UNIVERSIDADE ESTADUAL DE PONTA GROSSA
PRO-REITORIA DE PESQUISAE POS-GRADUAGCAO
PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM QUIMICA APLICADA

AGNES THIANE PEREIRA MACHADO

DETERMINAQAO E REFINAMENTO DE ESTRUTURAS TRIDIMENSIONAIS DA
PROTEINA SurE deXylella fastidiosa

PONTA GROSSA
2013



AGNES THIANE PEREIRA MACHADO

DETERMINACAO E REFINAMENTO DE ESTRUTURAS TRIDIMENSIONAIS DA
PROTEINA SurE de Xylella fastidiosa

Dissertacao apresentada para obtencdo do
titulo de Mestre em Quimica Aplicada no
Programa de PO4s-Graduacdo em Quimica
Aplicada da Universidade Estadual de Ponta
Grossa.

Orientador: Prof. Dr. Jorge lulek

PONTA GROSSA
2013



Ficha Catalografica Elaborada pelo Setor Tratamento da Informacdo BICEN/UEPG

Machado, Agnes Thiane Pereira

Determinacéo e refinamento de estruturas tridimensionais da
proteina surk de Xylella fastidiosa / Agnes Thiane Pereira
Machado. Ponta Grossa, 2013.

87f.

M149

Dissertagdo (Mestrado em Quimica Aplicada ) — Universidade
Estadual de Ponta Grossa .

Orientador: Prof. Dr. Jorge lulek

1. SurE. 2. Xylella fastidiosa. 3. Estrutura tridimensional de

proteinas. I. lulek, Jorge. Il. Universidade Estadual de Ponta
Grossa. Mestrado em Quimica Aplicada. I11.T

CDD: 572.67




TERMO DE APROVAGAO

AGNES THIANE PEREIRA MACHADO

“[DETERMINACAO E REFINAMENTO DE ESTRUTURAS
TRIDIMENSIONAIS DA PROTEINA SurE DE Xylella fastidiosal.”

Dissertagao aprovada como requisito parcial para obtengéo do grau
de Mestre no Programa de Pés-Graduagao em Quimica Aplicada da
Universidade Estadual de Ponta Grossa, pela seguinte banca
examinadora.

: T g '
Jovge Lv UL;
Orientador: Prof. Dr. Jorge lulek
UEPG/PR

KVM—'?‘Q
Profa. Dra. Mariza'Boscaéci Marques
UEPG/PR

% A«&
rof. Dr. Ridardo Aparicio

UNICAMP/SP

Ponta Grossa, 12 de margo de 2013.



AGRADECIMENTOS

A Deus pela vida, por todas as oportunidades e por sempre estar ao meu

lado.

Ao Tiago, o amor da minha vida, e ao meu filho Gustavo, um pedacinho de

mim, vocés sdo muito importantes na minha vida.

A minha mae e ao Adevir por acreditarem que seria possivel. Aos meus

irmaose aos meus avos por orarem por mim.

ASr®, Bete e ao Sr. Tito pelo apoio e por me ajudarem a cuidar do Gustavo.

As minhas amigas Cristiane, Renata, Carla, que de alguma maneira
contribuiram para esse projeto eaos amigos de laboratoério por nossas discussodes e

ajuda reciproca.

Ao orientador Prof. Dr. Jorge Ilulek pela ajuda a partir de seus
conhecimentos.Aos Prof. Dr. Igor Polikarpov (IFSC-USP) e Prof. Dr. Ricardo Aparicio
(UNICAMP) por terem-nos disponibilizada as imagens de difracdo. Ao grupo de
pesquisa do Prof. Dr. Ji-Rui Wang (SichuanAgriculturalUniversity)por nos enviar em

colaboracédo os plasmideos com os genes codificantes dos inibidores.

Ao Prof. Dr. Marcio Silva (UTFPR - Ponta Grossa) por ajudar na
transformacdo bacteriana e expressdo dos inibidores.AProf®. Dr?. Viviane Paula
Martini (UNICENTRO) por ajudar significativamente nos experimentos e pela sua

compreensao, amizade e paciéncia.

