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Resumo  
 

Um dos alvos a ser estudado e esclarecido é o mecanismo da vacina de 

DNAhsp65 de Mycobacterium leprae (hsp65), que está sendo desenvolvido pelo 

Centro de Pesquisa em Tuberculose da Faculdade de Medicina de Ribeirão Preto 

– USP (CPT-FMRP) e o Núcleo de Pesquisa em Tuberculose. O Interesse nesse 

estudo decorre de publicações anteriores onde foi mostrado que essa vacina é 

capaz de gerar uma atividade profilática e terapêutica contra a infecção por M. 

tuberculosis, (LOWRIE, 1999). Além disso, essa vacina foi a primeira a ser usada 

em estudo clínico, podendo ser considerado um avanço pioneiro em terapia 

gênica em nosso País. Uma das características importantes do antígeno hsp65 é 

ser uma chaperona, o que pode implicar seu papel em mecanismos celulares, 

contribuindo, assim, para a eficácia da vacina. Análises in silico demonstram que a 

hsp65 apresenta quatro sítios possíveis de fosforilação o que pode gerar 

peptídeos contendo esses resíduos in vivo. Embora a importância de se obter um 

cristal da molécula seja imprescindível, a bioinformática dispõe de várias 

ferramentas que facilitam o designer de moléculas in silico, a partir de seqüências 

de aminoácidos. Assim, o objetivo desse projeto é determinar, através de 

programas apropriados, a estrutura tridimensional da hsp65 de M. leprae baseada 

na seqüência de aminoácidos da mesma. Outro objetivo foi a determinação da 

estrutura secundária do RNAm, importante para o avanço em terapia gênica 

usando moléculas de RNA.  Tais dados são de extrema utilidade na determinação 

das seqüências mais imunogênicas tanto da proteína como do RNA. Os 

resultados obtidos favorecem o desenvolvimento de novas formas vacinais e, até 

mesmo, o uso de peptídeos ou RNA para o controle da resposta imune. Somado a 

isso, esse estudo dará uma visão global das moléculas em questão, facilitando o 

entendimento de suas funções biológicas.
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Capítulo 1: Introdução 

 

1.1. Tuberculose 

 

A tuberculose é uma patologia que acompanha o homem desde a milhares 

de anos, existindo relatos da doença na Grécia e Roma antigas. No entanto, foi 

somente na segunda metade do século XIX que se atribuiu à bactéria 

Mycobacterium tuberculosis a causa da infecção. A tuberculose afeta 

principalmente os pulmões, sendo transmitida pelo ar através da tosse de pessoas 

infectadas pela bactéria. Apesar de acompanhar a humanidade há muito tempo, a 

tuberculose ainda é motivo de grande preocupação, pois, segundo a Organização 

Mundial de Saúde (OMC),1,5 milhões de pessoas morreram vítimas dessa doença 

em 2006. Soma-se também o fato que outras 200 mil morreram pela associação 

da tuberculose com a AIDS (Síndrome da Imunodeficiência Adquirida). Assim, o 

subdesenvolvimento em muitos países aliados a emergência do HIV, fazem da 

tuberculose um dos principais problemas de saúde publica.  

Uma alternativa para o controle da doença surgiu por volta de 1921, pelo 

desenvolvimento de uma vacina atenuada. Essa vacina, utilizada até hoje, na 

maioria dos países é conhecida como BCG (Bacille Calmette-Guérin), e, 

considerada a primeira vacina do século XX. Ela foi obtida através da atenuação 

do Mycobacterium bovis, sendo aplicada em crianças com menos de cinco anos 

de idade. Um dos principais problemas com a vacina BCG é a não proteção de 

adultos (LUGOSI, 1992). Isso é um dos principais fatores que levam a busca de 

novas estratégias vacinais, incluindo as vacinas de DNA.  
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1.2. Princípios Básicos de Biologia Celular 

 

A informação genética direciona de algum modo à síntese proteínas. As 

proteínas são os principais constituintes das células e determinam não somente a 

estrutura da célula, mas também suas funções. Portanto, as informações 

genéticas presentes no Ácido Desoxirribonucléico (DNA) determinam as 

seqüências de aminoácidos das proteínas. Os processos responsáveis pela 

concretização desse fluxo de informações são a transcrição (mecanismo para a 

cópia de DNA para RNA) e tradução (processo de produção da proteína através 

do RNA).  

Tanto o DNA como o Ácido Ribonucléico (RNA), são polímeros lineares 

compostos de quatro tipos distintos de nucleotídeos unidos por ligações 

fosfofosiéster. Nucleotídeos são formados por um grupo fosfato, uma pentose 

(molécula de açúcar com cinco carbonos) e uma base nitrogenada, podendo ser 

Adenina (A), Citosina (C), Guanina (G), Timina (T) ou Uracila (U).  

As diferenças fundamentais entre eles são: o açúcar do DNA é a 

desoxirribose, enquanto o do RNA é a ribose; o DNA tem como bases 

nitrogenadas A, G, C e T, enquanto o RNA tem a U no lugar da T; e 

estruturalmente, o DNA ocorre nas células como uma hélice de fita dupla, 

enquanto o RNA é fita simples. É devido a fita simples do RNA que ele pode se 

dobrar em diversas formas, assim como uma cadeia de polipeptídicos pode 

dobrar-se para produzir a conformação final da proteína. 

O RNA mensageiro (RNAm) é obtido através de um processo conhecido 

como transcrição. Neste processo, a informação contida no Ácido 

Desoxirribonucléico (DNA), será transmitida para o RNAm, responsável por levar a 

informação genética contida no núcleo da célula (onde o DNA reside) para o 

citosol. 

