensis, sendo essa última a espécie mais 

patogênica e virulenta, envolvendo inclusive casos de pacientes humanos (Figura 
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2) imunodeprimidos (ex: HIV- positivos). A infecção pelo fungo dá-se por 

inoculação dos conídios através de injúrias ao manipular terra e plantas, havendo 

também casos descritos de transmissão zoonótica - por arranhões, mordidas e 

contatos muito próximos com gatos infectados - particularmente no Brasil 

(SCHUBACH et al., 2001; BARROS et al., 2011; CHAKRABARTI et al., 2015; 

EYER-SILVA et al., 2017; GREMIÃO et al., 2017). 

Figura 2 - Apresentações clínicas da Esporotricose em humanos. (a) linfocutânea, (b) 
cutânea fixa, (c) lesões ulceradas em paciente que dormia com seu gato, (d) 
esporotricose oro- labial em paciente que beijava seu gato. 

 

Fonte: Adaptada de Chakrabarti et al., 2015. 

 

O fungo em questão apresenta estrutura celular comum a todos os 

fungos sendo sua parede celular composta por carboidratos, incluindo 

macromoléculas de quitina com ligações cruzadas de celulose na sua forma de 

hifas, na forma de levedura a parede celular contém proteína complexada com 

polissacarídeos e uma série de compostos lipídicos. Na bicamada da membrana 

celular, o esterol predominante é o ergosterol (QUINN et al ., 2002). 

A parede celular é a principal estrutura dos fungos envolvida na 

interação com o hospedeiro e sua imunogenicidade é mediada por uma variedade 

de moléculas que incluem glicoproteínas, polissacarídeos, lipídios e pigmentos 

(PONTÓN  et  al.,  2001;  GOYAL  et  al.,  2018;  CASSILLY  e  REYNOLDS, 2018; 

FERNANDES et al., 2018). Esse padrão de imunogenicidade torna essas 

moléculas possíveis alvos para o desenvolvimento de vacinas e testes sorológicos 

para  o  diagnóstico  e  tratamento  da  esporotricose  (RUIZ-BACA  et  al.,  2009; 
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A 

B 

 

TEIXEIRA et al., 2009; FERNANDES et al., 2018). 

Assim, as formas de diagnóstico mais utilizadas são os exames diretos 

de exudatos purulentos de lesões de gatos para a observação da forma 

leveduriforme (QUINN et al ., 2007), o cultivo do fungo em ágar Sabouraud com 

dextrose para demonstração do dimorfismo (KAUFFMAN et al., 1999; MORRIS et 

al., 2002; BARROS et al., 2011), ainda a análise histopatológica, apesar de menos 

específica (KAUFFMAN, 2006; RODRIGUES, 2015; CHARLES et al., 2017; 

ARENAS et al., 2018; TIRADO-SÁNCHEZ E BONIFAZ, 2018) e ensaios de 

imunoabsorção enzimática Enzyme-Linked Immunosorbent Assay (ELISA) tem 

demonstrado boa confiabilidade (TORIELLO et al., 1992). 

A forma de tratamento mais utilizada para essa infecção se constitui na 

administração na alimentação de uma solução saturada de potássio iodado, 

bastante comum em países de terceiro mundo devido ao baixo custo, e o uso dos 

azoles itraconazol, fluconazol e cetoconazol, sendo o itraconazol mais utilizado 

devido à sua alta taxa de sucesso no tratamento (Figura 3). Outras alternativas 

utilizadas quando há resistência ou intolerância são a terbinafina, a anfotericina-B, 

a flucitosina e o ainda pouco estudado nesse quadro patológico, posaconazol ou 

ruconazol (MAHAJAN, 2014; STOPIGLIA et al., 2014; ESPINEL-INGROFF et al., 

2017; VETTORATO et al., 2018). 

 
Figura 3 - Antifúngicos de primeira escolha (A) e de segunda escolha, em caso de 

resistência (B) no tratamento da Esporotricose. O grupamento azol está circulado em 

vermelho na estrutura dos antifúngicos da classe dos azóis. 

 

Fonte: Arquivo Pessoal 
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2 JUSTIFICATIVA 

 

Na últimas décadas a esporotricose tem ressurgido como uma infecção 

fúngica importante, principalmente devido à mudanças em questões cruciais como 

o padrão epidemiológico, distribuição global, evolução taxonômica e ocorrência de 

múltiplos surtos (CHAKRABARTI et al., 2015; EYER-SILVA et al., 2017; CASSILLY 

e REYNOLDS, 2018). 

No Brasil, especialmente no Rio de Janeiro, a esporotricose espalhou-se 

a ponto de tornar-se um problema de saúde pública, considerando-se que tanto as 

pessoas como os animais acometidos são das classes mais desfavorecidas e 

carecem de tratamento gratuito fornecido pelo governo, o que onera os cofres 

públicos. A disseminação dessa doença para outros estados devido ao alto turismo 

no Rio de Janeiro e a forte virulência do fungo também são fatores preocupantes. 

Além disso, o tratamento tem longa duração, não sendo de dose única, dificultando 

a continuidade e a conclusão do tratamento, principalmente dos animais infectados 

(CHAKRABARTI et al., 2015; Lee e Yu-Lung, 2017). 

A esporotricose no Brasil é a maior coorte de esporotricose humana e 

animal já registrada no mundo caracterizadas pela disseminação cutânea local em 

humanos sem doença subjacente (ROSSATO et al., 2018). Dentro desse contexto, 

a resistência e os efeitos colaterais ainda são um dos principais problemas no 

tratamento da esporotricose, que apresenta uma gravidade maior para os 

pacientes imunodeprimidos (AROOQUI e YOUNESS, 2018). As infecções fúngicas 

tem crescido de forma significativa nesses pacientes que incluem os indivíduos 

HIV- positivos, os transplantados de órgãos, recém-nascidos prematuros, idosos, 

indivíduos com doenças terminais e/ou em tratamento com imunossupressor, 

aumentando o uso dos antifúngicos disponíveis, o que por vezes limita o 

tratamento de infecções futuras e/ou recorrentes (BROWN et al., 2012; 

ARMSTRONG-JAMES et al., 2014; JAMPILEK et al., 2016; ROEMER E KRYSAN, 

2014). 

Várias estratégias podem ser empregadas para desenvolver novos 

antifúngicos e um dos principais requisitos para o desenvolvimento de 

medicamentos é a identificação de alvos celulares relevantes para testar essas 

terapias. Neste cenário, a identificação e o desenvolvimento de novos agentes 

antifúngicos com baixa toxicidade para o hospedeiro, bem como dos alvos 
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moleculares fúngicos que sejam bastante específicos, se tornam muito 

interessantes, como temas para pesquisas na área acadêmica e potenciais para o 

desenvolvimento na área de pesquisa, desenvolvimento e biotecnologia 

(PARENTE-ROCHA et al., 2017). 

Além do desenvolvimento de novas terapias que envolvem a 

identificação de compostos bioativos presentes em plantas, animais e 

microorganismos (KHOTIMCHENKO, 2018; WANG et al., 2018), estratégias 

distintas podem ser aplicadas para identificar os novos alvos biotecnológicos que 

possam originar um tratamento que permita transpor a resistência fúngica e que 

promova uma melhor qualidade de vida dos pacientes infectados. Abordagens 

recentes aplica a análise de bioinformática para pesquisar em bancos de dados 

genômicos as sequências de peptídeos que possuem as características físico- 

químicas dos antifúngicos ou de enzimas importantes e específicas dos ciclos 

celulares fúngicos (PÉREZ-SÁNCHEZ, 2010; ORTEGA, 2015; LOPES-BEZERRA 

et al., 2015). Isso inclui métodos transcriptômicos e proteômicos e de modelagem 

molecular comparativa e por homologia que podem contribuir para a compreensão 

do papel dessas moléculas bem como do possível mecanismo de ação dos 

agentes antifúngicos em potencial (VALLE-AVILES, 2007; RANGEL-GAMBOA et 

al., 2016; RODRIGUES et al., 2015; OLIVEIRA et al., 2015) 

Visando o desenvolvimento de drogas mais eficazes e acessíveis para o 

tratamento da esporotricose, é necessário um melhor entendimento do 

funcionamento de suas enzimas, principalmente as que estão envolvidas com a 

produção de componentes da parede celular, sendo a estrutura tridimensional 

dessas moléculas extremamente importante para a definição da composição e do 

modo de interação dos sítios de ligação deste catalisador que afeta a fluidez da 

membrana celular fúngica (PARENTE-ROCHA et al., 2017). 

Na busca por alvos biotecnológicos, enzimas como a Δ 24 -Esterol 

Metiltransferase (24SMT), que catalisa a reação de metilação do esterol da 

membrana celular e que desempenha um papel importante no crescimento e 

desenvolvimento do S. brasiliensis e do S. schenckii, hoje classificado como um 

complexo, são atualmente potencialmente interessantes. A literatura aponta que o 

efeito antiproliferativo via ruptura da homeostase do ergosterol, reforça essa 

enzima como um alvo promissor a ser explorado para novas terapias antifúngicas 

contra a esporotricose, seja como tratamento exclusivo ou em combinação com 
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itraconazol (BORBA-SANTOS et al., 2016). Contudo, para explorar esse potencial, 

se torna necessário caracterizar estruturalmente essa enzima, o que pode ser 

realizado de forma teórica, em ambiente in silico, com baixo custo e baixo risco, 

utilizando a biotecnologia ouro, ou seja, a bioinformática (DASILVA, 2004). 
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3 REVISÃO DE LITERATURA 

 
 

3.1 O FUNGO Sporothrix 

 
Sporothrix é um complexo de fungos saprófitas, sendo encontrados no 

solo, plantas e vegetais em decomposição. Esses fungos são cosmopolitas com 

preferência por países tropicais, contudo, já foram encontrados em países da Ásia, 

Europa e América do Norte devido a exposições acidentais de viajantes a esses 

fungos (BARROS; ALMEIDA-PAES; SCHUBACH, 2011; DIAZ, 1989; QUEIROZ- 

TELLES et al., 2011; CHAKRABARTI et al., 2015; LEE e YU-LUNG, 2017). 

Apesar de ser saprófita, esse fungo já foi observado em superfícies de 

madeira, que é um ambiente favorável para o fungo, tais como portões e armários 

devido a característica natural dos gatos de coçar as unhas nas árvores, na 

madeira dos móveis e portões e enterrar seus dejetos em solos contaminados pelo 

fungo, contaminando assim suas unhas (LOPES-BEZERRA; SCHUBACH; COSTA, 

2006). 

A contaminação de residências e hospitais veterinários pode ocorrer 

tanto como consequência da presença de gatos afetados pela micose como por 

animais saudáveis com alta quantidade de fungos em suas unhas. Usando swabs 

orais, Schubach e colaboradores em 2001 foram capazes de isolar esse fungo de 

gatos saudáveis que viviam junto com gatos diagnosticados com esporotricose, 

enquanto Souza e colaboradores, anos depois, isolaram o fungo das unhas de 

gatos saudáveis (SOUZA et al., 2006). 

Com relação à morfologia, o Sporothrix é um fungo dimórfico, crescendo 

em forma de micélio a 25 °C e progredindo para a forma de levedura a 37 °C. A 

fase micelial é caracterizada por hifas septadas e ramificadas contendo 

conidióforos finos apresentando pequenas vesículas no ápice com arranjos 

dispostos em grupos semelhantes a flores. Os conídios se separam dos 

conidióforos e às vezes ficam organizados bilateralmente ao longo das hifas. A 

fase de levedura é pleomórfica, com células em forma de fuso e/ou ovais que são 

semelhantes a um "charuto" (LOPES-BEZERRA et al., 2006). 

Macroscopicamente, o Sporothrix aparece como uma colônia branca 

cremosa que ao longo do tempo se torna mais escura em meios como ágar 

Sabouraud (contendo cloranfenicol ou cicloheximida) ou ágar Batata que requer 
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pelo menos cinco a sete dias para o seu desenvolvimento. A forma leveduriforme é 

obtida por cultivo em meios enriquecidos à medida que o meio Brain Heart Infusion 

(BHI, Infusão de Cérebro e Coração) é mantido a 35-37 °C (LEGARRAGA, 2016). 

O Sporothrix é capaz de produzir melanina tanto na sua forma filamentosa 

como leveduriforme. A produção de melatonina é considerada como um fator de 

virulência, dificultando a fagocitose, associando-se a uma maior capacidade invasiva 

e possível resistência a antifúngicos (LEGARRAGA, 2016). Outros fatores de 

virulência são a termotolerância, ou seja, a capacidade dos fungos em suportar e 

crescer na temperatura corpórea dos hospedeiros endotérmicos, isto é, a 37° C 

(HOGAN et al., 1996), atividades proteolíticas com a ajuda de proteases, lipases e 

ureases que facilitam a adesão e penetração de fungos nas células e tecidos do 

hospedeiro, inclusive nos tecidos do sistema imune e adesinas que conferem a adesão 

primária a células endoteliais, epiteliais e aos componentes da matriz extracelular 

garantindo uma invasão efetiva dos tecidos do hospedeiro por patógenos. (FREITAS et 

al ., 2014) e o peróxido de ergosterol, que funciona como estratégia de escape pelo 

fungo (SGARBI et al., 1997; CARLOS et al., 2009). 

O Sporothrix schenckii foi isolado pela primeira vez por Benjamim 

Schenck, no ano de 1896. A amostra foi coletada de um paciente que apresentava 

uma lesão na mão e braço direitos. Este isolado do abscesso do paciente foi então 

estudado pelo micologista Erwin Smith, que concluiu que o fungo pertencia ao 

gênero Sporotrichum. Dois anos mais tarde, o fungo observado por Schenck foi 

classificado por Hektoen e Perkins como Sporothrix schenckii (HEKTOEN; 

PEERKINS, 1900) . No Brasil, as primeiras informações sobre a esporotricose 

datam de 1907, quando Lutz e Splendore relataram as primeiras ocorrências do 

fungo em pacientes brasileiros que contraíram o fungo através da mordedura de 

ratos infectados (LUTZ; SPLENDORE, 1907). 

 
 

3.2 ESPOROTRICOSE 

 

A esporotricose é uma infecção fúngica oportunista emergente em 

países com climas tropicais e subtropicais causada pelo complexo de espécies 

Sporothrix. Essa micose subcutânea crônica tem a resposta imune do hospedeiro, 

que inclui humanos e animais domésticos, principalmente gatos, com um papel 
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central no desenvolvimento desta doença (SCHUBACH et al., 2001; SOUZA et al., 

2006; MADRID et al., 2007; GARCÍA-LOZANO et al., 2018). 

O complexo Sporothrix é composto pelas espécies Sporothrix schenckii, 

S. globosa, S. brasiliensis, S. albicans, S. mexicana e S. luriei, (formalmente S. 

schenkii var. luriei) (MARIMON et al., 2008; MADRID et al., 2009; OLIVEIRA et al., 

2010). A distinção entre essas espécies foi baseada nos aspectos de 

sequenciamento do gene da calmodulina; perfil de assimilação de fontes de 

carbono (sacarose, rafinose e ribitol) tendo como meio básico o Yeast Nitrogen 

Base (YNB), o diâmetro médio das colônias, além da morfologia dos conídios nos 

cultivos após incubação nas temperaturas de 20, 30, 35 e 37 °C por 21 dias no 

meio Ágar Batata Dextrose (PDA) (CRUZ et al., 2013). 

No Brasil, em especial no Rio de Janeiro, as principais espécies 

causadoras da esporotricose são S. schenckii e S. brasiliensis, sendo a última a 

espécie mais patogênica (ROSSATO et al., 2018). A infecção pelo fungo dá-se por 

inoculação dos conídios através de ferimentos na pele ao manipular terra e plantas 

ou em contato com gatos infectados (SCHUBACH et al., 2001, MACÊDO- SALES 

et al., 2018). 