ACAPES, pelo auxilio financeiro, eaoPrograma de Poés-Graduacdo em
Quimica Aplicada da UEPG.

A todos que direta/indiretamente contribuiram para que este trabalho se

realizasse.



“Facil & sonhar todas as noites. Dificil & lutar por um sonho.”
Carlos Drummond de Andrade



RESUMO

No presente trabalho realizaram-se o processamento de sete conjuntos de imagens
e a determinacdo erefinamento de duas estruturas da proteina SurE
(stationaryphasesurvivalprotein E) de Xylella fastidiosa (XfSurg). Os cristais foram
obtidos pelo grupo de pesquisa do Prof. Dr. Ricardo Aparicio a partir da proteina
produzida pelo grupo da Prof®. Dr®, Anete Pereira de Souza, ambos da Universidade
Estadual de Campinas. XfSurElinhagem 9a5c € uma bactéria praga que causa uma
enfermidade chamada Clorose Variegada dos Citros (CVC), grave em laranjeiras; foi
a primeira bactéria que teve seu genoma completamente sequenciado no Brasil.
Estudos revelam que essa proteina apresenta varias funcdes, dentre elas, de
nucleotidase, capaz de desfosforilar varios ribo e desoxirribonucleicos 5-
monofosfatados e ribonucleosidios 3-monofosfatos em fosfato inorganico e
nucloesidios.Dos sete conjuntos, quatro apresentaram anéis de difracao por gelo no
padrdo de difracdo. Todas as estruturas apresentam grupo de espaco C2, mas ha
quatro celas unitarias diferentes A substituicdo molecular foi realizada com o
programa Phaser e apenas dois conjuntos de imagens tiveram suas estruturas
tridimensionais refinadas em um processo iterativo com o0s programas Coot e
Phenix, queforam posteriormente amplamente validadas. Uma apresenta um
tetrdmero e a outra um dimero na unidade assimétrica. Durante o refinamento,
modelaram-seions Mn**, I’ e PO,*. Comparacbes entre a XfSurE e CbSurE (a
correspondente de Coxiella burnetti) indicamque XfSurE estd em conformacédo
aberta, ao contrario de CbSurE. A proteina apresenta o enovelamento caracteristico
deRossmann-fold-like, com as alcas de tetramerizacéo e com projecédo de C-terminal
no contra-mondmero.

Palavras-chaves:SurE, Xylella fastidiosa, Estrutura tridimensional de proteinas.



ABSTRACT

This dissertation presents theprocessingof seven image datasetsand the
determinationandrefinementoftwoprotein structuresof Sure (stationary
phasesurvivalproteinE)fromXylellafastidiosa(XfSurg). The crystalswere obtainedby
the research groupof Prof.Dr.RicardoApariciowith theprotein producedby the groupof
Prof®. Dr®.AnetePereira deSouza, both from theState University ofCampinas.Xylella
fastidiosa strain 9a5c is aplague bacterium that causes a disease called Citrus
Variegated Chlorosis (CVC) in orange grove; itwas the first bacterium to have its
genome completely sequenced in Brazil. Studies show that this protein has several
functions, amongst them, of a nucleotidase able to dephosphorylate various ribo
anddeoxyribonucleic 5-monophosphates and ribonucleoside 3-monophosphatesto
inorganic phosphate and nucleosides. Seven different sets of diffraction images were
processed,four of them presented rings from ice diffraction. All structures have space
group C2, but there are four different unit cells.Molecular replacement was performed
with Phaser program and only two sets of images had their three-dimensional
structures refined in an iterative process with the programs Coot and Phenix, which
were subsequently largely validated. One of them shows a tetramer and the other a
dimer in the asymmetric unit. During refinement, Mn*?, I and PO,*ions were
modeled. Comparisons between XfSurE and CbSurE (the correspondent protein
fromCoxiella burnetti) indicate that XfSurE isin open conformation, unlike CbSurE.
The protein shows the characteristic Rossmann fold-like, with the tetramerizationloop
and C-terminal projection into the counter-monomer.