A transcrição é realizada apenas em um dos filamentos do DNA, sempre no 

sentido 5` para o 3`. A RNA polimerase é a enzima responsável pela transcrição. 

Ela se liga a seqüências específicas de DNA chamadas de promotores para iniciar 

a síntese de RNA. Estas seqüências antecedem a região que codifica as 

proteínas, e contém seqüências de DNA curtas e conservadas. A RNA polimerase 
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move-se ao longo do DNA e sintetiza seqüencialmente a cadeia de RNA. O DNA é 

desenrolado adiante da polimerase em movimento, e a hélice é reformada atrás 

dela. A RNA polimerase reconhece o finalizador que faz com que outros 

ribonucleotídios não sejam incorporados.   

Diversos tipos de RNA são produzidos nas células. O RNA mensageiro 

(RNAm) é responsável por dirigir a síntese protéica. Para produzir o RNAm nas 

células eucarióticas, o comprimento inteiro do gene, incluindo os íntros e éxons, é 

transcrito em uma longa molécula de RNA (transcrito primário). Antes que o 

RNAm saia do núcleo todas as seqüências de íntros são removidas e o éxons 

ligados uns aos outros. O resultado é uma molécula muito menor, a qual contém 

uma seqüência codificante não interrompida. Tal processo é chamado de splicing.  

A tradução consiste na conversão da informação de RNA para proteína, ou 

seja, converte a informação para outra linguagem, de nucleotídeo para 

aminoácido. Para isso há um sistema de criptografia na natureza que associa 64 

possíveis combinações de três nucleotídeos (códons) em apenas 20 aminoácidos, 

mostradas na Figura 1.  

 
Figura 1: Tabela para conversão de nucleotídeo para aminoácido.  
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A tradução é um mecanismo mais complexo que a transcrição. Assim 

apenas um breve resumo será apresentado. Há três etapas.  

A primeira etapa é a iniciação. A subunidade menor do ribossomo liga-se a 

extremidade 5´do RNAm, que desliza ao longo do RNAm até encontrar o códon de 

iniciação. O RNA transportador (tRNA) que estará transportando o aminoácido 

correspondente, liga-se ao códon por complementaridade.  

A segunda fase é o alongamento. Ocorrem ciclos repetidos de transporte de 

aminoácidos, havendo a formação de ligações peptídicas entre os aminoácidos 

que vão sendo traduzidos. O ribossomo vai avançando ao longo do RNAm de três 

em três bases, sempre da extremidade 5´para a 3´. Os tRNA que já se ligaram 

inicialmente, vão se desprendendo do RNAm sucessivamente.  

A última etapa é a finalização. O ribossomo encontra o códon de finalização 

terminando o alongamento. O último tRNA coloca o aminoácido correspondente, 

as unidades dos ribossomos se separam e a cadeia polipeptídica é liberada 

(ALBERTS, 2005)(TURNER, 2005).  
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1.3. Vacinas de DNA e RNA 

 

Como a vacina de BCG só é eficaz na fase infantil, a busca por novas 

alternativas têm sido uma constante. Assim com o desenvolvimento da estratégia 

de vacinas de DNA, que são capazes de estimular ambas as subpopulações de 

linfócitos TCD4 e TCD8 para um padrão TH1, houve uma nova expectativa para o 

desenvolvimento e controle de doenças infecciosas que necessitam desse perfil 

de ativação do sistema imune, como a tuberculose.  

O grande mérito dessas vacinas é induzir células CD8 antígeno específicas 

e já carregar um adjuvante mediado pelos CpGs procarióticos, presente na 

construção da vacina (GURUNATHAN, 2000). Os meios de inoculação do 

plasmídeo podem ser vários, sendo o mais comum pelo método intramuscular, 

mas existem também as formas de inoculação pela via oral, pela via nasal (em 

forma de aerossol) e a forma intradérmica, esta última por meios de 

bombardeamento de micropartículas de ouro cobertas pelo DNA (LIMA, 2003).  

Atualmente é demonstrado que a proteína mais eficaz para o 

desencadeamento da resposta imune contra a tuberculose, por meio de vacina de 

DNA, é a proteína de choque térmico de 65 KDa (Hsp65), sendo obtida da 

Mycobacterium leprae (SILVA, 1996). Desse modo, várias abordagens têm sido 

utilizadas usando essa construção plasmidial como modelo. Assim, foi 

demonstrado que após a imunização intramuscular o DNA plasmidial pode ser 

capturado e expresso por células B o que sugere que essas células também 

possam participar como apresentadoras de antígenos nesses modelos (COELHO-

CASTELO, 2003).  

Outro aspecto determinado foi com relação à biodistribuição da vacina e 

sua incorporação ao genoma da célula eucariótica. Os resultados obtidos 

demonstraram que a vacina não se incorpora ao genoma do hospedeiro, mas há 

uma ampla distribuição dependendo da dose vacinal utilizada (COELHO-

CASTELO, 2006). Esses resultados são importantes com relação à biossegurança 

dessas construções em uso humano. Porém, um aspecto ainda pouco explorado 
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diz respeito à participação do antígeno hsp65 em modulação celular, desde que o 

mesmo é uma chaperonina e apresenta atividade enzimática de endopeptidase. 

O uso do RNAm traz algumas vantagens quando utilizado para a 

construção de vacinas. O antígeno é produzido assim que o RNAm penetra no 

citosol da célula hospedeira, diferentemente do que ocorre na vacinação com DNA 

plasmidial, onde o DNA precisa vencer a barreira da membrana nuclear para ser 

primeiramente transcrito e depois traduzido no citosol. Dessa forma, com o uso do 

RNAm, o antígeno a ser produzido não enfrentaria tantos obstáculos, podendo 

ativar o sistema imune mais rapidamente. O uso de RNAmhsp65 veiculado pela 

rota intranasal, mostrou proteção contra a tuberculose experimental, reforçando a 

importância dessas moléculas em estratégia profiláticas e terapêuticas (LORENZI, 

2008). 