O grupo de risco se constitui de pessoas que lidam com agricultura, 

jardinagem e mineração, este último com menor grau de risco e, nos centros 

urbanos, é crescente o número de pessoas que se infectam por terem contato com 

gatos de vida errante doentes (ALMEIDA-PAES et al., 2014, MACÊDO-SALES et 

al., 2018). O S. globosa já foi associado principalmente a lesões cutâneas em 

humanos (CHAKRABARTI, 2015), enquanto o S. brasiliensis é altamente virulento 

e relacionado aos felinos essencialmente no Brasil (MACÊDO-SALES et al., 2018), 

enquanto o Sporothrix schenckii causa micose subcutânea crônica benigna 

(OLIVEIRA et al., 2010). 

 
3.3 EPIDEMIOLOGIA NO BRASIL 

 
O complexo Sporothrix, por ter predileção por ambientes de taxas de 

umidade que variam de 95 a 100% (MACKINNON et al., 1968) e por solos altamente 

ricos em matéria orgânica (CRUZ et al., 2013), foi encontrado principalmente nos 

estados do Rio de Janeiro, São Paulo e Rio Grande do Sul, pois possuem solos e 

clima mais favoráveis ao seu crescimento (SANCHOTENE et al., 2015). No Rio 

Grande do Sul a prevalência de esporotricose é causada pelo fungo S. schenckii 
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sendo 75% dos casos causados pela exposição do paciente à matéria orgânica 

contaminada, não verificando transmissão zoonótica da esporotricose (ROSA et al., 

2005). Há relatos de caso de esporotricose em Minas Gerais (RODRIGUES & 

RESENDE, 1996) e no Norte brasileiro (TALHARI et al., 1988). 

A inoculação subcutânea pode ocorrer de forma isolada, por meio de 

traumatismos com plantas e madeiras, por arranhaduras e mordeduras de animais 

portadores ou infectados ou por formas incomuns, como picada de inseto e outras 

formas de transmissão por animais como roedores, cães, tatus, cavalos e aves 

(KWON-CHUNG et al., 1992). A infecção extracutânea em que o Sporothrix 

dissemina-se para os órgãos internos pode ocorrer ocasionalmente através da 

inalação do fungo (REIS et al., 2009). 

Nos centros urbanos, os gatos tem um papel importante na transmissão 

da esporotricose, tendo sido descrita por diversos pesquisadores (READ et al., 

1982; DUNSTAN et al., 1986; MARQUES et al., 1993; MACÊDO-SALES et al., 

2018). Individualmente, também, a doença pode ser adquirida pelo manuseio de 

culturas do fungo em laboratórios (THOMPSON et al., 1977). 

As formas de infecção caracterizam os grupos de risco como sendo as 

pessoas que lidam com terra e plantas como agricultores, jardineiros, mineradores, 

gatos de vida errante, pessoas que lidam com esses gatos e, atualmente, os 

grupos de risco emergentes que são os pesquisadores do fungo Sporothrix e os 

veterinários e enfermeiros dos hospitais veterinários, devido ao aumento da 

presença de animais doentes em consultórios e internados (KAUFFMAN et al., 

1999; SCHUBACH et al., 2001). 

Nos centros urbanos do Rio de Janeiro, a epidemiologia da infecção 

tornou-se diferente da natural, tanto para gatos como para humanos, devido à alta 

proliferação de gatos de vida errante e ao contato do ser humano com esses 

animais infectados (CRUZ et al., 2013; MACÊDO-SALES et al., 2018). Os animais 

de vida errante infectam-se ao entrar em contato com as leveduras presentes na 

superfície das lesões ulceradas ou pelos ferimentos produzidos por mordeduras ou 

arranhaduras de gatos doentes (CRUZ et al., 2010). Há ainda a possibilidade de 

gatos infectarem-se a partir do contato direto com solos e plantas, o que os torna 

principais agentes de transmissão da doença e, portanto, um hospedeiro chave na 

ecoepidemiologia da doença, principalmente nos estados do Rio de Janeiro e Rio 

Grande do Sul (CRUZ et al., 2013; MACÊDO-SALES et al., 2018) 
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Já os seres humanos que costumam criar ou cuidar dos gatos de vida 

errante, contraem o fungo ao entrar em contato com ferimentos supurados dos 

animais doentes ou sofrerem arranhaduras ou mordeduras de animais infectados 

(CRUZ et al., 2013; MACÊDO-SALES et al., 2018). 

De acordo com amostras clínicas e ambientais de diversas regiões do 

Brasil analisadas por Rodrigues em, 2010, demonstrou-se que as espécies 

S.brasiliensis, S. globosa, S. mexicana e S. schenckii tinham ampla distribuição 

geográfica no país, sendo a espécie S. brasiliensis isolada com alta frequência de 

gatos no estado do Rio Grande do Sul e as espécies Sporothrix brasiliensis, S. 

schenckii e S. globosa mais comuns no estado do Rio de Janeiro (OLIVEIRA et al., 

2011). Dentre os casos de esporotricose que ocorreram na cidade do Rio de 

Janeiro entre os anos de 2005 a 2012, 43,86% foram diagnosticados, por citologia 

e cultivo, como sendo o agente causador o S. schenckii (CRUZ et al., 2013). 

Contudo, os dados envolvendo S. brasiliensis vem subindo assustadoramente, 

visto que ele é uma espécie mais virulenta (SANCHOTENE, 2015). 

Apesar de esporotricose ter sido relatada nos estados de São Paulo, Rio 

Grande do Sul e Rio de Janeiro, o estado mais acometido na qual a epidemia 

tomou proporções alarmantes foi o Rio de Janeiro. Um estudo de duas séries de 

casos, a primeira com 178 pacientes humanos atendidos de 1998 a 2001 

(BARROS et al., 2004) e a segunda com 572 pacientes atendidos de 2002 a 2004 

(MARTINS et al., 2006), mostrou que o tempo de evolução das lesões até o 

atendimento no IPEC/Fiocruz foi diminuindo: enquanto nos 2 primeiros anos 

apenas 20% dos pacientes chegavam ao IPEC antes de 4 semanas de evolução, 

em 2004 essa proporção aumentou para mais de 70% (BARROS et al., 2010). 

A análise dos dados epidemiológicos e socioambientais mostrou que a 

epidemia apresenta um perfil bem delineado: distribuição geográfica com 

concentração de casos na região metropolitana do Estado do Rio de Janeiro e 

arredores; e acometimento predominantemente de mulheres na faixa etária de 40 a 

59 anos dedicadas ao lar, seguidas por estudantes, em ambos os casos com 

hábito de cuidar de gatos com esporotricose (BARROS et al., 2004 e BARROS et 

al., 2008). Esse perfil sugere que são as mulheres que permanecem em casa e  

que cuidam dos animais, o grupo mais exposto ao fungo. Um estudo realizado em 

2002 mostrou que os pacientes e seus animais vivem predominantemente em 

casas de alvenaria (91,2%), com abastecimento de água (91,8%) e esgotamento 
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sanitário (82,8%). A presença de plantas diversas (83,5%), áreas de terra (59,9%) 

e material de construção e entulho (43,8%) nos quintais demonstram um ambiente 

favorável ao S. schenckii( BARROS et al., 2008). Foi relatada a presença de ratos 

em 54,8% dos domicílios e, na metade deles, o gato era a principal medida de 

controle dos roedores. A média da renda familiar dessa população era de 3,3 

salários mínimos mensais, com média de 4 pessoas por domicílio. O nível de 

escolaridade foi inferior a 4 anos em 45% dos pacientes e 37% dos contatos 

domiciliares, ficando evidente o baixo nível socioeconômico ( BARROS et al., 

2008). 

 
 

3.4 IMPORTÂNCIA ECONÔMICO-SOCIAL 

 
A notificação dos casos é obrigatória no estado do Rio de Janeiro, ela 

pode contribuir para que ações sejam prontamente executadas com o intuito de 

controlar surtos nas diferentes regiões. Certamente é um problema de saúde 

pública, pois a epidemia apresenta atualmente proporções alarmantes. Os animais 

e humanos encaminhados ao centros de zoonoses carecem de tratamento, seja 

por falta de medicamento nos postos de saúde, seja pelo preço dos medicamentos 

mais utilizados (iodeto de potássio e o itraconazol), inacessíveis às populações de 

baixa renda. No Rio de Janeiro, somente no IPEC/Fiocruz, o paciente e seu animal 

conseguem atendimento clínico, diagnóstico laboratorial e tratamento gratuitos, 

quando os casos são de interesse científico (BARROS et al., 2010; QUEIROZ- 

TELLES et al., 2017). 

Essa infecção é considerada uma micose negligenciada e nos seres 

humanos exibe muitas vezes um quadro clínico dermatológico expressivo, mas que 

costuma cursar sem gravidade e sem acometer outros órgãos além da pele, 

mucosa e subcutâneo. O custo indireto é muito mais em nível econômico-social — 

pelo absenteísmo ao trabalho, pelo sofrimento durante a doença ativa e pelo 

aspecto desagradável das lesões cicatriciais. Tudo isso incorre a gastos ao 

governo seja com o gastos com os profissionais no atendimento à saúde, pela 

perda produtiva da força e trabalho do paciente e pelos custos com medicamentos 

(BARROS et al., 2010). 

O contágio humano a humano é inexistente, sendo os gatos os 
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principais transmissores da doença aos humanos nos centros urbanos. Portanto, 

seria de suma importância para o controle epidemiológico o aumento de centros de 

zoonose que oferecessem a possibilidade de tratamento dos felinos acometidos  

em estádios precoces da doença, castração dos animais de vida errante de forma 

gratuita, instalação de centros de cremação de animais eutanasiados por estarem 

em estádios avançados da doença e educação da população para posse 

responsável de animais domésticos (BARROS et al., 2010; MACEDO-SALES et al., 

2018). 

 

3.5 PATOGENIA 

 
As principais formas de manifestação da doença são cutânea fixa, 

cutânea disseminada, cutaneolinfática, mucosa e extracutânea disseminada ou 

sistêmica (ROSSER et al., 1998; SCHUBACH et al., 2004; GALHARDO et al., 

2011; RAMOS-E-SILVA, 2007 e RIPPON et al., 1998 ). 

Nos gatos, as lesões geralmente iniciam nas regiões distais dos 

membros, cabeça ou base da cauda (IHRKE et al., 1994; MARQUES et al., 1993; 

NOBRE et al., 2001; NOBRE et al., 2002), com maior incidência em animais 

machos devido ao hábito de disputarem fêmeas no cio em brigas nas quais 

acabam contraindo o fungo. O quadro inicial pode assemelhar-se a feridas, 

abscessos, lesões de celulite ou com tratos fistulosos que não são responsivos a 

antibioticoterapia, podendo evoluir para lesões ulceradas, crostosas e com 

exsudatos purulentos. Nos casos mais graves, pode ocorrer a disseminação do 

fungo (pulmões, fígado, trato gastrintestinal, sistema nervoso central, olhos, baço, 

ossos, articulações, rins, testículos, mama e linfonodos), levando à letargia, 

prostração, anorexia e hipertermia. Essas observações clínicas indicam que, além 

dos antecedentes imunológicos do hospedeiro, outros fatores associados ao 

patógeno podem influenciar as manifestações clínicas dessa doença, tais como 

fatores de virulência (exemplo: adesinas) e moléculas antigênicas (KIER et al., 

1979; ROSSER et al., 1998 e SCHUBACH et al., 2003). 

Nos seres humanos, a forma clínica manifesta-se dependente de 

fatores, como o tamanho do inóculo, a profundidade da inoculação traumática, a 

tolerância térmica da cepa e o estado imunológico do hospedeiro (BARROS et al., 

2010). A apresentação clínica mais frequente da esporotricose é a forma 
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linfocutânea, seguida da forma cutânea localizada, ambas acometendo 

principalmente os membros superiores (SCHUBACH et al., 2008), pois são as 

regiões do corpo mais expostas a arranhaduras ou mordeduras durante o cuidado 

dos felinos doentes. Usualmente, a lesão surge como uma pápula ou nódulo que 

aumenta de tamanho e evolui para goma, seguida ou não por linfangite nodular 

ascendente. As lesões, em sua maioria, ulceram, dando saída a uma secreção 

seropurulenta (BARROS et al., 2010). 

O período de incubação para o desenvolvimento da esporotricose varia 

de acordo com a forma fúngica inoculada no organismo do hospedeiro. Deve ser 

maior quando a infecção acontece por meio de ferimentos provocados por 

vegetais, em que a forma fúngica inoculada são os conídios das hifas do fungo, do 

que pelo contato com um outro animal com esporotricose ulcerativa, em que a 

forma inoculada é a leveduriforme que é naturalmente encontrada nas amostras 

das lesões causadas pelos fungos e que possibilita a sua rápida multiplicação no 

tecido do hospedeiro, contudo não houve trabalho in vivo confirmando essa 

possibilidade (CRUZ et al., 2010). 

 

3.6 FORMAS DE DIAGNÓSTICO 

 
As formas de diagnóstico mais utilizadas são cultivo do fungo 

(KAUFFMAN et al., 1999; MORRIS et al., 2002) para demonstração do dimorfismo 

e o ELISA, como forma de exame complementar, devido à sua confiabilidade 

(TORIELLO et al., 1992). A diferenciação entre espécies é conseguida através de 

características macroscópicas, estudo de assimilação de açúcares (rafinose e 

sacarose) e crescimento a 37 °C (KAUFFMAN, 2006; RODRIGUES, 2015; 

CHARLES et al., 2017; ARENAS et al., 2018; TIRADO- SÁNCHEZ E BONIFAZ, 

2018). 

A confirmação molecular é feita por sequenciamento da região do 

espaçador interno contínuo (STI) ou do gene da calmodulina (LEGARRAGA, 2016), 

mas podem ser utilizadas também outras técnicas de diagnóstico, como exame 

direto de aspirados ou biópsias de lesões para observar leveduras dos fungos em 

felinos, embora não possua boa sensibilidade, por ter baixa especificidade, além de 

exames histopatológicos, para observação do fenômeno Splendore-Hoeppli, que é 

um exame bastante inespecífico, imunofluorescência e imunohistoquímica 
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(IRIZARRY-ROVIRA et al., 2000; KAUFFMAN, 2006; RODRIGUES, 2015; 

CHARLES et al., 2017; ARENAS et al., 2018; TIRADO-SÁNCHEZ E BONIFAZ, 

2018). 

As validades dessas formas de diagnóstico não são confiáveis devido à 

variação na especificidade e sensibilidade, mas ainda são utilizados como forma de 

se avaliar suspeitas sobre a doença. O teste intradérmico tem resultados 

ambíguos, e por isso é pouco utilizado (GONÇALVES, 1992; MAHAJAN et al., 

2005 ). 

Os testes imunohistoquímicos, imunofluorescente, de imunodifusão, 

imunoeletroforese e Reação em Cadeia da Polimerase (PCR) são bastante úteis 

em detectar a infecção extracutânea (HU et al., 2003; RODRIGUES; DE HOOG; 

CAMARGO, 2013; KAUFFMAN, 2006; RODRIGUES, 2015; CHARLES et al., 2017; 

ARENAS et al., 2018; TIRADO- SÁNCHEZ E BONIFAZ, 2018). 

 

3.7 FORMAS DE TRATAMENTO 

 

Os azóis são as drogas mais utilizadas para o tratamento da 

esporotricose. São antimicóticos químicos de largo espectro que atuam sobre 

leveduras e bolores, apresentam um anel imidazol livre unido a outros anéis 

aromáticos por meio de uma união N-C em posição 1 (NOBRE, 2002). Dentre os 

azóis, o que possui maior eficiência é o itraconazol, pois atua inibindo enzimas 

produtoras de componentes da parede celular, da família do citocromo P450, que 

convertem o lanosterol em ergosterol que, por sua vez, é o principal componente 

esterol da membrana celular fúngica , prejudicando a sua permeabilidade 

(MAHAJAN, 2014). Este fármaco é metabolizado no fígado, principalmente pela 

isoenzima CYP3A4 do citocromo P450, por isso interage com outros fármacos 

metabolizados por esta via (Katz, 1999) 

Juntamente com o itraconazol, ainda existem aqueles que inibem 

moléculas como o terpinen-4-ol e o farnesol (BRILHANTE et al., 2015), a 

miltefosina (BORBA-SANTOS et al., 2015), TCAN26 (um análogo estrutural da 

miltefosina) (BORBA-SANTOS et al., 2016a) e 24-SMT inibidor 22-hydrazone- 

imidazolin-2-yl- chol-5-ene-3b-ol (H3), ainda em desenvolvimento, mas que tem 

demonstrado maior eficiência que o itraconazol (BORBA-SANTOS et al., 2016b). 