Key-words:SurE, Xylellafastidiosa, three-dimensional structureof proteins.
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1 INTRODUCAO

1.1 JUSTIFICATIVA

As proteinas sdo as macromoléculas mais versateis nos sistemas vivos e
servem para fungbes cruciais essencialmenteem todos 0s processos biologicos;
conhecer a estrutura tridimensional destas permite investigar as relacdes entre sua
sequéncia, sua estrutura e sua funcdo, com uma indiscutivel importancia especifica
para o desenho racional de drogas terapéuticas. A cristalografia de proteinas foi o
primeiro método desenvolvido para determinar a estrutura das proteinas com
detalhes atdmicos. Essa técnica pode revelar as posi¢cdes tridimensionais precisas
da maioria dos atomos em uma molécula de proteina (WHITFORD, 2005; ALBERTS
et al., 2006; STRYERet al., 2004).

No presente trabalho realizaram-seo processamento de sete conjuntos de
imagens ea determinagdo e refinamento tridimensional de duas estruturas da
proteina Sure de Xylella fastidiosa(XfSurE).Os cristais foram obtidos pelo grupo de
pesquisa do Prof. Dr. Ricardo Aparicio a partir da proteina produzida pelo grupo da
Prof?. Dr®. Anete Pereira de Souza, ambos da Universidade Estadual de Campinas.
Esta proteina apresenta mdltiplas fungdes, entre elas, a de maior evidéncia é a de
nucleotidase. Xylella fastidiosa é uma bactéria praga que causa uma enfermidade

economicamente importante em laranjeiras.
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1.2ESTADO DA ARTE (REVISAO BIBLIOGRAFICA)

1.2.1 Importancia do estudo tridimensional das proteinas

As proteinas sdo, indubitavelmente, 0s compostos bioldégicos mais
importantes. Do ponto de vista quimico, elas sdo as moléculas estruturalmente mais
complexas e funcionalmente mais sofisticadas que conhecemos (ALBERTS et al.,
2006; STRYER etal.,2004). Praticamente quase todas as proteinas sdo formadas
por 20 aminoacidos, cada um com propriedades quimicas distintas, ligados por
ligacéo peptidica.

Existem varios tipos de proteinas que realizam diversas funcdes: estrutural,
catélise, movimento, transporte, hormonios, protecdo, armazenamento, regulacao,
entre muitas outras.

O estudo tridimensional nos permite investigar as relagdes entre sequéncia
com sua estrutura e funcdo. Por exemplo, dado que elas sustentam todos os
aspectos da atividade biolégica, seu estudo exerce um grande impacto na medicina.
Avancgos na genética molecular revelam muitas doencas que decorrem de defeitos
especificos nas proteinas uma das maneiras de se entender detidamente isso é pelo
estudo tridimensional da estrutura proteica (WHITFORD, 2005). Pode-se
acrescentar, ainda, que é desta forma que os pesquisadores identificam o sitio ativo
e descobrem mais rapidamente novas drogas que podem ser usadas para
tratamento de varias doencas.

1.2.2Xvlella fastidiosa 9a5c¢

A Xylella fastidiosa linhagem 9a5c é uma bactéria gram-negativa (Figura 1)
gue possui formato de bacilo com tamanho aproximado de 0,25um x 0.9 um, o qual
exibe rugosidades na superficie da parede bacteriana, e ndo apresenta flagelos
embora tenhamfimbrias filamentosas. Causa uma enfermidade chamada Clorose
Variegada dos Citros (CVC) conhecido popularmente como “amarelinho”, grave em
laranjeiras.A CVC foi registrada pela primeira vezno Brasilem 1987.Um dos sintomas
dessa enfermidade é a producdo de uma substancia viscosa, que € uma das

possiveis causas do entupimento de vasos de xilema, reduzindo o suprimento de
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dgua e nutrientes para as plantas, deixando os frutos afetados pequenos e
endurecidos sem nenhum valorcomercial (Figura 2) (POOLER et al., 1995; SARAIVA

et al., 2009).