O entendimento da interação entre moléculas de DNA e RNA com 

receptores presentes em células do sistema imune, pode facilitar o 

desenvolvimento de formulações vacinais mais eficazes e com redução na dose 

utilizada. Assim, a determinação ou predição da estruturas dessas moléculas é de 

extrema importância para decifrar os mecanismos envolvidos na proteção. 
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1.4. Estrutura das Proteínas 

 

Proteínas são longas cadeias de aminoácidos, cada qual unido a seu 

vizinho através de ligações peptídicas. Cada proteína tem uma seqüência de 

aminoácidos que lhe é característica.  

Aminoácidos são moléculas formadas por átomos de carbono, hidrogênio, 

oxigênio e nitrogênio, sendo divididos em quatro partes: grupo amina (H3N
+), 

grupo carboxílico (COO-), carbono alpha e um radical característico de cada 

aminoácido (R).  

 

 
Figura 2: Estrutura geral de um aminoácido. 

 

 

Ligação peptídica é uma ligação química que ocorre entre dois aminoácidos 

quando o grupo carboxila de uma molécula reage com o grupo amina de outra 

molécula, liberando uma molécula de água. Reações desse tipo são classificadas 

de síntese por condensação.   

As proteínas possuem quatro tipos de estruturas. A estrutura primária é a 

seqüência repetida de átomos de carbono alpha e ligações peptídicas fornecendo 

o arcabouço do polipeptídio, enquanto as diferentes cadeias laterais dos 

aminoácidos conferem funcionalidade à proteína.  

A natureza altamente polar dos grupos carboxila e amina das ligações 

peptídicas dão a ligação entre o carbono e o nitrogênio um caráter parcial de 

ligação dupla. Isto torna a ligação peptídica uma unidade rígida e planar, mas há 

uma rotação livre entre as ligações peptídicas adjacentes. Esta polaridade 

também favorece a formação de pontes de hidrogênio entre as unidades 

peptídicas apropriadamente espaçadas e orientadas. Assim, as cadeias 
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polipeptídicas são capazes de se dobrar em um número regular de estruturas que 

são mantidas juntas por estas pontes de hidrogênio, são as chamadas estruturas 

secundárias. Os principais tipos são alpha-hélice e folha-beta.  

As diferentes partes da estrutura secundária e regiões de conexão se 

dobram em uma bem definida estrutura terciária. A tendência geral da estrutura da 

molécula é se dobrar com aminoácidos hidrofílicos na superfície e os hidrofóbicos 

no interior. A estrutura é estabilizada por interações não covalentes e às vezes por 

pontes dissulfídricas.  A natureza da estrutura terciária é inerente à estrutura 

primária e, nas condições corretas, a seqüência primaria se dobrará 

espontaneamente na estrutura terciária de menor energia. Para este dobramento 

pode-se ter ajuda de proteínas especiais, chamadas chaperonas. 

Muitas proteínas são compostas de duas ou mais cadeias polipeptídicas, 

chamadas de unidades. O conjunto dessas unidades forma a estrutura quaternária 

da proteína. Tais unidades podem ser idênticas ou diferentes. É a estrutura 

quaternária que permite que moléculas protéicas muito grandes sejam feitas 

(TURNER, 2005). 

A forma tridimensional das proteínas é inteiramente determinada por sua 

seqüência de aminoácidos. Cada seqüência de aminoácidos resulta em uma única 

conformação, sendo esta marginalmente estável. Essa conformação irá 

determinar as exatas propriedades químicas da proteína, o que lhe permite 

exercer na célula a sua exata função. As proteínas são construídas de forma que 

a mudança de poucos aminoácidos pode, às vezes, comprometer a estrutura da 

proteína, e dessa forma causar uma perda de função. 

Uma proteína com várias conformações diferentes e propriedades variáveis 

não seria biologicamente útil, sendo eliminadas por seleção natural no curso do 

processo evolutivo (ALBERTS, 2005).  
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1.5. Proteína de Choque Térmico de 65KDa (hsp65) 

 

As proteínas de choque térmico (hsps) são altamente conservadas entre as 

espécies e desempenham um importante papel no dobramento e translocação de 

proteínas e também na montagem de complexos protéicos. As hsps estão 

presentes nos diversos compartimentos celulares e exercem funções vitais na 

homeostase celular, atuando como chaperonas, transportando peptídeos, 

participando do dobramento e desdobramento de proteínas e prevenindo a 

agregação protéica (LINDQUIST, 1986). A maioria das hsps é expressa 

constitutivamente, mas sua síntese é aumentada nas células de procariotos e 

eucariotos, quando estas são submetidas a algum tipo de estresse térmico ou 

químico (LINDQUIST, 1998).  

A síntese de hsp é aumentada para proteger células eucarióticas e 

procarióticas de possíveis danos durante períodos de estresse causados por 

infecções, inflamações ou eventos similares. As hsps constitutivas representam 

até 5% do conteúdo protéico de uma célula normal. Elas encontram-se entre as 

proteínas mais conservadas filogeneticamente e são agrupadas em famílias 

conforme seus pesos moleculares e a homologia de suas seqüências sendo 

caracterizadas como: família hsp110, hsp90, hsp70, hsp60 e a família de baixo 

peso molecular como a hsp18 e hsp14 (LINDQUIST, 1998).   