Os estudos direcionados para tais enzimas demonstram que este seria o foco onde 
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o fungo teria vulnerabilidade, contudo ainda existe a necessidade de buscar mais 

informações a serem elucidadas. 

A forma de tratamento de menor custo e portanto mais utilizada em 

países de terceiro mundo se constitui na administração de uma solução saturada 

de potássio iodado cujo mecanismo de ação é desconhecido, contudo há sugestão 

que o sal atue na resolução dos granulomas pelo aumento da proteólise ou que ele 

promova o aumento da fagocitose (BARROS et al., 2011; REIS et al., 2012) e o uso 

dos azoles: fluconazol e cetoconazol, além do itraconazol. Outras alternativas são  

a terbinafina, que é um derivado alilamina que atua bloqueando a síntese do 

ergosterol pela inibição da enzima esqualeno epoxidase, a anfotericina-B, a 

flucitosina e o ainda pouco estudado posaconazol ou ruconazol para uso quando o 

itraconazol é irresponsivo ou não tolerado (MAHAJAN, 2014). 

 
3.8 ENZIMAS-ALVO DO Sporothrix 

 

 
A imunogenicidade do Sporothrix é mediada por uma variedade de 

moléculas (ex: polissacarídeos, glicoproteínas, lipídios e pigmentos) presentes 

muitas vezes na parede celular, que é a principal estrutura dos fungos envolvida na 

interação com o hospedeiro (PONTÓN et al., 2001). Curiosamente, alguns desses 

componentes da parede celular também tem o potencial de modificar o destino dos 

fungos a favor do hospedeiro (NIMRICHTER et al., 2005; RUIZ-BACA et al., 2009; 

TEIXEIRA et al., 2009). 

Vários fatores de patogenicidade, como termotolerância, enzimas 

extracelulares, composição da parede celular e presença ou ausência de melanina 

estão envolvidos na virulência deste fungo (HOGAN; KLEIN; LEVITZ, 1996). As 

melaninas são pigmentos de cor marrom escuro a preto formados pela 

polimerização oxidativa de compostos fenólicos e/ou indólicos e geralmente são 

insolúveis em água, ácidos e solventes orgânicos (BELL; WHEELER, 1986). 

Estudos com o fungo S. schenckii demonstraram a presença da 

melanina 1,8-dihidroxinaftaleno pentaketida nas fases de micélio e de levedura 

(MORRIS- JONES et al., 2003; ROMERO-MARTINEZ et al., 2000). A presença de 

melanina, nas paredes celulares de vários fungos, pode aumentar sua 

sobrevivência no meio ambiente, fornecendo proteção contra radiação ultravioleta, 

dessecação e temperaturas extremas. Durante a infecção, as melaninas interferem 
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com a resposta imune, ativação do complemento e atividade de antifúngicos 

(BUTLER; DAY, 1998; JACOBSON, 2000; NOSANCHUK; CASADEVALL, 2003). 

Esse pigmento não é essencial para o crescimento e desenvolvimento 

de fungos, mas pode contribuir para a virulência do patógeno (BELL; WHEELER, 

1986; BUTLER; DAY, 1998). Foi observado que a espessura da parede celular de 

fungos desprovidos de melanina é menor que a de fungos em que a melanina está 

presente. Portanto, a parede celular fúngica mais espessa está diretamente ligada 

à presença de melanina, e consequentemente, a espessura da parede celular 

interfere na ação de fagócitos e de antimicrobianos (MADRID et al., 2011). A 

pesquisa de fatores de virulência da fase do micélio é importante porque a infecção 

ocorre por inoculação traumática de conídios no corpo (SCHUBACH et al., 2001). 

A fluidez da membrana do fungo e, portanto, o seu crescimento e 

viabilidade estão diretamente relacionados à alta quantidade de ergosterol, que é o 

principal esterol presente na parede celular de todos os fungos, à exceção dos 

fungos dos gêneros Pythium e Phytophthora, que aparentemente não produzem 

nenhum tipo de esterol (CHUNG et al., 2000). Além de garantir a fluidez e 

permeabilidade de membrana, os esteróis são responsáveis pela formação de 

microdomínios e atividades de funcionalidade de proteínas e de membrana 

(LINGWOOD and SIMONS, 2010). 

O ergosterol é sintetizado a partir da acetil coenzima ―A‖ (acetil-CoA), 

através de uma série de reações enzimáticas que se iniciam com a metilação do 

carbono C-24 e é seguida por uma sequência de demetilações dos carbonos C-14 

e C-4 (CHUNG et al., 2000). As principais enzimas envolvidas nesse processo são 

o cofator enzimático S-adenosil-L-metionina (AdoMet), que é uma forma de 

metionina ATP-ativada (FAUMAN et al ., 1999), 24∆-esterol metiltransferase (24- 

SMT), que é uma das enzimas responsáveis pela biossíntese do ergosterol restrita 

somente a plantas, protozoários e fungos (DE SOUZA and RODRIGUES, 2009) e 

componente monoxigenase ligado ao P450 do lanosterol 14α-demetilase (14DM) 

(ADAMS et al., 1990), que pertence à família CYP51 do citocromo P450, notável 

por ser a única família do citocromo P450 que está presente em todos os reinos 

(WATERMAN e LEPESHEVA, 2005; LEPESHEVA e WATERMAN, 2007). 

A parede celular do S. schenckii contém glicanos e álcoois insolúveis 

que se encontram em proporções semelhantes em suas duas fases morfológicas 

(LOPEZ-ROMERO et al., 2011; PREVIATO et al., 1979; RUIZ-BACA et al., 2011). 
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Um desses componentes é o peptídeo rhamnomannan, um polímero cujas cadeias 

são constituídas por uma a seis unidades ligadas de ácidos manosil e d- 

glucurônico (GORIN et al., 1977; TRAVASSOS; GORIN; LLOYD, 1974). Esta 

macromolécula foi isolada da parede celular de células leveduriforme de S. 

schenckii e tem uma composição de polissacarídeo de d-manose (50%), l-ramnose 

(33%), e galactose (1%), bem como uma fração peptídica de quase 16% (LLOYD; 

BITTON, 1971). 

 

3.9 ENZIMA 24∆-ESTEROL METILTRANSFERASE (24SMT) 

 

Apesar de ser uma família grande e importante, não há dados de 

difração de raios-X, ou Ressonância Magnética Nuclear (RMN) disponíveis para a 

enzima 24SMT, ou qualquer esterol metiltransferase (SMT) no Protein Data Bank 

(PDB). De modo interessante, essa é uma enzima dependente de AdoMet, sendo 

possível encontrar estruturas tridimensionais de enzimas relacionadas que utilizam 

AdoMet como doador do grupo metil, para gerar uma topologia da 24-SMT na qual 

as características e a localização de seus sítios de ação possam ser representadas 

(FAUMAN et al., 1999; NES, 2003). 

As semelhanças fundamentais entre as estruturas primárias das SMTs 

são refletidas nas semelhanças aparentes no seu de estado estacionário, ou em 

parâmetros gerais, como peso molecular, organização das subunidades e  

presença de resíduos polares conservados que podem contribuir para uma ordem 

comum de eventos e de intermediários envolvidos no processo catalítico. Nes e 

colaboradores com o uso de mutações enzimáticas pontuais, descobriram que a 

substituição de um resíduo de glutamato altamente conservado na posição 82 

(E82) no motif característico do local de ligação ao esterol da SMT de levedura 

(Região I, compreendendo os resíduos 81-91) gerou uma enzima desacoplada cujo 

produto resultante foi um conjunto de produtos análogos aos gerados por SMTs de 

algumas plantas (NES, 2003). 

Além disso, foi observado a importância dos resíduos ácidos em 

conjunto com resíduos polares altamente conservados para a via catalítica nessa 

possível mudança conformacional. Foi observado também, que a cinética e o 

comportamento de ligação de intermediários de alta energia na via de metilação do 

carbono e na ação da SMT têm implicações para o reconhecimento das 
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características do substrato para a catálise desse tipo de enzimas (NES, 2003). 

Observa-se através da perspectiva tridimensional de várias estruturas 

cristalinas de metiltransferases dependentes de AdoMet, um padrão de dobragem 

semelhante de folhas-β paralelas no centro e rodeadas por α-hélices. Este domínio 

(Região II) é construído em torno de uma dobra de Rossmann (uma cadeia 

formada por uma faixa de quatro ou cinco folhas-β paralelas e flanqueadas por 

duas ou três α-hélices em ambos os lados) e é possível perceber a presença desse 

domínio nas SMTs através do alinhamento de sequências. É importante mencionar 

que a maior parte dos resíduos conservados das Regiões I e II são principalmente 

hidrofóbicos e que a Região I contém uma elevada percentagem de aminoácidos 

aromáticos e próximos da Região II (NES, 2003; NES et al., 2004). 

Uma característica fundamental da estrutura terciária das 

metiltransferases dependentes de AdoMet é o arranjo estrutural de seu sítio ativo, 

dividido em uma Região I para o site de ligação de esterol e uma Região II, o site 

de ligação AdoMet. Essas regiões (I e II) são absolutamente conservadas em 

muitas, senão todas as sequências de SMTs estudadas até o momento. A Região I 

é única para as SMTs e a Região II está presente em geral nas enzimas 

metiltransferases dependentes de AdoMet. As regiões I e II são sempre 

encontradas na mesma ordem na cadeia polipeptídica e são separadas por 

intervalos comparáveis (NES et al., 2004). 

Estudos revelaram os motifs característicos para os sítios de ligação do 

esterol (Y81EYGW) e AdoMet (L124DXGCGVGGP) da SMT de levedura, e que os 

resíduos His90, Asp125, Asp152, Glu195 e Asp276 são essenciais para a atividade 

catalítica da enzima de levedura (NES et al., 2004). Um resíduo altamente 

conservado entre as SMTs, bem como outras metiltransferases dependentes de 

AdoMet, a Asp189, posicionada como o resíduo central no segundo motif 

específico (Região II) da classes de metiltransferases com sete folhas-B não é 

essencial para a atividade (NES et al., 2004). 

Observou-se ainda através de mutações pontuais de determinados 

aminoácidos por leucinas, que as SMTs possuem os resíduos Asp79, Glu82 e 

Tyr81 no sítio de ligação dos esteróis, interagindo com a sua cadeia lateral e os 

nove resíduos ácidos Glu108, Asp125, Asp152, Asp189, Glu195, Glu209, Glu224, 

Glu246, e Asp276 conservados. Quando mutados, Glu108 e Glu246 exibiram uma 

diminuição significativa (<90%) na atividade catalítica, e os mutantes nas posições 
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Asp125, Asp152, Glu195 e Asp276 foram considerados inativos (NES et al., 2004). 

Foi teorizado que Asp125 e Asp152 estão envolvidos na ligação do 

AdoMet, e os resíduos Glu195 e Asp276 na ligação do esterol. Em apoio a esta 

observação, os mutantes Asp125 e Asp152 ligaram ao esterol de uma maneira 

semelhante à proteína selvagem, enquanto os mutantes Glu195 e Asp276 ligaram 

fracamente ao esterol, em comparação com a SMT selvagem, além da presença 

dos resíduos 125 e 152 conservados nas sete folhas-B dos motifs I e II da família 

de metiltransferases. Nesse estudo, apenas o mutante H90L ligou-se ao esterol, 

AdoMet e inibidor em níveis semelhantes aos da enzima selvagem, sugerindo que 

a His90 pode atuar como um aceptor na reação de metilação-desprotonação 

(FAUMAN et al., 1999; NES et al., 2004). 

 

3.10 MODELAGEM MOLECULAR: UMA FERRAMENTA DA BIOINFORMÁTICA 

 
A modelagem molecular é uma ciência que estuda as estruturas 

moleculares e suas funções, através da construção de modelos por computação, e 

apresenta um imenso potencial para aplicação multidisciplinar (ex: biologia, 

química e medicina), sobretudo com os avanços técnicos na tecnologia da 

informática e de algoritmos (SCHLICK et al., 2016). Ela é um ramo da 

bioinformática, classificada como biotecnologia ouro juntamente com a 

nanotecnologia (DASILVA, 2004). 

As origens da modelagem molecular se encontram na década de 1960, 

com pioneiros do campo trabalhando embasados em técnicas de simulação 

descritas e aplicadas a esferas rígidas em 1959, até que finalmente no início dos 

anos 70 pudesse ser realizada a primeira simulação de DM de uma molécula polar: 

a água líquida. Esses desenvolvimentos levaram rapidamente ao uso dos campos 

de forças da mecânica molecular com a minimização da energia para o  

refinamento de estruturas cristalinas no final da década de 1970, e posteriormente 

outras abordagens, apesar de um longo período para que esse campo ganhasse 

legitimidade, devido às críticas a noção de transferibilidade dos parâmetros dos 

campos de forças biomoleculares de primeira geração. Porém, quando foram 

finalmente estabelecidos e somados ao poder crescente dos computadores, que as 

possibilidades de aplicação da modelagem molecular foram realmente ampliadas 

(SCHLICK et al., 2016). 
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Na modelagem molecular os cálculos abrangem uma série de técnicas e 

abordagens, como a mecânica molecular, mecânica quântica ab initio e semi- 

empírica, visualização de modelos, modelagem por homologia, docking molecular, 

dinâmica molecular (DM), método de Monte Carlo, métodos de solvatação e de 

energia livre, análise de componentes principais (PCA), relação de 

estrutura/atividade (SAR), informações químicas/bioquímicas, de bancos de dados, 

além de muitos outros procedimentos e métodos estabelecidos (SCHLICK et al., 

2016). 

Assim, a modelagem molecular nos oferece uma série de ferramentas 

para compreensão dos diferentes sistemas biológicos, químicos e físicos, 

explorando padrões estruturais/dinâmicos/termodinâmicos, testando e 

desenvolvendo hipóteses para ajudar a entender e ampliar as leis básicas que 

governam a estrutura molecular, sua flexibilidade e função, e a construção de 

modelos que é fundamental nesses estudos estruturais (SCHLICK et al, 2016; 

MANJU et al., 2017). 

Durante os últimos anos, o processo de busca por novos compostos 

bioativos evoluiu da tentativa e erro a um sofisticado processo, incluindo várias 

abordagens baseadas em computador, usadas de forma sistemática, envolvendo 

uma equipe multidisciplinar (MANJU et al., 2017). Por exemplo, no 

desenvolvimento de novos fármacos baseados na estrutura, quando o alvo é 

conhecido, a elucidação da conformação tridimensional dessas proteínas-alvo é 

peça fundamental, sendo utilizada essa elucidação como etapa no procedimento 

para descoberta de novos compostos de relevância terapêutica (LIU et al., 2011; 

MANJU et al., 2017). 

A ação de moléculas bioativas, também chamados de ligantes e os seus 

efeitos é um dos paradigmas da química medicinal, mediado por interações e/ou 

reações químicas com estruturas complexas do sistema vivo chamadas 

biomacromoléculas, também chamadas de alvos, sendo na sua grande maioria 

proteínas (SANT’ANNA, 2009). 

Estabelecer interações intermoleculares é fundamental para o efeito 

biológico, ou farmacológico, e para que ocorram as interações ou reações de uma 

molécula bioativa, deve haver complementaridade química e/ou estrutural entre a 

molécula do ligante e do seu alvo. Esta complementaridade é estabelecida através 

de interações com maior ou menor especificidade (USHA et al., 2017). 
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No planejamento de novos compostos ativos existem duas abordagens: 

os métodos indiretos, ou independentes do alvo; e os métodos diretos, ou 

dependentes do alvo. No segundo caso em específico, as possíveis interações do 

ligante com a biomacromolécula são levadas em consideração e explicitamente 

antecipadas como parte do processo de planejamento. Neste caso, a estrutura do 

alvo precisa ser conhecida através de dados experimentais (geralmente por 

cristalografia de raio‐X) ou indiretamente, através de um procedimento de 

modelagem apropriado, geralmente modelagem por homologia ou modelagem 

comparativa (USHA et al., 2017). 