Figura 1: Microscopia eletrénica da Xylella fastidiosa nos vasos de xilema em laranjeiras. Fonte:
<http://aeq.lbi.ic.unicamp.br/xf/fhome/mmachado>. Acesso em 23/11/2012.

Figura 2: Arvores contaminadas pela bactéria Xylella fastidiosa apresentam os sintomas da CVC em
seus frutos e folhas.<www.cnpmf.embrapa.br/publicacoes/produto_em foco/citros 34.pdf>. Acesso
em 14/01/2013.

A Xylella fastidiosa foi o primeiro organismo com genoma completamente
sequenciado no Brasil (MEIDANIS et al., 2002).Sua transmissédo é feita por mudas
contaminadas ou por vetores, como as dessezete espécies de “cigarrinhas” que se
alimentam da seiva do xilema(SIMPSON et al., 2000). Atualmente essa bactéria se


http://aeg.lbi.ic.unicamp.br/xf/home/mmachado%3e
http://www.cnpmf.embrapa.br/publicacoes/produto_em_foco/citros_34.pd
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encontra dissiminada em todas as regides decitricultura do pais, principalmente no
estado de Sdo Paulo, um dos mais importantes citricultores do mundo (LAMBAISet
al., 2000). O controle da CVCé atualmentelimitado aremocao deramosinfectadospela
poda, a aplicacdo deinseticidas e autilizacdo de plantassaudaveis
paranovospomares.Além  daCVC,outras  estirpes  deXylellafastidiosacausam
umagama deenfermidades para diversas outras plantas, entre elas, videira, alfafa,
péssegueiro,ameixeiras,pereiras, amendoeiras, plantas decafé. Ao contrario de
outros fitopatdgenos, a Xylella é xilema-dependente, vivendo exclusivamente dos
vasos de xilema das arvores (SIMPSON et al.,2000).

Nessa bactéria existem 220 genes cujas func¢des tém sido previstas por meio
de andlises de comparacdes da sequéncia, embora eles ndo estejam classificados
pela via metabodlica (WWW. Xylella. Incc. br). (SIMPSON et al., 2000; SARAIVA et
al., 2009). O seu genoma compreende um cromossomo circular de 2,7 Mb e dois
plasmideos, um com 51kb e outro com 1kb.

Muitos dos genes dessa bactéria foram sequenciados na Universidade
Estadual de Campinas (UNICAMP), disponiveis no site www.lbi.ic.unicamp.br/xf.
Para a identificacdodas familias de transporte, cada sequéncia de gene da Xylellafoi
comparada comumbanco de dadosconsistindode todos os exemplos de proteinas de
transporte, como relatado no site(WWW:-biology. ucsd.edu/Msaier/transporte),
constantemente atualizado e no qual cada categoria deproteina de transportehauma
descricdo detalhada, incluindo o modo de transporte, a topologia da proteina,a
especificidade de substrato e as espécies, seguidas por uma revisdo na literatura
(MEIDANIS et al.,2002).

1.2.2.1 Protein SurE (stationary phase survival protein E)

Entre os genes da bactéria Xylella fastidiosa, a orf XFO703 codifica uma
stationaryphasesurvivalprotein E (SurE). A SurE € uma proteina codificada por
genoma amplamente propagado entre as eubactérias e eucariontes e
aparentemente € bem conservada. Esse gene apresenta 789 bp e codifica a
proteina XfSurE que apresenta 262 aminoacidos com massa molecular de 28,3 kDa
e ponto isoelétrico 5,23.Tem uma forte similaridade com outras SurEanteriormente
estudadas (SARAIVA et al., 2009).
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O gene SurE foi primeiramente descoberto em E.coli e estd localizado
“upstream” ao gene pcm, o qual codifica a proteina L-isoaspartil e O-metiltransferase
(PCM) (LI et al. 1994).0s genes SurE e PCM formam um operon bicistronico em
E.coli e em Xylella. Em células velhas, ocorrem danos espontadneos nas cadeias
laterais de residuos, a proteina PCM atua na via de sinalizagcdo da conversao de
residuos de L-isoaspartii em residuos normais de L-aspartil. Estes genes sao
altamente expressos durante a fase estacionaria em E.coli.