Elas estão entre os antígenos imunodominantes encontrados nas 

micobactérias, principalmente as proteínas de 70, 65, 18 e 14 KDa. Em 

camundongos infectados com tuberculose, de 10 a 20% de todas as células T 

respondem especificamente para o antígeno hsp65 (KAUFMANN, 1987). A 

proteína hsp65 de M.leprae tem recebido maior atenção devido ao amplo 

envolvimento com células e mediadores do sistema imune nas infecções 

micobacterianas (SILVA, 1994).  

As funções imunológicas das hsps começaram a ser relatadas nos anos 80 

quando observou-se que preparações homogêneas de certas hsps isoladas de 

células tumorais induziam resposta contra câncer, enquanto preparações 

correspondentes de tecidos normais não o faziam (SRIVASTAVA, 1998). A 

imunogenicidade das hsps derivadas de tumor resultava da associação das 
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mesmas com peptídeos gerados pela degradação de proteínas expressas por 

células das quais as hsps eram purificadas. Dessa forma, as hsps derivadas de 

células tumorais estavam não-covalentemente associadas a peptídeos derivados 

de antígenos tumorais, do mesmo modo que as hsps provenientes de tecidos não 

tumorais apresentavam-se complexadas com peptídeos normais e por isso não 

eram capazes de induzir resposta antitumoral específica (SRIVASTAVA, 

2002)(SANTOS, 2008).    
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1.6. Bioinformática 

 

A bioinformática é a combinação de conhecimentos estatísticos, biológicos 

e informáticos, que tem por objetivo representar, armazenar e distribuir dados, 

além de desenvolver e utilizar ferramentas para revelar os conhecimentos que 

podem ser obtidos através desses dados.  

O começo da bioinformática se deu nos anos 60, quando as primeiras 

seqüências de proteínas foram coletadas por Margaret Dayhoff e colaboradores, 

construindo as matrizes de substituição PAM, utilizadas para o alinhamento de 

seqüências protéicas. Nos anos 70 surgem os programas para alinhamento de 

seqüências. O número de seqüências biológicas cresce exponencialmente 

passando a serem depositadas em bancos de dados, principalmente as 

seqüências de DNA. Na década de 80 dá-se início as buscas por similaridades 

entre as seqüências, sendo o primeiro programa desenvolvido, o FASTA (MOUNT, 

2001). Atualmente com a crescente quantidade de informações geradas pelo 

projeto genoma, assim como muitos outros, a bioinformática torna-se uma 

importante área para explorar todos os conhecimentos provenientes de tais 

informações. 

Na área protéica, o estudo das estruturas tridimensionais já vem sendo 

realizado há mais de três décadas. O conhecimento da estrutura permite predizer 

a localização de sítios catalíticos e de interação, assim como auxiliam na 

identificação de alvos para os estudos de metagênese sítio-dirigida. A modelagem 

protéica pode ser realizada de forma computacional, obtendo assim mais 

rapidamente resultados dificilmente obtidos pela cristalografia. 

A área relacionada aos estudos do RNA ainda é bem recente, mas já se 

dispõe de mecanismos rápidos e eficientes para a determinação da estrutura 

secundária do RNAm. 
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1.7. Bioinformática 

 

 O objetivo geral deste projeto é utilizar ferramentas de bioinformática para 

modelagem molecular por homologia da chaperonina hsp65 de M. leprae.  

 Como objetivo específico tem-se: 

• a determinação da estrutura secundária do RNA mensageiro 

correspondente. 
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Capítulo 2: Métodos 

 

2.1.    Modelagem do RNAm da HSP65 de M.leprae 

 

As maiorias dos RNAs são fita simples, mas podem apresentar estrutura 

secundária através do emparelhamento entre pares de bases. Tal 

emparelhamento ocorre principalmente entre as bases G e C, A e U, e 

ocasionalmente, entre G e U (MACHADO-LIMA, 2008). O objetivo principal dessa 

formação é proteger algumas bases de moléculas de água. Algumas bases não 

formam pares originando laços (loops) ou bulbos (bulges).  

Dada uma seqüência de RNA, o número de possíveis estruturas 

secundárias cresce exponencialmente conforme o tamanho da seqüência.  Assim, 

para realizar a predição da estrutura secundaria há diversos programas que 

utilizam diferentes métodos. No estudo em questão foi utilizado o MFOLD 

(ZUKER, 2003), que tem como método o modelo de mínima energia livre.  

O algoritmo de mínima energia livre tem por objetivo obter a estrutura mais 

estável da molécula de RNA, analisando-se o resultado da energia da molécula 

depois de interações par a par, entre os vizinhos mais próximos. Quanto mais 

negativa for a energia de uma estrutura, mais provável é a dessa formação da 

estrutura secundária.  

Alguns parâmetros para a formação de uma estrutura secundária estável 

são: a maior quantidade do par CG, que gera uma maior estabilidade; o número 

de bases não pareadas, que resultará numa menor estabilidade; o número de 

bases na região de grampos (harpins), já que loops com mais de 10 bases e 

menos de 5 requerem mais energia; e o número de bases numa região fita, já que 

longas fitas resultam em mais ligações.  
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2.2.     Modelagem da proteína hsp65 de M.leprae 

  

 A estrutura terciária de uma proteína determina a função que esta irá 

exercer. Sendo assim, a modelagem computacional pode ser empregada na 

predição de estruturas tridimensionais de proteínas.  

Quando uma proteína apresenta um alto grau de similaridade com outra 

proteína que já possui uma estrutura tridimensional conhecida pode-se usar a 

modelagem por homologia (GIBAS e JAMBECK, 2001). Tal abordagem se baseia 

no conceito de evolução molecular, ou seja, a semelhança nas estruturas 

primárias das proteínas resulta em similaridade estrutural entre elas (MOUNT, 

2001).  