A modelagem comparativa, ou por homologia, que é baseada em 

moldes (templates) e as abordagens baseadas no conhecimento do alvo, fazem 

uso de potenciais estatísticos obtidos das análises de estruturas de proteínas 

conhecidas, e produzem modelos estruturais relativamente bons com potenciais de 

predições notavelmente cada vez mais precisos, embora prever regiões que são 

substancialmente diferentes e/ou distantes do alvo ainda pareçam ser muito mais 

difícil, e continuam ganhando mais terreno quando comparados com os métodos 

ab initio, que usam campos de forças baseados na física, mesmo que as 

abordagens livres de modelos tenham mostrado algum modesto progresso, e 

emergindo como alternativas competitivas (BOHNUUD et al., 2017). 

No entanto, as abordagens baseadas em campo de forças ainda são 

essenciais no interpretar das interações e energias das proteínas, necessárias no 

processo de desenho de novos fármacos, e também nos estágios posteriores de 

refinamento, que se seguem após a construção de um modelo através da 

modelagem de homologia (LIU et al., 2011). 

O mecanismo evolutivo ao longo do tempo leva a certas divergências e, 

consequentemente, à formação de famílias de proteínas correlacionadas, que 

apresentam algumas diferenças com relação às suas sequências de aminoácidos, 

mas conservando, por vezes, algum grau de similaridade conformacional. As 

proteínas chamadas de homólogas são aquelas que evoluem a partir de um 

ancestral comum (LEELANANDA e LINDERT, 2016). 

Duas sequências homólogas podem ser similares em vários aspectos, 

praticamente idênticas, ou até muito diferentes devido a várias mutações. Porém, 

um conceito importante na abordagem da modelagem comparativa é o fato de que 

a similaridade sequencial, normalmente é menos preservada do que a similaridade 



38 
 

 

estrutural tridimensional. As maiores divergências entre proteínas homólogas 

ocorrem em regiões próximas da superfície, ou seja, nas alças (ou loops), que são 

segmentos sem estrutura secundária definida, regiões onde até mesmo as 

propriedades físico-químicas dos resíduos mutantes são, por vezes, diferentes dos 

resíduos posteriores (HÖLTJE et al., 2003; MADEJ et al., 2007). 

A execução da estratégia de modelagem molecular comparativa, um 

processo bem documentado na literatura, é baseada na premissa que a 

conformação estrutural de uma proteína é mais conservada no processo evolutivo, 

do que sua sequência de aminoácidos, já que pequenas mudanças na sequência, 

em geral, resultam em, apenas, sutis modificações na estrutura tridimensional 

(NAYEEM, et al., 2006). 

Embora possam ser mais criteriosos, e por isso com um custo 

computacional maior, ou mais simples, os métodos de modelagem de proteínas por 

homologia implicam basicamente em quatro passos sucessivos: a) a identificação e 

seleção de proteínas-molde; b) o alinhamento das sequências de resíduos; c) a 

construção das coordenadas do modelo e; d) a validação. E para cada um desses 

passos, existe um grande número de métodos, programas e servidores específicos 

da rede mundial de computadores (Tabela 1). 

A primeira etapa da modelagem comparativa tem como objetivo 

identificar proteínas com estruturas tridimensionais determinadas 

experimentalmente, por métodos de difração de raios-X ou ressonância magnética 

nuclear (RMN), que apresentem sequência primária similar a proteína desejada 

(proteína-alvo), que servirão como moldes (templates) para construção do modelo 

3D (HILLISCH et al., 2004), existindo alguns programas disponíveis que podem ser 

utilizados para essa busca (Tabela 1). 

O Basic Local Alignment Search Tool (BLAST) é uma das ferramentas 

de pesquisa de bioinformática mais usadas, que consiste em um programa de 

busca de similaridade de sequência que pode ser usado através de uma interface 

online ou como uma ferramenta individual para comparar as consultas de 

nucleotídeo ou proteína do usuário a bases de dados nucleotídicas ou protéicas de 

sequências (JOHNSON et al., 2008). 

O BLAST realiza uma abordagem com um algoritmo heurístico, que 

busca encontrar correspondências curtas entre duas sequências e iniciar 

alinhamentos a partir desses "hot spots". Além de executar os alinhamentos, o 
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BLAST fornece informações estatísticas sobre esses alinhamentos, sendo esse o 

valor "esperado", também usado como uma taxa de falso positivos (JOHNSON et 

al., 2008). 

Na segunda etapa da modelagem comparativa o alinhamento final entre 

as sequências dos moldes selecionados durante a busca e a sequência de 

interesse é realizado por softwares, ou servidores, mais específicos sobre a 

identificação de similaridade sequencial. O valor mínimo de identidade sequencial 

para a modelagem molecular comparativa descrito na literatura é de 30% de 

identidade entre as proteínas molde e alvo (BOHNUUD et al., 2016). Existem 

diversos programas que permitem alinhamentos em pares (pairwise) ou múltiplos 

(Tabela 1). 

O T-Coffee é um programa utilizado para o alinhamento de múltiplas 

sequências, diante de um conjunto de sequências, tanto de proteínas como de 

DNA. Ele calcula um alinhamento de múltiplas sequências dos arquivos de entrada 

(sequências de interesse) (Poirot et al., 2003). 



Tabela 1 - Alguns programas utilizados na área de construção de modelos por modelagem por homologia . 
 

 

Nome e Endereço 

na Internet 

Tipo* Nome e 

Endereço na 

Internet 

Tipo Nome e Endereço na 

Internet 

Tipo 

Bancos de Dados  Seleção de estruturas/moldes  Bioinformática 

Geral 

 

CATH 

http://www.cathdb.info/ 

s BLAST 

https://blast.ncbi.nlm.nih.gov 

s NCBI 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov 

s 

GenBank 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/genba 

nk/ 

s FastA 

https://www.ebi.ac.uk/Tools/sss/fa 

sta/ 

s UNIPROT 

https://www.uniprot.org/ 

s 

GeneCensus 

https://cancer.sanger.ac.uk/cen 

sus 

s UCLA-DOES FRSV 

http://www.doe-mbi.ucla.edu/ 

s Expasy 

https://expasy.org/ 

s 

MODBASE 

https://modbase.compbio.ucsf. 
edu 

s PROFIT 

http://www.bioinf.org.uk/programs/pr 
ofit/ 

P   

PDB 

https://www.rcsb.org/ 

s PDB 

https://www.rcsb.org/ 

s 
 

s 

*s: servidor; P: programa      

Fonte: Elaborada pela autora. 

http://www.cathdb.info/
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank/
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank/
http://www.ebi.ac.uk/Tools/sss/fasta/
http://www.ebi.ac.uk/Tools/sss/fasta/
http://www.uniprot.org/
http://www.doe-mbi.ucla.edu/
http://www.bioinf.org.uk/programs/profit/
http://www.bioinf.org.uk/programs/profit/
http://www.rcsb.org/
http://www.rcsb.org/


Tabela 1 - Alguns programas utilizados na área de construção de modelos por modelagem por homologia (continuação). 
 

 

Nome e 

Endereço na Internet 

Nome e Endereço 
na Internet 

Tipo  Tipo 

 Endereço na Internet  

Alinhamento de Sequências Modelagem de Proteínas s Validação de Modelo  

BLAST 
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov 

MODELLER 
https://salilab.org/modeller 

P PROCHECK 
https://www.ebi.ac.uk/thornton- 

srv/software/PROCHECK 

P 

CLUSTAL 
ttps://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalo 
/ 

SWISS-MODEL 
https://swissmodel.expasy.org 

s WHATCHECK 
http://servicesn.mbi.ucla.edu/WHATC 

HECK 

s 

FastA 
https://www.ebi.ac.uk/Tools/sss/fas 
ta 

I-TASSER 
https://zhanglab.ccmb.med.umich.ed 

u 

s ProSA-Web  
https://prosa.services.came.sbg.ac.at/ 

prosa.php 

s 

MULTALIN 
http://multalin.toulouse.inra.fr/multalin/ 

UCSF Chimera 
https://www.cgl.ucsf.edu/chimer 
a/ 

P Verify-3D 
http://servicesn.mbi.ucla.edu/Verify3D 

s 

MEME 
http://meme-suite.org 

PyMol 
https://pymol.org/ 
2/ 

P   

T-Coffe Rosetta Commons P   

http://tcoffee.crg.cat https://www.rosettacommons.org    

Fonte: Elaborada pela autora. 

https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/
http://www.ebi.ac.uk/thornton-
http://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalo/
http://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalo/
http://servicesn.mbi.ucla.edu/WHATC
http://www.ebi.ac.uk/Tools/sss/fasta
http://www.ebi.ac.uk/Tools/sss/fasta
http://multalin.toulouse.inra.fr/multalin/
http://www.cgl.ucsf.edu/chimera/
http://www.cgl.ucsf.edu/chimera/
http://servicesn.mbi.ucla.edu/Verify3D
http://servicesn.mbi.ucla.edu/Verify3D
http://meme-suite.org/
http://tcoffee.crg.cat/
http://www.rosettacommons.org/
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Para atingir esse objetivo, o T-Coffee começa computando uma coleção 

de alinhamentos de pares: para cada possível par de sequências no conjunto de 

dados, o programa calcula um melhor alinhamento global e os 10 melhores 

alinhamentos de intervalos próximos fazendo uso do algoritmo Sim, contido no 

pacote Lalign (HUANG e MILLER, 1991). 

Na segunda etapa do procedimento, o T-Coffee monta um alinhamento 

de múltiplas sequências que possua o nível mais alto possível de consistência com 

os alinhamentos dentro da coleção de pares de sequências. O T-Coffee é mais 

uma abordagem heurística, e os resultados geralmente satisfatórios conforme 

julgados por comparação com métodos alternativos de alinhamentos (POIROT et 

al, 2003). 

O Multiple Em for Motif Elicitation (MEME) Suite é um kit de ferramentas 

reunidos em uma interface de servidor unificada, que permite aos usuários 

executar quatro tipos de análise de argumentos (ou motifs): descoberta de motifs, 

pesquisa de banco de dados de motifs, pesquisa de banco de dados de sequência 

de motifs e atribuição de função (Bailey et al., 2009). 

O MEME e Gapped Local Alignment of Motifs (GLAM2) são ferramentas 

para a descoberta de motifs em uma sequência de interesse. O TOMTOM é usado 

na busca por motifs similares em bancos de dados de motifs conhecidos; o Find 

Individual Motif Occurrences (FIMO), GLAM2SCAN e Motif Alignment & Search 

Tool (MAST) procuram por ocorrências de motifs em bancos de dados de 

sequências; e finalmente o Gene Ontology for MOtifs (GOMO) fornece associações 

entre motifs e termos de Ontologia de Gene (GO) (BAILEY et al., 2009). 

O algoritmo MM, que é utilizado pelo MEME é um modelo do tipo de 

mistura finita de dois componentes. Seu método de busca consiste em um 

componente que caracteriza um conjunto de subsequências similares e de largura 

fixa (os motifs), enquanto o outro componente descreve todas as outras posições 

nas sequências (o "embasamento"). O algoritmo MM é capaz de descobrir um ou 

mais motifs em uma coleção de sequências, seja de DNA ou de proteínas, através 

do uso do recurso da maximização de expectativa que ajusta seu modelo de 

mistura finita de dois componentes ao conjunto de sequências (banco de dados). 

Essa combinação de modelo com dados torna possível se identificar múltiplos 

motifs ao se eliminar, probabilisticamente, as ocorrências de motifs descobertos 

desse modo e repetindo o processo para encontrar o próximo motif e assim 
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sucessivamente. O algoritmo requer como arquivo de entrada apenas um conjunto 

de sequências e um número especificando a largura dos motifs ( BAILEY et al ., 

1994). 

Terceira Etapa da Modelagem Comparativa: Na comparação das 

estruturas moldes (Templates) selecionadas para determinar as regiões 

estruturalmente conservadas, essas proteínas devem ser sobrepostas pela 

utilização de métodos de ajuste dos mínimos quadrados (―least squares fitting 

methods‖), ou o valor da raiz média quadrática (RMS) (FRANÇA, 2015). 

Em meados da década de 1980, o estudo de estruturas tentou 

estabelecer uma relação quantitativa entre a extensão da identidade em duas 

sequências de proteínas e a extensão da divergência em suas respectivas 

conformações, sendo observado que, por sequências em que mais de 70% dos 

seus aminoácidos foram alterados ainda possuem cadeias principais (backbones) 

capazes de ser sobrepostas, com um valor de desvio quadrático médio de 

aproximadamente 2 Å. Essa diferença não é muito distante do desvio de 0,7 Å de 

RMS observado para uma proteína idêntica que assume duas formas cristalinas 

diferentes, e nem muito maior do que a resolução de muitas estruturas cristalinas 

no banco de dados PDB (BENNER et al., 1997; HÖLTJE et al., 2003). Vários 

programas são utilizados para a construção dos modelos por homologia (Tabela 1). 

O método do Iterative Threading ASSEmbly Refinement (I-TASSER), 

pode ser dividido em quatro estágios gerais: o estágio 1 chama-se fragmentação 

que consiste no threading ou fragmentar/segmentar, refere-se a um procedimento 

de bioinformática que utiliza bases de dados de estruturas elucidadas que possuem 

uma estrutura similar ou fragmentos estruturais semelhantes aos da sequência da 

proteína alvo para identificar moldes (ou templates) de proteínas de estruturas 

ainda não conhecidas. Neste estágio do I-TASSER, a sequência de interesse é 

comparada com um banco de dados de sequências não redundantes por repetição 

específica de posição por meio do BLAST (PSI-BLAST), para identificar parentes 

evolutivos. Um perfil da sequência é então criado com base no alinhamento 

múltiplo das sequências homólogas, que também é usado para prever a estrutura 

secundária usando o PSI-blast based secondary structure PREDiction (PSIPRED). 

A sequência de interesse é então submetida à uma representativa biblioteca de 

estruturas PDB, auxiliada pelo perfil de sequência e pelas estruturas secundárias 

previstas, usando o List Of Protein Structure Prediction Software (LOMETS), um 
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servidor de meta- segmentação que combina sete programas de fragmentação de 

última geração (FUGUE, HHSEARCH, MUSTER, PROSPECT, PPA, SP3 e 

SPARKS) (ROY et al., 2010). 

Nos programas individuais de fragmentação, os templates são 

classificados por uma variedade de pontuações (ou scores) baseadas em 

sequência e baseadas em estrutura. Os principais resultados de templates de cada 

programa de fragmentação são selecionados para considerações adicionais. A 

qualidade dos alinhamentos (e, portanto, a dificuldade de modelagem dos alvos) é 

julgada com base na significância estatística do melhor alinhamento de fragmentos, 

também chamado, o Z-score, que é definido como a pontuação de energia em 

unidades de desvio padrão em relação à média estatística de todos os 

alinhamentos (ROY et al., 2010). 

No estágio 2 há o agrupamento estrutural em que os fragmentos que 

são contínuos e alinhados são retirados das estruturas dos templates e são usados 

para montar conformações estruturais das seções que tiveram um bom 

alinhamento, com as regiões não alinhadas (principalmente regiões de loops e de 

finais de cadeias) construídas por modelagem ab initio. 

Para melhorar a eficiência da análise conformacional, o I-TASSER adota 

um modelo reduzido para representar a cadeia de proteína, sendo cada resíduo 

descrito pelo seu átomo de carbono-alfa (Cα) e centro de massa da cadeia lateral. 

Como as regiões não alinhadas durante o processo de fragmentação geralmente 

têm uma precisão de modelagem menor, a modelagem de estrutura nessas regiões 

é confinada a um sistema confinado de grade, cujo tamanho é de 0,87 Å, o que 

ajuda a reduzir a entropia da análise conformacional. Embora esse tamanho de 

grade possa introduzir uma incerteza de representações conformacionais na 

modelagem comparativa (que geralmente tem um intervalo de erro de 1 a 2 Å), ele 

não gera efeito observável na modelagem ab initio, já que muitas vezes tem um 

intervalo de erro de 4 a 6 Å (ROY et al., 2010). 

As regiões alinhadas por fragmentos geralmente têm uma precisão 

maior e, portanto, a modelagem nessas regiões é realizada fora do sistema de 

grade e os fragmentos desses moldes são mantidos rígidos durante simulações de 

dinâmica molecular, o que ajuda a manter a fidelidade das estruturas de alta 

resolução nessas regiões (ROY et al., 2010). 

O agrupamento dos fragmentos é realizado usando uma técnica 
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modificada da troca de réplica de simulação de Monte Carlo, que implementa 

várias réplicas de simulações em paralelo a diferentes temperaturas, em que essas 

temperaturas são trocadas periodicamente entre essas réplicas; as barreiras de 

energia são achatadas por uma função hiperbólica para acelerar as transições 

entre os diferentes poços de menor energia das simulações. A simulação global é 

guiada por um campo de forças composto baseado em conhecimento, que inclui: 

(1) termos estatísticos gerais derivados do PDB (Cα/correlações de cadeia lateral, 

ligações de hidrogênio e hidrofobicidade); (2) restrições espaciais de fragmentos 

dos templates; e (3) previsões de contato baseadas em sequência do SVMSEQ 

(ROY et al., 2010). 

Em parte, devido à consideração das interações hidrofóbicas e do viés 

em do raio de giro no campo de forças, o procedimento atual de I-TASSER é 

melhor projetado para o enovelamento das proteínas globulares de domínio único, 

enquanto o procedimento para modelar proteínas de múltiplos domínios no I- 

TASSER é especificado na etapa seguinte. As conformações geradas nas réplicas 

de baixa temperatura durante a simulação de refinamento são agrupadas pelo 

SPICKER, um programa de clustering para identificar o modelo de proteína quase 

nativa a partir de chamarizes de estrutura, com o objetivo de identificar estruturas 

com estados de baixa energia livre. Os centróides desses agrupamentos são então 

obtidos pela média das coordenadas 3D de todos as estruturais agrupados (ROY et 

al., 2010). 

No estágio 3 ocorre a seleção do modelo e refinamento através da 

simulação da montagem dos fragmentos que é executada novamente a partir dos 

centróides de grupamentos selecionados. Embora o potencial inerente do I- 

TASSER permaneça inalterado na segunda execução, as restrições externas são 

agrupadas a partir dos alinhamentos de fragmentos do LOMETS e das estruturas 

do PDB que são estruturalmente mais próximas dos centróides, conforme 

identificado pelo TM-align. 

O objetivo da segunda repetição de simulações é remover conflitos 

estéricos e refinar a topologia global dos centróides dos agrupamentos. Os 

resultados gerados durante a segunda rodada de simulações são agrupados 

novamente, e as estruturas de energia mais baixas são selecionadas como 

arquivos de entrada para o REMO, um algoritmo que gera os modelos estruturais 

finais construindo modelos de todos os átomos a partir dos traços do Cα através da 
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otimização das redes de ligações de hidrogênio (ROY et al., 2010). 

E por fim, no estágio 4 é feita a interpretação funcional baseada em 

estrutura: No último estágio, a função da proteína de interesse é inferida pela 

correspondência estrutural dos modelos 3D previstos com as proteínas de estrutura 

e função conhecidas no PDB. Para este propósito, três bibliotecas de 

estrutura/função de proteína foram construídas independentemente pelos autores e 

atualizadas quinzenalmente. Estão inclusas uma biblioteca de 5798 entradas não 

redundantes com números conhecidos da Comissão de Enzimas (EC), uma 

biblioteca de 26045 entradas não redundantes com termos de Ontologia de Gene 

(GO) conhecidos e uma biblioteca de 19658 entradas não redundantes com sítios 

de ligação de ligantes conhecidos (ROY et al., 2010). 

Embora a pesquisa de similaridade estrutural global seja usada para 

reconhecer proteínas com enovelamentos globais semelhantes, a busca por 

similaridade local fornece um método complementar, identificando análogos que 

possuem um enovelar diferente, mas desempenham funções semelhante por 

causa da conservação de sítios ativos/de ligação. Os análogos funcionais dos 

resultados de pesquisa globais são classificados com base nos padrões estruturais 

conservados presentes no modelo, medidos usando um esquema de pontuação 

que combina pontuação de modelagem por template (TM-score), RMSD, 

identidade de sequência e cobertura do alinhamento na estrutura (ROY et al., 

2010). 

Nessa etapa, o TM-score é definido para avaliar a semelhança 

topológica dos pares de estruturas de proteínas, com um valor na faixa de 0,1, e 

uma pontuação maior indicando melhor correspondência estrutural. 

Estatisticamente, um TM-score maior que 0,17 significa um par de proteínas 

selecionado aleatoriamente com o alinhamento sem intervalos retirado do PDB;  

um TM-score maior que 0,5 corresponde aos pares de proteínas de enovelamento 

semelhantes. O significado estatístico do TM-score é independente do tamanho da 

proteína. 

A busca de similaridade local procura motifs espaciais conservados no 

modelo previsto do I-TASSER, com os candidatos classificados com base em sua 

estrutura e semelhança de sequência com cavidades funcionais (bolsos ou 

cavidades de ligação) em estruturas conhecidas. E enfim, os resultados da 

pesquisa global e local são combinados para apresentar uma lista abrangente de 
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análogos funcionais (ROY et al., 2010). 

No Swiss Model, todos os métodos de modelagem por homologia 

consistem nas seguintes quatro etapas: (I) seleção de template; (II) alinhamento do 

alvo/template; (III) construção de modelos; e (IV) avaliação. Essas etapas podem 

ser sequencialmente repetidas até que uma estrutura de modelo satisfatória seja 

alcançada. Diversas técnicas diferentes de construção de modelos foram 

desenvolvidas ao longo dos anos. A abordagem do servidor SWISS-MODEL pode 

ser descrita como montagem de fragmentos rígidos, que será descrita 

resumidamente (BIASINI et al., 2014). 

Seleção de Templates: A biblioteca de modelos ExPDB do servidor 

SWISS- MODEL, é extraída do PDB. De modo a permitir um fluxo de trabalho 

estável e automatizado do servidor, os arquivos de coordenadas do PDB são 

divididos em cadeias de proteínas individuais e em registros não confiáveis (por ex. 

modelos teóricos, e de estruturas de baixa qualidade, fornecendo apenas 

coordenadas de Cα), que são removidos. Informações adicionais úteis para a 

seleção de templates são reunidas e adicionadas ao cabeçalho do arquivo, como 

por exemplo a provável estrutura quaternária, os indicadores de qualidade como 

energia de campo de força empírico, pontuação do potencial de força médio pelo 

ANOLEA, que é um programa de modelagem para cálculos da energia de uma 

proteína. 

Para selecionar templates para uma determinada proteína, as 

sequências da biblioteca de estrutura de moldes são pesquisadas. Se esses 

templates cobrirem regiões distintas da sequência de interesse, o processo de 

modelagem será dividido em lotes independentes separados (GUEX & PEITCH, 

1997; SCHWEDE et al., 2003). 

Alinhamento: Até cinco estruturas de templates por grupo são 

sobrepostas usando um algoritmo sequencial de mínimos quadrados. Um 

alinhamento estrutural é gerado após a remoção de modelos incompatíveis, isto é, 

a omissão de estruturas com elevado RMSD ao Cα do primeiro template. Um 

alinhamento da sequência alvo com a estrutura do principal template é calculado, 

seguido por uma etapa heurística para melhorar o alinhamento. O posicionamento 

de inserções e exclusões é otimizado considerando o contexto da estrutura do 

modelo. Em particular, os resíduos isolados no alinhamento ("ilhas") são 

deslocados para os flancos para facilitar o processo de construção dos loops 
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(GUEX & PEITCH, 1997; SCHWEDE et al., 2003). 

Construção de Modelo: Para gerar o núcleo do modelo, calcula-se a 

média das posições dos átomos de backbone da estrutura do template. Assim os 

templates são medidos pela sua similaridade de sequência com a sequência alvo, 

enquanto as posições dos átomos que são significativamente divergentes são 

excluídos. As coordenadas do template não podem ser usadas para modelar 

regiões de inserções ou exclusões no alinhamento do template/alvo. 

Para gerar essas partes, um conjunto de fragmentos compatíveis com as 

hastes vizinhas é construído usando a programação de restrição de espaço (CSP). 

O melhor loop é selecionado usando um esquema de pontuação, que considera 

tanto a energia do campo de força, como impedimentos estéricos e interações 

favoráveis como a formação de ligações de hidrogênio. Se nenhuma alça 

adequada puder ser identificada, os resíduos flanqueadores serão incluídos no 

fragmento reconstruído para permitir maior flexibilidade. Nos casos em que o CSP 

não fornece uma solução satisfatória e para loops acima de 10 resíduos, uma 

biblioteca de loop derivada de estruturas experimentais é pesquisada para 

encontrar fragmentos de loop compatíveis (GUEX & PEITCH, 1997; SCHWEDE et 

al., 2003). 

Modelagem de cadeias laterais: A reconstrução das cadeias laterais do 

modelo baseia-se nas posições ponderadas dos resíduos correspondentes nas 

estruturas dos moldes. Começando com resíduos conservados, as cadeias laterais 

do modelo são construídas por cadeias laterais da estrutura do template iso- 

estericamente substituídas. As possíveis conformações da cadeia lateral são 

selecionadas a partir de uma biblioteca de rotâmeros dependentes do backbone, 

que foi construída cuidadosamente levando em conta a qualidade das estruturas de 

origem. Uma função de pontuação avaliando interações favoráveis (pontes de 

hidrogênio, pontes dissulfeto) e contatos próximos desfavoráveis é aplicada para 

selecionar a conformação mais provável (GUEX e PEITCH, 1997; SCHWEDE et 

al., 2003). 

Minimização de energia: Os desvios na geometria da estrutura da 

proteína, que foram introduzidos pelo algoritmo de modelagem ao unir fragmentos 

rígidos, são regularizados na última etapa de modelagem pela minimização de 

energia utilizando o método steepest descent e usando o campo de força 

GROMOS96, uma vez que os campos de força empíricos são úteis para detectar 



49 
 

 

partes do modelo com erros conformacionais (GUEX e PEITCH, 1997; SCHWEDE 

et al., 2003). 

Quarta Etapa da Modelagem Comparativa: A validação do modelo é feita 

de forma a utilizar programas específicos, que consideram as necessidades e 

parâmetros específicos de análise (Tabela 1). O desenvolvimento dos métodos 

tanto experimentais como computacionais para a resolução de estruturas 

tridimensionais de proteínas aumenta mais e mais, porém um problema contínuo 

que se apresenta é verificar a precisão do modelo final da proteína. A 

compatibilidade do modelo 3D de uma proteína com a sua própria sequência de 

aminoácidos medida por um perfil 3D, é um eficiente método de teste da exatidão 

desse modelo. 

De fato, na validação do modelo, em que se visa avaliar a qualidade e 

confiabilidade das estruturas geradas, são investigadas o grande número de 

propriedades presentes em diferentes graus de organização estrutural, como 

exatidão estereoquímica, qualidade do empacotamento de resíduos e 

confiabilidade do enovelamento de acordo com os ambientes químicos dos 

resíduos e existem diferentes softwares para realizar essas análises. Entre os mais 

utilizados, se encontram o Prochek, e o Verify3D (HÖLTJE et al., 2003). 

O PROCHECK é possivelmente, o mais informativo e útil dos 

indicadores de "qualidade" para um modelo de proteína é o gráfico de 

Ramachandran dos ângulos de torção φ-ψ dos resíduos. Essa análise detecta  

tanto erros grosseiros nas estruturas, assim como os mais sutis. No mapa de 

Ramachandran original (RAMACHANDRAN et al., 1963; RAMAKRISHNAN e 

RAMACHANDRAN, 1965), as regiões denominadas como "permitidas" foram 

definidas com base em simulações de dipeptídeos. 

Na versão do PROCHECK, as diferentes regiões desse gráfico são 

definidas com base em quão densamente elas são preenchidas com pontos de 

dados retirados de um banco de dados de estruturas de proteínas bem refinadas. 

As regiões são: central, permitidas, generosamente permitidas e não permitidas 

(Figura 4) (LASKOWSKI et al., 1993). 

Com o auxílio do Verify 3D, o perfil 3D de uma estrutura de proteína 

pode ser visto e tratado como uma tabela, que é calculada a partir das 

coordenadas atômicas da estrutura, e assim podendo ser usada para classificar da 

compatibilidade do modelo de estrutura tridimensional com qualquer sequência de 
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aminoácidos. Perfis 3D computados a partir de estruturas proteicas corretas obtém 

pontuações elevadas quando combinam com suas próprias sequências, e vice- 

versa. Sendo assim, a avaliação da exatidão de um modelo de proteína através de 

seu perfil 3D pode ser efetuada independentemente da origem do modelo ser 

derivada de raios-X, RMN, ou procedimentos computacionais (EISENBERG et al ., 

1997). 

Nesse método de avaliação, usando um perfil 3D para mensurar a 

compatibilidade de um modelo de proteína com sua sequência, é necessário 

entender que a posição de cada resíduo no modelo 3D é caracterizada por seu 

ambiente, e pode ser representada por uma linha de 20 números no seu perfil. 

Esses números pode ser interpretados como as preferências estatísticas  

(chamada de pontuações 3D-1D) de cada um dos 20 aminoácidos por esses ditos 

ambientes (EISENBERG et al ., 1997). 

 
 

Figura 4 - Programa de validação Ramachandran. Gráficos gerados e utilizados 

para a validação de modelos mostrando as diferentes regiões sombreadas de 

acordo com o quanto as combinações de ângulos phi-psi são favoráveis. Em (A) a 

versão original do programa (1992) e (B) uma versão posterior atualizada baseada 

em um conjunto de dados mais nova (1998), incluindo mais estruturas de alta 

resolução. 

 

Fonte: Adaptada de Laskowski et al., 2012. 
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Os ambientes de resíduos são definidos por três parâmetros: a área do 

resíduo que é se encontra enterrada na estrutura da proteína, a fração da área     

da cadeia lateral que é coberta por átomos polares (oxigênio e nitrogênio), e das 

estruturas secundárias adjacentes. A pontuação "S" da compatibilidade 

perfil/sequência de um modelo é a soma de todas as pontuações 3D-1D, em todas 

as posições de todos os resíduos, para toda sequência de aminoácidos da 

proteína. E assim, a compatibilidade dos segmentos da sequência com a suas 

estruturas 3D pode ser avaliada traçando, contra o número de sequência, a 

pontuação média do 3D-1D (EISENBERG et al ., 1997). 

O processo de descoberta e desenvolvimento de fármacos ainda  é 

muito caro, demorado e desafiador. Entretanto as ferramentas de descoberta de 

fármacos in silico podem auxiliar potencialmente reduzindo o custo de pesquisa e o 

tempo de desenvolvimento. Hoje, a modelagem molecular, inclusive a modelagem 

por homologia tornou-se uma ferramenta eficaz e indispensável no 

desenvolvimento terapêutico (FRANÇA, 2014). 

Os projetos envolvendo a identificação do genoma de diferentes 

organismos vivos disponibilizou uma quantidade substancial de dados de 

sequência que podem ser usados em vários projetos de descoberta de fármacos. 

Além disso, o crescente conhecimento das estruturas biológicas, bem como o 

aumento do poder de cálculo computacional, tornaram possível o uso eficaz de 

diferentes métodos em várias fases do processo de descoberta, acelerando o 

avanço nas pesquisas farmacêuticas de interesse econômico (USHA, 2017). 

Utilizar essas ferramentas, que fazem parte da Biotecnologia ouro, para a análise 

de doenças negligenciadas como a esporotricose, pode auxiliar na descoberta e 

caracterização de novos alvos biotecnológicos como a enzima 24∆-esterol 

metiltransferase do Sporothrix , permitindo a melhora dos tratamentos atuais que 

ainda possuem alta toxicidade e baixa usabilidade (duração e número de doses). 
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4 OBJETIVOS 
 

4.1 GERAL 

 
Caracterizar in silico a enzima 24∆-esterol metiltransferase do Sporothrix 

(24SMT) como um alvo Biotecnológico para o tratamento da Esporotricose através 

da modelagem molecular. 