Para realizar uma modelagem por homologia o primeiro passo é a 

identificação e a seleção de proteínas homólogas através de buscas em banco de 

dados. Em seguida, deve-se alinhar a proteína de estudo com a proteína modelo, 

sendo essa fase parte fundamental do processo de modelagem (GIBAS e 

JAMBECK, 2001). A partir do alinhamento constrói-se o modelo da proteína em 

questão. Tal modelo deverá ser validado, através de softwares de validação 

estereoquímica. Na Figura 3 pode-se observar um esquema para melhor 

compreensão das etapas acima mencionadas. 

  

 
 
 

Figura 3: Esquema que demonstra os passos a serem seguidos por uma modelagem por 
homologia. 
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O software escolhido para realizar a modelagem da proteína de estudo foi o 

Modeller (ESWAR, 2000), tal escolha se deve ao fato de muitos estudos 

comprovarem sua eficácia. O Modeller faz uso do Pyton como linguagem de 

programação, não incluindo interface gráfica. É escrito em Fortran 77, sendo 

distribuído gratuitamente para instituições acadêmicas ou sem fins lucrativos. 

Para iniciar análises da proteína, o DNA atualmente utilizado pelo 

laboratório na vacina de DNAhsp65 contra tuberculose foi seqüenciado. Com os 

dados do seqüenciamento, um alinhamento local através do software BLAST 

(Basic Local Aligment Sequence Tool) (ALTSCHUL, 1990) foi realizado 

encontrando como resultado a seqüência de código M14341, correspondente a 

proteína de choque térmico de 65 kDa (hsp65) do M.leprae, como era o esperado. 

O seqüenciamento foi realizado visando garantir as análises futuras, excluindo 

qualquer possibilidade de mutação garantindo a determinação da real seqüência 

da proteína a ser modelada.  

 Foi realizado um BLAST contra o banco de dados do Swiss-prot, para obter 

a seqüência a ser modelada. A seqüência deverá corresponder a parte 

codificadora do gene, ou seja, a parte que é o resultado da tradução do RNAm. 

Obteve-se como resultado a seqüência de código P09239 correspondente a 

chaperonina de 65 Kda do M.leprae.    

Já era de conhecimento do laboratório a alta similaridade compartilhada 

entre a hsp65 de M.leprae e a hsp65 de M.tuberculosis. Visando conhecer um 

pouco mais a similaridade entre essas duas proteínas realizou-se o estudo de 

seus domínios. Os domínios formam unidades estruturais e funcionais semi-

independentes dentro de uma única cadeia polipeptídica. Os domínios podem ter 

uma função específica, e quando tal função é necessária em muitas proteínas 

diferentes, é encontrada a mesma estrutura de domínio.   

A procura dos domínios das proteínas foi realizada através dos programas 

CDSearch (MARCHLER-BAUER, 2004) e Pfam (FINN, 2006). Ambos os 

programas encontraram o mesmo domínio para as duas proteínas, o 

Cpn60_TCP1. Enquanto o Pfam encontrou do resíduo 22 até o 522, o CDSearch 

encontrou do 22 até o 519. Este domínio está relacionado à família das 
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chaperoninas, a qual inclui as hsp60 e hsp65. Os resultados apresentados 

confirmaram as funções das proteínas estudadas, tanto de proteína ligadora de 

ATP, quanto de proteína ligadora de proteína, características clássicas de 

chaperoninas.  
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Capítulo 3: Resultados e Discussão  

 

3.1.  Modelagem do RNAm da HSP65 de M.leprae. 

 

A estrutura secundária do RNAm do gene HSP65 de M.leprae foi 

determinada através do software MFOLD, como mencionado anteriormente. 

Modelou-se a seqüência completa do gene HSP65 M.leprae, assim como a 

seqüência aberta de leitura (ORF), correspondente aos primeiros 1500 pb. As 

duas seqüências foram analisadas, pois ambas são utilizadas em protocolos 

vacinais atualmente utilizados no laboratório. 

Os resultados obtidos no modelamento estrutural demonstraram que há uma 

diferença considerável entre os dois RNAs modelados, tanto na estrutura quanto 

no valor da energia livre (Figura 4), sendo que o pre-RNA-HSP65 libera uma 

quantidade maior de energia quando comparado com o mRNA-HSP65 (dG: - 1511 

Kcal/mol e dG: - 682 Kcal/mol, respectivamente). O comprimento da seqüência 

dos RNAm influencia diretamente na estabilidade, verifica-se assim que o mRNA-

HSP65 possui uma estabilidade maior do que o pre-RNA-HSP65, já que este 

possui 3000 pb.  

 Essa avaliação é importante, pois nessa região podem existir estruturas 

moleculares como hairpins e loops que podem ter influência crucial no controle de 

expressão gênica pós-transcricional (KOZAK, 1986), (HELKE, 1993), 

(BABENDURE, 2006). Essa influência depende do tamanho, da estabilidade e 

também da posição dessas estruturas em relação ao sítio de iniciação da 

tradução. Como pode ser visualizado na Figura 5, a estrutura tem um dG                 

-17,20 e apenas um hairpin que está distante 18 bases do sítio de iniciação da 

tradução. Esse dado pode ser considerado interessante, pois Babendure e 

colaboradores (2006) comentam e comprovam que valores de dG maiores que -30 

têm relação com uma diminuição da expressão protéica no modelo de GFP. 

A descoberta de que RNA interagem com células eucarióticas, ativando 

células do sistema imune, e modulando a resposta vieram primeiramente de 
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estudos virais. Atualmente, sabe-se que o próprio RNAm eucarioto interage com 

receptores do tipo Toll 7 e 8, levando a ativação celular, com produção de 

mediadores inflamatórios ou citocinas que podem tanto controlar uma infecção 

como causar maiores danos. 