 
 

4.2 ESPECÍFICOS 

 
Identificar enzimas com alto grau de identidade e similaridade estrutural à 

enzima 24SMT. 

Construir um modelo por homologia para a enzima 24SMT utilizando 

templates/moldes com alto grau de identidade e similaridade. 

Validar o modelo final da 24SMT. 

Realizar uma análise comparativa com o modelo 24SMT e as enzimas da 

mesma família nos níveis estruturais 1ª, 2ª e 3ª. 
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5 METODOLOGIA 

 

 
Para a execução do projeto, seguiu-se o fluxograma representado na 

figura 5, cujas fases são explicadas nos tópicos : 

 
Figura 5 – Etapas da execução do projeto 

 
Fonte: Elaborada pela autora. 
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5.1 MODELAGEM POR HOMOLOGIA DA 24∆-ESTEROL METILTRANSFERASE 

DO Sporothrix schenckii (24SMT) 

 
A modelagem molecular foi realizada na Universidade Estadual do 

Ceará, utilizando um notebook com processador Intel Core i5. A sequência primária 

da proteína 24∆-esterol metiltransferase foi obtida no Banco de Proteínas do NCBI 

(National Center for Biotechnology Information, Resource Coordinators, 2017; 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/). A sequência primária selecionada da enzima 24 ∆ 

esterol metiltransferase do Sporothrix schenckii (cepa: 1099-18 da coleção: 

ATCC:MYA-4821, hospedeiro: Homem) que foi relatada em 2014 por Teixeira e 

colaboradores sob o código de acesso XP_016592023 no site NCBI Blast, 

contendo o domínio conservado da família das AdoMet-MTases (Figura 6). 

 
Figura 6 - Sequência da enzima 24 ∆ esterol metiltransferase do Sporothrix schenckii utilizada 
para a construção do modelo por homologia. 

 

Fonte: Elaborada pela autora. 

 
 

Esta sequência foi submetida aos servidores Swiss Model e I-Tasser 

obtendo-se os templates aos quais modelos foram alinhados para obtenção do 

escore de Desvio Quadrático Médio (RMSD), indicando o nível de desvio de 

aminoácidos entre templates e modelos. 

A sequência em formato FASTA (derivado do pacote e software FASTA 

e sequenciamento de DNA) foi submetida aos servidores I-Tasser (ZHANG, 2008) 

e Swiss Model (BIASINI et al., 2014) para obtenção dos moldes de proteínas 

homólogas. O molde ideal para realizar a modelagem foi escolhido com base no 

valor de scores de identidade, similaridade e TM-score e através do score de 

identidade e similaridade, no I-Tasser e Swiss Model, respectivamente (Figura 7). 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/)
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Figura 7 - Ambiente do programa I-Tasser (acima) e Swiss Model (abaixo) 

gratuito para instituições acadêmicas. 

 

 

Fonte: Elaborada pela autora. 

 

 
O alinhamento estrutural entre a proteína-alvo e o molde para avaliação 

do menor desvio médio quadrático (RMSD, do inglês Root Mean Square Deviation) 

foi realizado no programa Swiss PDB Viewer (SPDBV) (GUEX; PEITSCH; 

SCHWEDE, 2009). Os modelos foram escolhidos com base no RMSD, cujo valor 

ideal é de, no máximo, 2.0 Å. Após a construção, o modelo foi submetido a 

optimização da geometria por minimização de energia no SPDBV. 
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5.2 VALIDAÇÃO DO MODELO POR HOMOLOGIA 

 
A validação do modelo foi realizada no servidor Verify 3D, onde foi 

determinada a compatibilidade entre a estrutura primária e o modelo 3D 

submetidos, através da atribuição de uma classe estrutural, com base nas posições 

e suas características (alfa-hélices, folhas-beta, loops, polar, não-polar, etc.) e 

comparando os resultados com estruturas quaternárias já conhecidas e de boa 

qualidade (BOWIE; LÜTHY; EISENBERG, 1991; LÜTHY; BOWIE; EISENBERG, 

1992) e no programa Procheck, através do servidor PDBSum, analisando-se os 

ângulos Phi e Psi através do mapa de Ramachandran (LASKOWSKI et al., 1993; 

1996). 

A exibição do modelo final foi realizada com o programa SPDBV e os 

sítios de ligação proteína-fármaco tem a perspectiva de serem testados pelo 

laboratório. 



57 
 

 

6 RESULTADOS E DISCUSSÃO 

 
A sequência primária selecionada da enzima 24 ∆ esterol 

metiltransferase (24SMT) do Sporothix schenckii foi avaliada previamente no 

programa CDsearch do NCBI de busca de domínios conservados, confirmando a 

presença do domínio da superfamília metiltransferase AdoMet dependente ou seja 

que usam S-adenosil-L-metionina como substrato para a metilação (Figura 8). 

 
Figura 8 - Domínios conservados da superfamília SMT ADOMET-dependente detectados na 

sequência da enzima 24 ∆ esterol metiltransferase do Sporothrix schenckii utilizada para a 

construção do modelo por homologia utilizando o programa CD search do site NCBI. 

 
 

Fonte: Elaborada pela autora. 

 

A sequência FASTA foi submetida aos programas Swiss-Model e I- 

Tasser obtendo-se 4 templates do Swiss-Model (2FK7, 2VN8, 3CCF e 4FS8) e 10 

templates  do  I-Tasser  (  1KPH,  1KPI,  1TPY,  2FK8,  3UJ6,  4INE,  4IV0,   4KRG, 

4KRHe 5WP4) .Os templates foram alinhados entre si e com a sequência primária 

da   24SMT   no   servidor   T-Coffee   para   identificar   quais   apresentam   maior 



58 
 

 

similaridade com a 24SMT, observando-se os aminoácidos idênticos, conservados 

e semiconservados. Todos os templates sugeridos pelo Swiss Model apresentaram 

escore mediano no T-Coffee, variando entre 44 e 64 (Figura 9), enquanto nos 

apontados pelo I-Tasser, a maioria dos templates apresentaram escores variando 

de medianos a bons, com valores entre 42 e 73, indicando que uma maior 

quantidade de trechos idênticos ou semelhantes na sequência de aminoácidos a 

24SMT. A única exceção foi o 4KRG que apresentou escore muito baixo (E=17), 

confirmando sua inadequação para utilização no desenvolvimento do modelo 3D 

(Figura 10). 

 

Figura 9 - Escore T-coffee resultante da comparação das sequências dos templates 

sugeridos pelo Swiss Model (esquerda) e pelo I-Tasser (Direita) com a sequência da enzima 

24 ∆ esterol metiltransferase do Sporothrix schenckii a ser utilizada para a construção do 

modelo por homologia. 

 

Fonte: Elaborada pela autora. Legenda: Escore Bom = cor rosa; Escore Mediano 
= cor ―salmão‖; e Escore Ruim = cores azul e verde. 
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Figura 10 - Alinhamento múltiplo das sequências dos templates do Swiss Model 
(acima) e do I Tasser (abaixo) com a 24SMT do S. schenckii . 

 

 

Fonte: Elaborada pela autora. 
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Para comparar os motifs dos templates e da 24SMT, utilizou-se o 

programa Multiple Em for Motif Elicitation (MEME), ferramenta que analisa os 

motivos, ou seja, os padrões de sequência que ocorrem repetidamente em um 

grupo de proteínas relacionadas ou sequência de DNA. 

Em nossa análise observamos que os templates apontados pelo Swiss 

Model apresentaram pouca conservação quanto posição dos motifs onde somente 

um estava conservado nos templates 3CCF, 4FS8 e 2FK7 (Figura 11). 

Diferentemente, nas sequências fornecidas pelo I-Tasser houve bastante 

similaridade, onde observou-se dois grupos formado pelos templates 3UJ6, 4INE, 

4IV0, 4KRH e 5WP4 e pelos templates 1KPH, 1KPI, 1TPY e 2FK8 (Figura 11 

continuação). Com os baixos resultados nos escores oriundos do T-coffee e do 

MEME, os templates sugeridos pelo Swiss Model mostram-se de menor prioridade 

para o desenvolvimento do modelo 3D da 24SMT. 

A sequência da 24SMT foi submetida aos servidores Swiss Model e I- 

Tasser utilizando-se todos os templates sugeridos pelos respectivos programas, 

procedendo-se como é instruído pelos autores, gerando-se vários modelos. 

Posteriormente, os templates utilizados foram então alinhados com os modelos 

para obtenção do escore de Desvio Quadrático Médio (RMSD), analisando-se o 

nível de desvio da estrutura original dos templates e da estrutura teórica construída 

para os modelos (Tabela 2). 

A maioria dos escores RMSD ficou abaixo do valor máximo de 2 Å, a 

exceção das combinações template/modelo: 4FS8/4 (RMSD = 2,27 Å), 4KRG/1 

(RMSD= 2,23Å), 4KRG/2 (RMSD = 2,40 Å), 4KRG/3 (RMSD = 2,23 Å), template 

4KRH/1 (RMSD= 2,23 Å), 4KRH/2 (RMSD = 2,40 Å) e 4KRH/3 (RMSD = 2,23 Å). 

Tais resultados negativos excluíram automaticamente esses templates como 

moldes para construção final do modelo 3D. Os templates com os respectivos 

melhores resultados de RMSD estão apresentados na tabela 2. 
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Figura 11 – Motifs resultante do alinhamento entre a proteína homóloga e os 
templates do Swiss Model (acima) e do I-Tasser (abaixo) 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Modelos MEME das sequências primárias de proteína molde, templates 2FK7, 2VN8, 3CCF e 4FS8, 

do Swiss Model. Um modelo de sequência primária gerada por MEME composta por até 8 motivos 

nas 5 proteínas. A localização desses motivos, representados como caixas codificadas por cores, é 

mostrada em uma ilustração gráfica da sequência primária das proteínas. Os números acima destas 

caixas indicam o primeiro e último aminoácidos de cada motivo MEME. O valor p de cada proteína 

modelada por MEME é indicado. B - Representação do logotipo da composição da sequência dos 

motivos MEME em aminoácidos. 

 

Fonte: Elaborada pela autora. 
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Modelos MEME das sequências primárias de proteína molde, templates 1KPH, 1KPI, 1TPY, 2FK8, 

3UJ6, 4INE, 4IV0, 4KRH e 5WP4, do I-Tasser. Um modelo de sequência primária gerada por MEME 

composta por até 8 motivos nas 10 proteínas. A localização desses motivos, representados como 

caixas codificadas por cores, é mostrada em uma ilustração gráfica da sequência primária das 

proteínas. Os números acima destas caixas indicam o primeiro e último aminoácidos de cada motivo 

MEME. O valor p de cada proteína modelada por MEME é indicado. B - Representação do logotipo 

da composição da sequência dos motivos MEME em aminoácidos. 

 

Fonte: Elaborada pela própria autora. 
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Tabela 2 - Comparação do alinhamento dos templates com os respectivos modelos 

da enzima 24 ∆ esterol metiltransferase do S.schenckii para a obtenção do RMSD 

(RMSD = Raiz do Desvio Médio Quadrático = Å) 

 

Servidor Alinhamento 

(Template/Modelo) 

RMSD 
 

I-Tasser 1KPH/ Modelo 1 1,44 Å  

I-Tasser 1KPI/ Modelo 5 1,41 Å 
 

I-Tasser 1TPY/ Modelo 1 1,35 Å 
 

I-Tasser 2FK8/ Modelo 1 1,40 Å 
 

I-Tasser 3UJ6/ Modelo 1 1,00 Å 
 

I-Tasser 4INE/ Modelo 2 0,77 Å 
 

I-Tasser 4IV0/ Modelo 1 1,07 Å 
 

I-Tasser 4IV0/ Modelo 2 1,07 Å 
 

I-Tasser 5WP4/ Modelo 1 0,75 Å 
 

Swiss Model 3CCF/ Modelo 1 0,89 Å 
 

Swiss Model 2FK7 / Modelo 2 0,52 Å 
 

Swiss Model 2VN8 / Modelo 2 1,59 Å 
 

 

 

Fonte: Elaborada pela autora. 

 
Após a análise dos escores RMSD, T-coffee e MEME, construiu-se os 

modelos 3D da 24 SMT. De acordo com Nes (2003), as SMT ADOMET 

dependentes são tetrâmeros em que cada cadeia possui sete folhas-β no mesmo 

sentido (a exceção de uma) intercaladas com α-hélices e seus sítios catalíticos são 

compostos por Ácido Aspártico, Ácido Glutâmico ou Tirosina (Figura 12). Elas são 



64 
 

 

enzimas predominantemente eletronegativas, pois interagem com um carbocátion 

durante a metilação da S-adenosil-L-metionina. Para verificar o perfil de 

eletronegatividade dos templates 3CCF, 2FK7, 2VN8, 1KPH, 1KPI, 2TPY, 2FK8, 

3UJ6, 4INE, 4IV0 e 5WP4 calculamos os mapas de potencial eletrônico utilizando o 

programa Swiss PDB Viewer (Figura 13). Os modelos 3D também foram avaliados 

segundo esses critérios estruturais. 

 
Figura 12 - Estrutura 3D dos templates selecionados pelo Swiss Model em 3D (-) 

e pelo I-Tasser (.) para a construção do modelo do 24 SMT. 

 

Fonte: Elaborada pela autora. 
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De acordo com a figura 12, pôde-se observar que os templates 2VN8, 

4INE e 5WP4 não apresentam as sete folhas-β como descritas por Nes (2003), 

sendo, portanto, eliminadas para o desenvolvimento do modelo proteico. Observa- 

se a presença de sete folhas-β nos templates 3CCF E 2FK E NOS 1KPH, 1KPI, 

1TPY, 2FK8, 3UJ6 e 4IV0. O template 1KPH se mostrou como uma das estruturas 

mais similares às características de uma SMT. 

 
Figura 13 - Comparação do mapa de potencial eletrostático da superfície dos templates 

selecionados pelo Swiss Model e pelo I Tasser. 

 
 

Fonte: Elaborada pela autora. Observa-se a prevalência de superfícies eletronegativas. 
 

Na avaliação do mapa de potencial eletrônico, observou-se a 

prevalência de superfícies moleculares eletronegativas, confirmando a 

característica das metiltransferases como eletronegativas. Contudo, seguindo o 

princípio de que na natureza, quanto menor a energia, mais estável é a molécula, o 

modelo 4IV0, tanto por apresentar-se uma molécula mais estável como por ter 

apresentado um alto escore T-coffee foi eleito com um dos modelos prováveis da 

SMT. 

As enzimas SMT ADOMET dependentes estão presentes na maioria dos 

fungos, a exceção dos oomycetos Pythium e Phytophthora, pois não possuem 
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Tabela 3 – Classificação dos templates por estequiometria, proteína e microorganismo. 

 

ergosterol na sua membrana celular (CHUNG et al., 2000). Cada modelo não 

eliminado foi classificado segundo sua estequiometria, tipo de proteína e 

microrganismo ao qual pertence (Tabela 3). 

 
 

 
Fonte: Elaborada pela própria autora. 

 

Os templates 3CCF e 4IV0 são metiltransferases, confirmando o 

template 4IV0 como viável para o desenvolvimento do modelo 3D, sem descartar o 

template 3CCF. O template 1KPH, apesar de ter todas as características de uma 

metiltransferase, é uma Ácido Ciclopropano Sintase, isto é, uma proteína ácida, o 

que justifica sua superfície intensamente eletronegativa. 

Os templates escolhidos foram submetidos ao programa Procheck 

hospedado no servidor PDBSum Generate para cálculo da energia individual de 

cada aminoácido (Figuras 14 e 15). Ambos os templates escolhidos apresentaram 

escore de similaridade acima de 95% com todos ou a grande maioria dos 

aminoácidos dentro das regiões permitidas. Somente dois aminoácidos do modelo 

1KPH estavam na região não permitida por serem aminoácidos próximos às 

extremidades da cadeia. 

Por fim, fez-se a avaliação dos sítios catalíticos de cada template 

escolhido, confirmando o template 4IV0 como o mais viável para a construção do 

modelo final da proteína 24 ∆-esterol metiltransferase devido ao sítio catalítico 

formado por um Ácido Aspártico como previsto para a interação com o sítio de 
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ligação com a metionina (Figuras 16 e 17). 