O uso de RNA total já é bem documentado no controle de tumores, assim, 

sabe-se que a ligação do RNA em células alvo leva produção de citocinas do 

padrão Th1, como IFN-gama e IL-12, envolvidas na resistência contra tumores. 

Tais citocinas também estão envolvidas na resistência contra reações 

inflamatórias crônicas, como a tuberculose. 
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Figura 4: Análise da estrutura molecular dos RNAs mensageiros codificando a proteína Hsp65 de 
Mycobacterium leprae (A: pre-RNA-HSP65 e B: mRNA-HSP65) . A análise da estrutura molecular 
dos RNAs mensageiros foi realizada utilizando-se o programa Mfold. dG: energia liberada em 
Kcal/mol. 

A B 
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Figura 5: Análise da estrutura molecular da região 5`UTR dos RNAs mensageiros codificando a 
proteína Hsp65 de Mycobacterium leprae. A análise da estrutura molecular dos RNAs mensageiros 
foi realizada utilizando-se o programa Mfold.  
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3.2.    Modelagem da proteína hsp65 de M.leprae 

3.2.1.  Escolha das proteínas moldes 

  
Através do script buil.profile.py foi obtido as proteínas que poderiam 

servir de molde para a modelagem da proteína de estudo. As proteínas 

encontradas são mostradas na Figura 6 no primeiro campo em destaque (código 

do PDB). Como se pode notar algumas delas possuem uma baixa porcentagem 

de similaridade, o que resultaria em um molde ruim para a modelagem. 

Geralmente, trabalha-se com uma taxa de similaridade superior a 60%, 

englobando ainda seis possíveis proteínas moldes.   

 

 
Figura 6: Trecho do script buil_profile.py, que mostra em destaque o código PDB das 
possíveis proteínas a  serem usadas como molde, o score de similaridade com proteína de estudo 
e o tamanho da proteína, respectivamente.   
 

Confirmando o conhecimento do laboratório sobre a alta similaridade entre 

a hsp65 de M.tuberculosis e M.leprae – 1SJP (código no PDB), optou-se por 

realizar a modelagem com essa proteína.  

Realizado o alinhamento entre as duas proteínas verificou-se que tanto a 

parte N-terminal, como a C-terminal da hsp65 de M.leprae não conseguiu obter 

um bom alinhamento. Tal fato se deve a falta de dados da proteína molde, assim o 

Modeller não encontraria os parâmentros necessários para um bom 

enovelamento.  

A Figura 7 corresponde a um alinhamento entre as proteínas realizado pelo 

ClustalW (D.HIGGINS, 1994), podendo-se comprovar a alta similaridade entre as 

duas proteínas. Aparece em destaque nas seqüências das proteínas o domínio 

Cpn60_TCP1. O ClustalW utiliza a Matrix Gonnet 250 pela sua sensibilidade. As 

penalidades para os gaps são principalmente os seguintes: para a abertura do 
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gap, 10.0; por estender um gap, 0.2 e pela separação entre gaps, 4.0. O score 

obtido no alinhamento apresentado foi de 93, comprovando a alta similaridade 

entre as proteínas envolvidas. Como pode ser observado, as partes inicias e finais 

não obtiveram um bom alinhamento.    
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Figura 7: Alinhamento da hsp65 de M.leprae e da hsp65 de M.tuberculosis, usando o programa 
ClustaW. 
 

Para que tais partes conseguissem encontrar uma boa base para a 

modelagem, optou-se por realizar a modelagem utilizando um alinhamento 

múltiplo entre duas proteínas. Continuou-se a utilizar a proteína 1SJP devido a sua 

alta similaridade com a proteína de estudo e para a melhor modelagem da parte 

N-terminal utilizou-se a Estrutura Cristalográfica do Complexo Chaperonina 

Cpn60/Cpn10/(ADP)7 da Termus Thermophilus – 1WE3 (código no PDB).  

Descobriu através de buscas no bando de dados do PDB que a cadeia A da 

proteína 1WE3 é similar a hsp65 de M.leprae e contém a parte N-terminal para ser 

utilizada como parâmetro para o Modeller. Tal abordagem serviu também para 

verificar se os não enovelamentos das partes iniciais e finais da proteína era uma 

característica de micobactérias ou não. Já que, os dados obtidos mostravam que a 
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cauda amino e carboxi terminal poderia ser uma característica de hsp imaturas de 

procariotos.  

O alinhamento obtido pelo ClustalW entre a proteína de estudo e a 1WE3 

pode ser observado na Figura 8. Utilizaram-se os mesmos parâmetros que no 

alinhamento anterior, e o score obtido foi de 63, o que ainda demonstra uma boa 

similaridade entre as proteínas. Novamente o domínio Cpn60_TCP1 aparece em 

destaque. 

 

 
 
Figura 8: Alinhamento da hsp65 de M.leprae e da 1WE3, usando o programa ClustaW. 
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3.2.2. Alinhamento da 1SJP com a 1WE3 

 

O alinhamento foi realizado pelo Modeller através do comando salign(), 

inserido no script salign.py, demonstrado na Figura 9. Será realizado o 

alinhamento entre essas duas proteínas para que futuramente possa ser realizado 

o alinhamento com a hsp65 de M.leprae. 

O script tem como saída o alinhamento em dois formatos, no PIR, que será 

utilizado mais tarde por outro script de entrada, e no PAP, para melhor 

visualização.  Além disso, gera uma proteína consenso, resultante da junção das 

duas proteínas utilizadas para fazer o alinhamento múltiplo. 