 
 

Figura 14 - Análise da qualidade da estrutura do template 4iv0 através do Gráfico de 

Ramachandran. 

 
 

Fonte: Elaborada pela própria autora. Soma dos resíduos na região favorável e dos resíduos 
nas regiões permitidas igual a 99,6%, mostrando a estabilidade da molécula. 



68 
 

 

Figura 15 - Análise da qualidade da estrutura do template 1kph através do Gráfico de 
Ramachandran. 

 
 

 

 
Fonte: Elaborada pela própria autora. Soma dos resíduos na região favorável e dos resíduos nas 
regiões permitidas igual a 99%, mostrando a estabilidade da molécula. 
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Figura 16 – Zoom do Sítio de ligação do template 1KPH, mostrando os 

aminoácidos envolvidos na rede de interações necessárias para a reatividade 

enzimática. 

 

Fonte: Elaborada pela própria autora. 
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Figura 17 – Zoom do Sítio de ligação do template 4IV0, mostrando os 

aminoácidos envolvidos na rede de interações necessárias para a reatividade 

enzimática. 

 
Fonte: Elaborada pela própria autora. 
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Com base nos templates escolhidos, foram criados os modelos 1 e 2, 

minimizados no programa SPDBV e seus escores de confiança e RMSD com 

ambos os templates foram avaliados. Ambos apresentaram níveis satisfatórios de 

escore de confiança, o modelo 1 apresentando C-escore= -1,49 e o modelo 2 

apresentando C- escores= -1,40. As taxa de desvio médio quadrático também 

apresentaram valores satisfatórios, apresentando o alinhamento do modelo 1 com 

molde 1KPH RMSD= 1,35 Å, modelo 1 com molde 4IV0 RMSD= 1,02 Å, modelo 2 

com molde 1KPH RMSD= 1,53 Å e modelo 2 com molde 4IV0 RMSD= 1,02 Å. 

Os modelos foram alinhados com seus respectivos templates para a 

observação da superposição das estruturas secundárias onde constatou-se que o 

modelo 1 com molde 1KPH e modelo com molde 4IV0 estavam satisfatoriamente 

alinhados (Figura 18). 

Figura 18 - Alinhamentos entre modelos 1 e 2 os seus templates 1KPH e 4IV0. 
 
 

Fonte: Elaborada pela autora. 
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Os modelos foram submetidos ao Procheck para avaliação energética 

de seus aminoácidos através do mapa de Ramachandran. O modelo 1 apresentou 

a soma dos aminoácidos nas regiões favoráveis e nas regiões permitidas igual a 

93,5% (Figura 19), isto é, um valor mediano que indica que este modelo pode ser 

otimizado com a minimização de energia. O modelo 2 apresentou a soma dos 

aminoácidos nas regiões favoráveis e nas regiões permitidas igual a 95,2% (Figura 

20), um valor satisfatório validando este modelo como estável. 

 
Figura 19 - Análise da qualidade da estrutura do modelo 1 através do Gráfico de 

Ramachandran. 

 

Fonte: Elaborada pela autora. 
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Figura 20 - Análise da qualidade da estrutura do modelo 2 através do Gráfico de 
Ramachandran. 

 

Fonte: Elaborada pela autora. 

 
O modelo 2 da 24SMT do Sporothrix schenckii que apresentou melhor 

resultado na validação ainda foi comparado com o grupo de metil transferases de 

outros organismos de importância médica e/ou econômica, dentre eles fungos, 



74 
 

 

bactérias e plantas, apresentando certo grau de similaridade, incluindo: Sporothrix 

brasiliensis Schizosaccharomyces pombe, Neosartorya fumigata, Neurospora 

crassa Ashbya gossypii, Saccharomyces cerevisiae Candida glabrata Yarrowia 

lipolytica Candida albicans e Arabidopsis thaliana (Figura 21). 

Os aminoácidos que possuem mesma coloração, possuem as mesmas 

características químicas, podendo elas serem ácidas, básicas, neutras ou apolares. 

Houve poucos aminoácidos idênticos, contudo muitos aminoácidos sofreram troca 

conservativa (Figura 21, continuação 1), isto é, apresentaram similaridade de 

aminoácidos (Figura 21, continuação 2) e portanto, as mesmas características 

químicas da enzima, confirmando que podem ter evoluído a partir de um ancestral 

comum. 

 

Figura 21 - Alinhamento múltiplo da sequência do modelo 2 do 24SMT com a de outros 

microorganismos de importância médica e/ou econômica, incluindo: Arabidopsis thaliana, 

Schizosaccharomyces pombe, Neosartorya fumigata, Neurospora crassa, Sporothrix 

brasiliensis, Ashbya gossypii, Saccharomyces cerevisiae, Candida glabrata, Yarrowia 

lipolytica e Candida albicans. 

 

Coloração dos resíduos por característica químic 

 



75 

Figura 21 - Alinhamento múltiplo da sequência do modelo 2 do 24SMT com a de outros 

 

microorganismos de importância médica e/ou econômica, incluindo: Arabidopsis thaliana, 
Schizosaccharomyces pombe, Neosartorya fumigata, Neurospora crassa, Sporothrix 
brasiliensis, Ashbya gossypii, Saccharomyces cerevisiae, Candida glabrata, Yarrowia 
lipolytica e Candida albicans (Continuação 1). 

 

Coloração dos resíduos por identidade e presença em todos analisados 

 

Coloração dos resíduos por grau de identidade com troca conservativa 
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Figura 21 - Alinhamento múltiplo da sequência do modelo 2 do 24SMT com a de outros 

 

microorganismos de importância médica e/ou econômica, incluindo: Sporothrix brasiliensis 

Schizosaccharomyces pombe, Neosartorya fumigata, Neurospora crassa Ashbya gossypii, 

Saccharomyces cerevisiae Candida glabrata Yarrowia lipolytica Candida albicans e 

Arabidopsis thaliana (Continuação 2). 

 

Coloração dos resíduos por similaridade 
 

Fonte: Elaborada pela autora. 

 
 
 

A análise da sequência revelou um loop entre os aminoácidos 90 a 115 

que não está presente em nenhuma das 11 sequências avaliadas, além de outras 

substituições que não são compartilhadas com outras enzimas da mesma família. 

Isso infere uma diferença estrutural que poderá ser explorada para o desenho de 

novos fármacos mais específicos, que poderão não comprometer o tratamento de 

outras infecções fúngicas devido ao processo de multirresistência. 

As metiltransferases são uma classe grande e diversa de enzimas que 

catalisam a transferência de grupos metila de S-adenosil L-metionina (AdoMet) a 

uma ampla gama de substratos, incluindo pequenas moléculas, ácidos nucléicos e 

proteínas. Apesar do uso de um cofator comum, o AdoMet, o mecanismo de 

transferência de metila não é conservado entre metiltransferases. Isso pode ser 

refletido na falta de sequências de motifs bem distintas que definem os locais ativos 

de metiltransferases, diferentemente das sequências de motifs dos sítios de ligação 

de nucleotídeos das quinases e desidrogenases. E embora AdoMet seja o segundo 
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cofator mais comumente usado após o ATP, há relativamente poucas descrições 

estruturais dos locais de ligação com o AdoMet (DJORDJEVIC and STOCK, 1997). 

Apesar de faltarem informações estruturais sobre as enzimas 

metiltransferases, a análise estrutural da enzima indica que o sítio de ligação com o 

AdoMet é caracterizado pela conformação específica de um loop de folhas β e α 

hélices dentro do domínio do sítio de ligação com o cofactor (DJORDJEVIC and 

STOCK, 1997). 

Com relação ao modelo criado, a análise do mapa de potencial 

eletrostático evidencia uma molécula com mais regiões ácidas do que regiões 

básicas, confirmando a descrição da literatura sobre o seu padrão ácido (Figura 

22). 
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Figura 22 - Comparação dos mapas de potencial eletrostático do modelo 2 da 24 

SMT (maior acima) e dos templates ( menor abaixo) apontados pelos programas de 

modelagem por homologia pela similaridade estrutural. Carga positiva em azul, 

carga negativa em vermelho, alfa-hélice em vermelho e beta -pregueada em verde. 

 

 

Fonte: Elaborada pela autora. 
 

A literatura recente mostra o uso de ferramentas de bioinformática na 

identificação genômica, anotação, análise filogenética e análise comparativa 

envolvendo proteínas da família P450 de S. schenckii. Baseada na resistência do 

S. schenckii ao cetoconazol e na análise estrutural in silico do CYP51, observa-se 

nos dados do genoma de S. schenckii 40 P450s agrupados em 32 famílias e 39 

subfamílias (YASUDA et al., 2018). 

Análises comparativas abrangentes revelaram que S. schenckii 

compartilha 11 famílias de P450 com fungos patogênicos para plantas, mas possui 

três famílias únicas de P450: CYP5077, CYP5386 e CYP5696 (nova família) 
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(YASUDA et al., 2018). 

A modelagem 3D da CYP51 de S. schenckii revelou a presença de 

motivos característicos de P450 com um local de interação redutase . A análise 

revelou um número de mutações que podem ser associadas à resistência ao 

cetoconazol, especialmente na entrada do canal no sítio ativo. Uma das possíveis 

razões para uma melhor estabilização do itraconazol, em comparação com o 

cetoconazol, é que a molécula pode formar uma ligação de hidrogênio com o ASN- 

230 (YASUDA et al., 2018). 

De modo similar, encontramos dados para a 24SMT que apontam para a 

necessidade de uma investigação mais detalhada sobre a composição de 

aminoácidos e sua distribuição eletrônica próxima a região de ligação e do sítio 

ativo, para que se possa avaliar a possibilidade de realizar estudos de docking e 

dinâmica no sentido. de desenhar novos fármacos para o tratamento da 

esporotricose. 
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7 CONCLUSÃO 

 

 
Neste trabalho utilizamos técnicas de modelagem molecular para 

caracterizar a enzima 24∆-esterol metiltransferase do Sporothrix como um alvo 

biotecnológico para o tratamento da esporotricose obtendo as seguintes 

conclusões: 

Quanto às enzimas com mais alto grau de identidade e similaridade 

estrutural à enzima 24∆-esterol metiltransferase, foram identificadas as enzimas N- 

metiltransferase de Plasmodium vivax (PDB=4IV0) e a Sintase de ciclopropano de 

ácido micólico de Mycobacterium tuberculosis (PDB=1KPH) em acordo com a 

literatura que indica similaridade dessas enzimas com outras metiltransferases. 

Um modelo por homologia da enzima 24∆-esterol metiltransferase foi 

construído, utilizando os templates/moldes com maior similaridade (PDB = 1KPH e 

4IV0), e apresentou uma conservação estrutural com dez alfa-hélices e sete folhas 

beta-pregueadas. 

O processo de validação do modelo final da 24∆-esterol metiltransferase 

com o gráfico de Ramachandran confirmou a confiabilidade da estrutura mostrando 

valores acima de 95%. 

A análise comparativa com o modelo e as enzimas da mesma família nos 

níveis estruturais 1ª, 2ª e 3ª revelaram que 24SMT, apesar de conservar sua 

estrutura 3D, apresenta diferenças como um loop adicional entre os aminoácidos 

90 a 115, além de diversas substituições não conservativas, que podem ser alvos 

de ligação específica para novos agentes antifúngicos. 
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Aceito em  ,  24∆-Esterol Metiltransferase de Sporothrix schenckii: 

Caracterização insilico deum Alvo Biotecnológico para o 

Tratamento da Esporotricose 
Eveliny Abreu de Andrade Vieira,a Leonardo Alves Miceli,b Helena Carla Castroc *

 

O termo Sporothrix se refere a um complexo de fungos saprófitas, cosmopolitas, com preferência por países tropicais. Os 

componentes desse complexo fúngico são causadores da doença chamada esporotricose, que consiste em uma micose 

subcutânea, podendo envolver outros sítios como vasos linfáticos, músculos, fáscias, cartilagens e ossos. No Brasil, em 

especial no Rio de Janeiro, as espécies causadoras da esporotricose são Sporothrix schenckii e S. brasiliensis. As formas de 

diagnóstico mais utilizadas, devido à sua confiabilidade, são ELISA e cultura de fungos. A forma de tratamento mais 

utilizada, se constitui na aplicação de uma solução saturada de potássio iodado, bastante comum em países de terceiro 

mundo, devido ao baixo custo, e o uso dos azoles: itraconazol, fluconazol e cetoconazol, sendo o primeiro o azole mais 

utilizado devido à sua alta taxa de sucesso no tratamento. Os principais fármacos para tratamento da esporotricose atuam 

inibindo enzimas produtoras de componentes da parede celular, como o fluconazol que inibe as enzimas da família do 

citocromo P450, além do 24-SMT inibidor 22-hydrazone-imidazolin-2-yl-chol-5-ene-3b-ol (H3), ainda em desenvolvimento, 

mas que tem demonstrado maior eficiência que o itraconazol. Visando o desenvolvimento de drogas mais eficazes para o 

tratamento da esporotricose, é necessário um melhor entendimento do funcionamento de suas enzimas, principalmente 

as que estão envolvidas com a produção de componentes da parede celular, sendo a sua forma espacial extremamente 

importante na formação dos sítios de ligação molécula-proteína e na fluidez da membrana celular fúngica. Portanto, o 

objetivo deste projeto foi construir o modelo estrutural da enzima 24∆-esterol metiltransferase do complexo Sporothrix, 

através da modelagem por homologia, além de outras enzimas importantes do metabolismo dos fungos deste complexo, 

utilizando as ferramentas de modelagem molecular. 
 

 

1. Introdução 

O complexo Sporothrix é o agente etiológico da esporotricose em 

humanos e vários animais domésticos, que consiste em uma micose 

subcutânea podendo envolver outros sítios como vasos linfáticos, 

músculos, fáscias, cartilagens e ossos (Schubach et al., 2001; Souza 

et al., 2006; Madrid et al. 2007; Queiroz-Telles et al., 2011). Esse 

complexo é composto pelas espécies Sporothrix schenckii, S. 

globosa, S. brasiliensi, S. albicans, S. mexicana e S. luriei, 

(formalmente S.schenkiivar. luriei)(Marimonetal., 2008;Madri et 

al., 2009; Oliveira et al., 2010; Cruz et al., 2012). A distinção entre 

estas espécies foi baseada em aspectos de sequenciamento do 

gene da calmodulina, no perfil de assimilação de fontes de carbono 

(sacarose, rafinose e ribitol), e diâmetro médio das colônias e da 

morfologia dos conídios em cultivos após incubação (Cruz et al., 

2013). 

O complexo Sporothrix é constituído de fungos dimórficos, 

crescendo em forma de micélio a 25°C e progredindo para um 

estádio de levedura a 37°C, saprófitas, isto é, encontrados no solo, 

 
plantas e vegetais em decomposição, e cosmopolitas com 

preferência por países tropicais, contudo tendo sido encontrado em 

países da Ásia, Europa e América do Norte (Diaz et al., 198 9; Lopes- 

Bezerra et al., 2006; Barros et al., 2011; Queiroz-Telles et al., 2011). 

Apesar de saprófita, esse fungo já foi observado em superfícies de 

madeira tais como portões e armários, já que gatos tem como 

característica natural coçar as unhas em madeira, que é um 

ambiente favorável para o fungo. A contaminação de residências e 

hospitais veterinários pode ocorrer como consequência da presença 

de gatos afetados pela micose e com alta quantidade de células de 

levedura em suas lesões e unhas (Lopes-Bezerra et al., 2006). 

A fase micelial do complexo Sporothrix é caracterizada por hifas 

delgadas, hialinas, septadas e ramificadas contendo conidióforos 

finos apresentando pequenas vesículas no ápice com arranjos 

dispostos em grupos semelhantes a flores e a fase de levedura 

pleomórfica, com células em forma de fuso e/ou ovais que são 

semelhantes a um "charuto" (Lopes-Bezerra et al., 2006). 

Macroscopicamente, o complexo Sporothrix aparece como uma 

colônia branca cremosa que ao longo do tempo se torna mais 

   escura. No Brasil, as primeiras informações sobre a esporotricose 
a. 
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datam de 1907 quando Lutz e Splendore (Lutz et al., 1907) 

relataram as primeiras ocorrências do fungo em pacientes 

brasileiros. 

As espécies causadoras da esporotricose no Brasil, em especial no 

Rio de Janeiro, são S. schenckii e S. brasiliensis, sendo a última a 

espécie mais patogênica. A contaminação pelo fungo dá-se por 

inoculação,  através  de  injúrias  ao manipular  terra e plantas 
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(Schubach et al., 2001), e o grupo de risco se constitui de pessoas 

que tem bastante contato com gatos de vida errante, além de 

pessoas que lidam com agricultura, jardinagem e mineração 

(Almeida-Paes et al., 2014). 

As formas de diagnóstico mais utilizadas são ELISA, devido à sua 

confiabilidade, e o cultivo do fungo para demonstração do 

dimorfismo (Toriello et al., 1992; Kauffman et al., 1999; Morris et 

al., 2002). Como forma de tratamento é muito utilizada a aplicação 

de uma solução saturada de potássio iodado, bastante comum em 

países de terceiro mundo devido ao baixo custo, e o uso dos azoles: 

itraconazol, fluconazol e cetoconazol, sendo o primeiro o mais 

utilizado devido à sua alta taxa de sucesso no tratamento. Outras 

alternativas, utilizadas quando o itraconazol é irresponsivo ou não 

tolerado, são a terbinafina, anfotericina-B, e a flucitosina (Borba- 

Santos et al., 2014; Mahajan et al., 2014). As principais drogas para 

tratamento da esporotricose atuam inibindo enzimas produtoras de 

componentes da parede celular (Mahajan et al., 2014). 

A parede celular é a principal estrutura dos fungos envolvida na 

interação com o hospedeiro (Pontón et al., 2001), sendo o 

ergosterol um dos constituintes e de grande importância para 

arquitetura e fluidez da membrana fúngica (Borba-Santos et al., 

2016). O ergosterol é o principal esterol em fungos, cuja biossíntese 

requer a metilação na posição 24 da cadeia lateral, utilizando o (S)- 

Adenosil-L-metionina (AdoMet) como doador de metila, e 

catalisado pela enzima 24∆-esterol metiltransferase (24-SMT, EC 

2.1.1.41) (Renard et al., 2009). 

O ergosterol é convertido a partir do lanosterol através de um 

processo de muitas etapas, cuja ordem sequencial varia de espécie 

para espécie, porém na maioria dos fungos em geral, o primeiro 

passo é a metilação do carbono 24 (C-24), seguido da demetilação 

dos carbonos 14 e 4, e em seguida de várias conversões de duplas 

ligações subsequentes, em ordens que também variam de acordo 

com a espécie (Chung et al., 2000). 

Como esta etapa não é encontrada na biossíntese do colesterol 

no homem, a 24-SMT é um alvo ideal para o desenvolvimento 

racional de fármacos antifúngicos específicos (Borba-Santos et al., 

2016). 

O planejamento racional de fármacos, ou novos compostos ativos 

em geral, possui um sofisticado processo que inclui métodos 

baseados em computador, devido ao fato de serem mais rápidos, 

baratos e eficientes, dos quais se destacam duas abordagens: os 

métodos indiretos, ou independentes do alvo; e os métodos 

diretos, ou dependentes do alvo (Manju et al., 2017). No segundo 

caso em específico, as possíveis interações de moléculas bioativas 

com biomacromoléculas, geralmente sendo proteínas, são levadas 

em consideração e antecipadas como parte desse processo de 

planejamento. Neste caso, a estrutura do alvo precisa ser conhecida 

através de dados experimentais (geralmente por cristalografia de 

raios-X) ou indiretamente, através de um procedimento de 

construção adequado, geralmente a modelagem por homologia 

(Sant’Anna, 2009). Atualmente as estruturas 3D de proteínas 

determinadas experimentalmente disponíveis somam cerca de 

menos de uma em cada mil cuja sequência de aminoácidos é 

conhecida. Essa limitação enriquece ainda mais o papel das técnicas 

de modelagem por homologia, que determinam a estrutura 3D de 

uma proteína a partir de sua sequência primária de aminoácidos, e 

usando como um molde (ou template) estruturas conhecidas de 

uma proteína relacionada (Bohnuud et al., 2017). 

Esta abordagem segue alguns padrões gerais no processo de 

evolução biológica observados: (a) a homologia entre as sequências 

de aminoácidos implica em semelhança estrutural e funcional; (b) 

proteínas homólogas apresentam regiões internas conservadas, 

principalmente os elementos de estruturas secundárias, (as α- 

hélices e folhas-β); e (c) as principais diferenças estruturais ocorrem 

nas regiões externas, constituídas por alças (loops), que ligam os 

elementos de estruturas secundárias (Figura 1) (Santos Filho & 

Alencastro, 2003). 

Nesse contexto, o objetivo desse trabalho é obter o modelo 

teórico da enzima 24-SMT utilizando técnicas de modelagem por 

homologia. 

2. Experimental 

2.1 Obtenção e alinhamento de sequência primária 

A sequência primária de S. schenckii foi extraída do banco de dados 

do NCBI (www.ncbi.nlm.nih.gov/protein).em formato FASTA e 

submetida aos programas I-TASSER (IT) (Zhang, 2008 ; Roy et al., 

2010; Yang et al., 2015) e Swiss Model (SM) (Biasini et al., 2014) 

para obtenção dos moldes (templates) de proteínas homólogas. As 

sequências obtidas foram alinhadas com o programa T-Coffee, 

usando o método clustalw_msa (Abid et al., 2017). 

 
2.2 Geração das estruturas 3D 

 
Os templates foram escolhidos com base no valor de TM-score, 

além de porcentual de similaridade e identidade de sequência 

primária e estruturas secundárias previstas. 

A modelagem da estrutura 3D da proteína do fungo foi realizada 

através do IT. Cinco modelos foram gerados para a sequência 

proteica, e classificados de acordo com os valores de C-score 

obtidos, como uma estimativa de sua qualidade. O modelo com o 

melhor (maior) C-score foi mantido. 

Após a construção, o modelo foi submetido a optimização da 

geometria por minimização de energia no Swiss PDB Viewer 

(Spdbv). 

O alinhamento estrutural entre a estrutura selecionada da 

proteína alvo e os moldes para avaliação do menor desvio médio 

quadrático (RMSD), cujo valor ideal é de no máximo 2.0 Å, e a 

observação das características estruturais foram realizadas no 

programa Swiss PDB Viewer (Spdbv) (Guex et al., 2009). 

 
Validação das estruturas 

A validação do modelo construído pelo IT foi realizada 

primeiramente através do valor do score de confiança (C-score) 

calculado para cada modelo, e em seguida avaliado pelo programa 

3D Verify, onde é determinada a compatibilidade entre a estrutura 

primária e os modelos 3D submetidos, através da atribuição de uma 

classe estrutural, com base nas posições e suas características (α- 

hélices, folhas-β, loops, polares, não-polares, e outros) e 

comparando os resultados com estruturas quaternárias já 

conhecidas e de boa qualidade (Bowie et al., 1991) (Lüthy et al., 

1992), e por fim no programa Procheck, através do servidor 

PDBSum, analisando-se os ângulos Phi e Psi através do mapa de 

Ramachandran (Laskowski et al., 1993) (Laskowski et al., 1996). 

 
 

3. Resultados e Discussão 

 
3.1 Obtenção de templates e alinhamento 

 
A sequência primária da 24-SMT obtida no banco de dados 

NCBI Blast foi submetida aos programas SM e IT para identificação e 

obtenção de templates, que foram utilizados na construção do 

modelo. Os templates obtidos pelo SM, foram selecionados através 

dos scores de similaridade e de identidade com a sequência alvo 

(Tabela 1). 
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Os templates obtidos no programa IT foram classificados 

também pelo valor de similaridade estrutural da escala TM-score 

(Tabela 1). 

 
Tabela 1: Comparação do grau de identidade, similaridade e TM- 

score (quando possível) dos templates identificados para a 24-SMT. 

 

Código 
     PDB  

1KPHa
 

EstequiometriaI 
 

Tetrâmero 

dentidade S 

(%)  
17,7 

imilaridade 

(%)  
29 

TM-Score 
 

54,3 

 

1KPIa Monômero 14,3 28 53,8  

1TPYa
 Monômero 16,8 28 54,2  

2FK8 a Monômero 16,5 28 52,8  

3UJ6a
 Monômero 23,1 33 56,8  

4INEa
 Dímero 23,1 33 71,9  

4IV0a
 Dímero 21,2 33 57,7  

5WP4a
 Monômero 28,4 34 83,8  

3CCFb
 Dímero 21,8 29 -*  

2FK7b
 Monômero 21,6 31 -*  

2VN8 b Dímero 23 30 -*  

a templates sugeridos pelo I-TASSER 

b templates sugeridos pelo Swiss Model 

*templates sugeridos pelo Swiss Model, não possuem o cálculo de TM-score 

 

O estudo comparativo da estrutura primária e das estruturas 

secundárias previstas por estes programas confirmou a existência 

de similaridade desta enzima com outras enzimas metil 

transferases, evidenciada pela conservação dos aminoácidos 

variando entre 28 e 34 % de identidade, sendo os melhores valores 

obtidos, tanto de identidade, como de similaridade e de TM-score 

com a enzima Fosfoetanolamina N-Metiltransferase de Arabdopsis 

thaliana (Código PDB= 5WP4), e portanto, sendo escolhida como 

molde para o modelo teórico da 24-SMT do S. schenkii. 

Os templates obtidos através dos bancos de dados de dois 

programas tiveram suas sequências obtidas no Protein Data Bank 

(PDB) e devidamente alinhadas com a proteína alvo através do 

servidor T-Coffe para identificação de regiões mais conservadas 

entre elas (Figura 2). 

 
O alinhamento das sequências revelou áreas muito 

conservadas no centro das estruturas (em rosa na Figura 2), se 

comparadas com as regiões das extremidades (em verde e azul, na 

Figura 2) o que é observado como característico na família de metil 

transferases, na qual a região de interação com o doador do 

grupamento metila (como o AdoMet, por exemplo) é mais 

conservada, enquanto as regiões mais distantes da enzima são mais 

distintas, e sujeitas à mudanças, afim de interagir com os diferentes 

substratos a ser convertidos pelo processo de metilação dessa 

enzima (como por exemplo, um esterol) (Nes, 2003; Nes et al., 

2004). 

Nessa formação é possível se observar um padrão semelhante 

em várias estruturas cristalinas de metiltransferases dependentes 

de AdoMet, com cerca de sete folhas-β paralelas no centro e 

rodeada por α-hélices. Este domínio é construído em torno de uma 

chamada dobra de Rossmann (uma cadeia formada por uma faixa 

de quatro ou cinco folhas-β paralelas e flanqueadas por duas ou 

três α-hélices em ambos os lados) e esse domínio aparece em 

alinhamentos de sequências com SMTs (Figura 3) (Nes et al., 2004). 

 

3.2 Comparação dos modelos estruturais 3D 

As estruturas dos cinco melhores modelos gerado pelo IT 

obtiveram um C-score variando de -1,49 até -3,75. O C-score é 

previsto pelo IT e pode ser usado para estimar a qualidade dos 

modelos, sendo calculado com base na significância dos 

alinhamentos de fragmentos e nos parâmetros de convergência das 

simulações de montagem de estrutura. O C-score ideal se encontra 

na faixa de -5,2, onde um valor maior significa um modelo com 

maior confiança e vice-versa (Yang et al., 2015). O modelo de maior 

valor de C-score (-1,49) foi selecionado para continuar os estudos. 

 
As estruturas 3D do modelo construído pelo IT e dos 

templates identificados retirados do PDB foram alinhadas no 

programa Spdbv para mensurar o RMSD, calculando-se assim o 

desvio entre os modelos (Tabela 2). 

 

 

Figura 2. Alinhamento da sequência primária da 24-SMT realizado no T-Coffe com os templates obtidos nos programas SM (A) e IT (B). O 

score de similaridade e conservação estrutural aumenta em direção a cor vermelha, e diminui em direção a cor azul. 
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Tabela 2. RMSD calculado entre o modelo do IT e os 

templates identificados porsimilaridade, identidadeeTM-score. 
 

Template RMSD 
 

 

1KPI 1,41 Å 

1TPY 1,35 Å 

2FK8 1,40 Å 

3UJ6 1,00 Å 

4INE 0,77 Å 

4IV0 1,07 Å 

5WP4 0,75 Å 

3CCF 0,8 9 Å 

2FK7 0,52 Å 

  2VN8 1,59 Å  

 
Os alinhamentos revelaram valores de RMSD menores do que 

2,0 Å entre a estrutura do modelo e de todos os templates 

encontrados, desse modo confirmando o grau de conservação 

estrutural do modelo em relação às proteínas similares, já que o 

alinhamento estrutural teve como resultado baixos valores de 

RMSD, confirmando a conservação do enovelamento dessas 

estruturas (Tabela 2). 

 
3.3 Mapas de Potenciais 

 
É importante ressaltar que foram calculados e avaliados os 

mapas de potencial eletrostático (MPE) para as estruturas 3D dos 

templates e do modelo gerado, uma vez que a distribuição de 

cargas parciais que determinam o perfil eletrônico das superfícies 

das proteínas é importante para sua atividade. No caso das enzimas 

metil transferases, a interação com um carbocátion intermediário é 

fundamental para sua atividade, portanto possuem uma vasta 

região eletronegativa (Gros et al., 2006), sendo corroborado pelo 

observado nas estruturas dos templates que são de meti 

transferases e presente no modelo construído (Figura 4). 

 
3.4 Validação 

 
A validação do modelo construído no IT e selecionado foi 

realizada utilizando o Procheck disponível no servidor PDBsum para 

calcular o gráfico de Ramachandran, cuja análise nos mostra que a 

estrutura teórica construída possui 247 aminoácidos em regiões 

favoráveis (66%), 103 aminoácidos em áreas permitidas (27,5%) e 

24 aminoácidos em áreas desfavoráveis (6,4%). Esses valores se 

encontram dentro da faixa aceita para a validação (entre 90 e 95%), 

assim como dentro do limte de resíduos que possam estar nas 

regiões desfavoráveis (Figura5). 

 
 

Figura 5. Validação através do gráfico de Ramachandran, 

mostrando a distribuição de aminoácidos nas áreas favorável 

(vermelho), permitida (amarelo) e desfavorável (branco) do 

modelo gerado pelo IT. 

 

 

Figura 4. Mapa de potencial eletrostático dos templates obtidos para a sequência primária da 24-SMT. Cargas 

eletronegativa distribuídas em grande área da superfície das enzimas transferases. 
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4. Conclusões 
 

A sequência primária da 24-SMT, um alvo promissor para um 

antifúngico, obtida no NCBI apresentou valores razoável de 

similaridade (14,3 a 28 ,4%) e elevado de identidade (29 a 34%) e de 

TM-score (52,8 a 8 3,8 %) com proteínas da família das enzimas metil 

transferases. 

O alinhamento da sequência primária e de estruturas 

secundárias previstas da 24-SMT e seus templates demonstrou uma 

região de conservação correspondente a região onde se localizam 

os domínios de interação com o doador de metil (AdoMet) e 

substrato. 

Os cinco modelos construídos pelo programa IT apresentaram 

bons valores de C-score (-1,49 a -3,75), e o modelo com maior 

escore escolhido para os estudos estruturais. 

Os alinhamentos estruturais realizados no Spdbv entre o 

modelo gerado pelo IT escolhido e os templates forneceram valores 

de RMSD todos menores do que o valor de referência de 2,0 Å, 

revelando a conservação dessas estruturas, inclusive a região de 

folhas B. 

Os mapas de potenciais eletrostáticos dos templates 

corroboram com a literatura apresentando um perfil 

predominantemente eletronegativo para as enzimas metil 

transferases, e que foi observado no modelo gerado e selecionado. 

O mapa de Ramachandran gerado para o modelo obtido, 

apresentou um percentual de resíduos de aminoácido dentro das 

regiões favoráveis, e dessa forma representando um modelo válido. 
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