 
Figura 9: Trecho do script salign.py, que mostra em destaque a parte que utiliza o comando 
salign().  
  

A Figura 10 apresenta um trecho do arquivo PAP gerado pelo script 

salign.py. Pode-se notar que as seqüências escolhidas se complementam, 

resultando numa seqüência consenso que contém uma maior homologia com a 

proteína de estudo. 
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Figura 10: Alinhamento da 1SJP e da 1WE3, através do script salign.py 
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3.2.3.  Alinhamento da hsp65 de M.leprae com o modelo resultante do 
alinhamento múltiplo 

  

O primeiro passo para a construção do modelo é o alinhamento entre a 

proteína de estudo e a proteína molde. Neste caso a proteína de estudo será 

alinhada com a proteína consenso obtida na fase anterior.   

O alinhamento foi novamente através do comando salign(), inserido no 

script align2d.py, demonstrado na Figura 11.  

 O script tem como saída o alinhamento em dois formatos, no PIR, que será 

utilizado mais tarde por outro script de entrada, e no PAP, para melhor 

visualização.  

 
Figura 11: Trecho do script salign2d.py, que mostra em destaque a parte que utiliza o comando 
align2d().  
 

A Figura 12 apresenta um trecho do arquivo PAP gerado pelo script 

salign2d.py. Pode-se notar que a parte N-terminal (em destaque na Figura) 

encontrou identidade com a proteína 1WE3, dessa forma o Modeller encontrará 

parâmetros para um bom enovelamento. 
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Figura 12: Alinhamento múltiplo entre a 1SJP, 1WE3 e a hsp65 de M.leprae, através do script 

salign2d.py. Em destaque, a parte N-terminal da proteína.  
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3.2.4. Construção do modelo da hsp65 de M.leprae 

 

Finalmente gerou-se um modelo da hsp65 de M.leprae, baseando-se no 

alinhamento múltiplo entre a 1SJP e a 1WE3. O modelo é gerado através do script 

model-mult.py, que usou-se a classe automodel.  

Um trecho do script é mostrado na Figura 13. Foram gerados dez modelos, 

todos no formato PDB.  

 
Figura 13: Trecho do script model-mult.py, que mostra em destaque a parte que utiliza a classe 
automodel.  
 

 Adotou-se como a melhor modelagem o modelo com menor valor da função 

do Modeller, apresentada na segunda linha do arquivo PBD. O modelo obtido 

pode ser visualizado na Figura 14. 

 

 
Figura 14: Modelo molecular da proteína hsp65 de M.leprae obtido pelo software Modeller, 
baseada no alinhamento múltiplo da 1SJP e da 1WE3. 
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3.2.5. Análise Estereoquímica 

 

O nível de qualidade de um modelo gerado por homologia estrutural 

depende de um grande número de propriedades, como: exatidão estereoquímica, 

qualidade do empacotamento e confiabilidade do enovelamento. Os valores 

obtidos a partir dos modelos são comparados com os valores da proteína molde, 

descobrindo, assim, irregularidades estereoquímicas que revelam uma estrutura 

inadequada (SILVA, 2008). 

A análise estereoquímica foi realizada utilizando-se três softwares: 

PROCHECK (LAKOWSKI, 1993), WHATIF (VRIEND, 1993) e VERIFY3D (BOWIE, 

1991). Esses três softwares englobam as três principais propriedades a serem 

analisadas para a obtenção de um bom modelo.  

O PROCHECK é responsável pela exatidão estereoquímica, avaliando 

parâmetros como: ângulos torcionais da cadeia principal, ângulos torcionais das 

cadeias laterias, maus contatos (ou impedimentos estéricos), energias das 

ligações de hidrogênio, planaridade das ligações peptídicas, entre outros. Há um 

valor calculado que representa uma qualidade estereoquímica média relativa aos 

parâmetros avaliados, chamado Fator G.  

O programa gera vários gráficos, avaliando por completo a qualidade 

esteroquímica do modelo em comparação com estruturas bem definidas no 

mesmo nível de resolução. O principal gráfico gerado é o de Ramachandran que 

apresenta uma correlação entre os ângulos torcionais da cadeia principal (phi e 

psi) para cada resíduo. 

O gráfico de Ramachandran pode ser observado na Figura 15. A estrutura 

deve apresentar acima dos 90% de seus resíduos nas regiões favoráveis (região 

vermelha), ou seja, nas regiões A, B e L. Devem-se desconsiderar os resíduos de 

glicina (apresentados na figura como triângulos), já que eles não possuem cadeia 

lateral, os de prolina, pois nestes o Carbono alpha está ligado à cadeia lateral e os 

resíduos das extremidades (C-terminal e N-terminal), que apresentam padrões 

estereoquímicos diferentes dos outros resíduos (LAKOWSKI, 1993)(SILVA, 2008).  
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Figura 15: Gráfico de Ramachandran do modelo. 

 

A porcentagem de resíduos encontrados nas regiões favoráveis foi de 

90,7%, nas regiões adicionalmente permitidas (regiões a, b, l, p, ou seja, amarelo 

escura) de 5,5%, nas regiões generosamente permitidas (regiões ~a, ~b, ~l, ~p, 

ou seja, amarelo claro) foi de 2,3% e nas regiões desfavoráveis (região em 

branco) foi de 1,5%. Os resíduos que se encontram em regiões desfavoráveis são 

um reflexo das estruturas usadas como molde, e alguns se encontram nas 

extremidades da proteína. Sendo assim, o gráfico revela uma boa validação do 

modelo.  

Outro gráfico gerado pelo PROCHECK de extrema utilidade na avaliação de 

um modelo é o gráfico de parâmetros da cadeia principal, Figura 16. As figuras 

são compostas por bandas escuras em que a linha interior representa a média dos 
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valores em função da resolução, e as linhas das extremidades representam o 

desvio em relação à média. Os valores do modelo são marcados por quadrados. 

Os parâmetros avaliados são: a. Avaliação do gráfico de Ramachandran, b. 

Planaridade da ligação peptídica, c. Maus contatos atômicos, d. Distorção do 

carbono alpha, e. Energia de ligação de hidrogênios e f. Qualidade estereoquímica 

total (Fator G). O eixo vertical de todos os gráficos é a resolução da proteína em 

Angstroms, já o eixo horizontal é: a. porcentagem de resíduos em regiões 

favoráveis no gráfico de Ramachandran, b. ângulo de desvio da ligação peptídica, 

c. maus contatos atômicos a cada 100 resíduos, d. ângulo de desvio do carbono 

alpha, e. valor da energia em Kcal/mol e f. valor do fator G.   

  

 
Figura 16: Gráficos dos parâmetros da cadeia principal do modelo. 
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Pode-se observar que todos os valores estão dentro das faixas permitidas, 

até mesmo a distorção do carbono alpha (gráfico d), apresentando um valor quase 

fora do limiar. 

A análise realizada pelo VERIFY3D avalia a confiabilidade do 

enovelamento, determinando os ambientes químicos de cada resíduo do modelo e 

atribui scores com referência a uma matriz construída a partir de uma análise 

estatística envolvendo as estruturas protéicas do PDB (BOWIE, 1991)(SILVA, 

2008). Essa matriz contém três propriedades que cada resíduo apresenta dentro 

de cada um dos dezoito ambientes químicos definidos. A posição de cada resíduo 

no modelo 3D é caracterizada pelo seu ambiente químico, e as preferências 

estatísticas para cada um dos aminoácidos são determinadas para cada um dos 

ambientes. Dessa forma o software avalia a compatibilidade da estrutura do 

modelo protéico com a sua seqüência, através do perfil 3D.  

Os valores dos dez primeiros resíduos de cada extremidade são 

desconsiderados, e por este motivo se encontram no mesmo patamar de escore 

(BOWIE, 1991)(SILVA, 2008). 

No gráfico gerado percebe-se que os scores de cada resíduo apresentam-

se dentro da faixa considerada aceitável (entre 0,0 e 0,62), apenas quatro 

resíduos encontraram-se fora dessa faixa, mas englobando-se na faixa ainda 

aceitável (entre 0,0 e -0,03). Dessa forma, pode-se afirmar que o modelo proposto 

está de acordo com os parâmetros estereoquímicos descritos anteriormente.  

Como o gráfico é muito extenso devido ao grande tamanho da proteína, a 

Figura 17 contém uma parte do começo da proteína, parte esta que apresentou 

grande problema de enovelamento.  
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Figura 17: Gráfico score x resíduos, gerado pelo programa Verify 3D.  
 
 
 Completando a análise estereoquímica utilizou-se o WHATIF, responsável 

por avaliar a qualidade do empacotamento. Essa avaliação é realizada através do 

cálculo do chamado “índice da qualidade de contato”. Este índice é a medida entre 

a distribuição dos átomos ao redor de uma cadeia lateral de um aminoácido e as 

distribuições equivalentes observadas em proteínas com estruturas resolvidas. Foi 

utilizado o módulo Coarse Packing Quality Control do software WHATIF. 

 Um índice menor do que -5,0 para um resíduo significa contatos atômicos 

ruins ou incomuns, mas não necessariamente, uma estrutura incorreta, sendo 

necessário uma melhor analisada (VRIEND, 1993)(SILVA, 2008).    

O valor médio do índice da qualidade de contato para o modelo protéico 

pode ser interpretado da seguinte forma: 

• maior que -0,5: ótimo modelo; 

• em -0,5: valor médio para um bom modelo; 

• entre -1,0 e -0,5: ainda um bom modelo; 

• em -1,5: ainda um bom modelo, mas com pequenos erros; 

• em -2,0: modelo considerado pobre; 

• em -3,0: modelo ruim; 

O valor médio do modelo obtido foi de -0,880, sendo assim , o modelo obtido é 

considerado bom. Há resíduos com índices ruins, mas muitos deles são reflexos 

da baixa qualidade das proteínas modelos seguidas (1SJP e 1WE3). Como pode 

ser observado na Figura 18, os resíduos 42 e 58 apresentaram um índice menor 

que -5, mas ao analisar os índices dos resíduos correspondentes na proteína 
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molde observou-se que o índice também era ruim. A Figura 18 contém os índices 

apenas dos primeiros resíduos da proteína, já que o arquivo de saída era muito 

extenso.   

   

 
Figura 18: Trecho do arquivo gerado pelo Coarse Packing Quality Control, do WHATIF, em 
destaque os resíduos 42 e 58.  
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Capítulo 4: Conclusão Final 
  

Os objetivos do projeto foram alcançados, tanto na modelagem da estrutura 

secundária do RNAm, quanto na modelagem da estrutura terciária da proteína  

O estudo estabeleceu a estrutura do RNAm, o que irá favorecer a digestão 

de determinadas partes desse RNA, permitindo o uso apenas do ligante, 

otimizando estratégias de terapia gênica.  

Embora a validação da estrutura terciária da proteína aponte alguns 

resíduos de baixa qualificação, a estrutura apresentou um bom enovelamento. Tal 

estrutura possibilita a futura determinação das seqüências mais imunogênicas, 

favorecendo assim o desenvolvimento de novas formas vacinais.   

Desta forma é possível concluir que com a modelagem das estruturas em 

questão houve um avanço no entendimento dessas moléculas, contribuindo para 

futuras pesquisas.  
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