A estrutura cristalografica de seis proteinas homologas foi relatada:
Thermotoga maritima (TmSurE) (1J9K) (LEE et al., 2001),
Pyrobaculumaerophylum(1L5X) (MURA et al., 2003),Termusthermophilus (TtSurE)
(2E6E) (IWASAKI et al., 2007), Aquifexaeolicus(2PHJ)(ANTONYUKet al., 2009) e
Salmonellatyphimurium(2V4N) (PAPPACHAN et al., 2008) e Coxiella burnetti
(CbSurE) (apenas estrutura depositada no PDB 3TY2). O estado oligomérico de
proteinas SurEem solucdo sempre foi controverso, estudos revelam que esse estado
depende do micro-organismo estudado, sendo que a SurE necessita estar em um
arranjo tetramérico para se tornar ativa. Dimeros sdo as formas mais
frequentemente relatadas na literatura. Observou-se que essa proteina existe como
dimero e/ou como tetrAmero. A estrutura terciaria das SurEessencialmente consiste
em duas partes: um dominio globular arranjado como Rossmann-fold-like (Figura 3)
em trés camadas o/B/a ou B/a/f e B-harpin, que representa as alcas de

tetramerizacdo (PAPPACHAN et al., 2008).

Figura 3: Esquema de um arranjoRossmann-fold-like em trés camadas f/a/B, descrito por
(PAPPACHAN et al., 2008).
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Estudos estruturais de TtSurE mostram que o sitio ativo compreende uma
regido de loop dos residuos 34 ao 50 que, em conformacgédo aberta, ocorre a ligacdo
do substrato (AMP),este ausente em conformacao fechada. Em cada monémero ha
um sitio de interacéo para o Mn** coordenado pelo glutamato 37, pelos aspartatos8
e 9 e também pelo o ion PO,*. Acredita-se que o glutamato seja fundamental para a
ligacdo do cofator. Em experimentos realizados por mutacao sitio-dirigida o mutante
E37Anédo se liga ao cofator deixando a proteina sem atividade. O mecanismo de
catélise ocorre por um ataque nucleofilico da agua a ligacao do fosfato ao substrato
(IWASAKI et al.,2007).

O modelo de tetramero da TmSurE(LEE et al.,2001) (Figura 4) adaptadopor
IWASAKI et al, 2007 mostra ositio ativo composto pelas al¢cas de tetramerizacéo e
os loopsem conformacéo fechada,sem ligacdo do AMP; isso reforca a ideia que a

mudanca entre as conformacdes fechada e aberta € critica para sua atividade
(IWASAKI et al.,2007).

Figura 4: A) Modelo estrutural cristalografico da TmSurE. B) Modelos estruturais para a proteina
TmSurkE adaptados porlWASAKI et al. 2007, onde aparecem as alcas de tetramerizagcdo e o sitio
ativo da familia SurE. Compara-se a estrutura em conformacéo aberta (cristalogréfica), com interagao
com AMP (modelado), e fechada (modelada), sem interacdo com AMP. (LEE et al., 2001; IWASAKI et
al., 2007).

A)
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Conformacédo sem interacdo do substratoConformacéo com interagcdo do substrato

Recentemente, o gene que codifica a proteina SurkE de Xylella fastidiosa foi
inserido num plasmideo pET29a. Esse plasmideo com o inserto foi clonado em E.
coli BL21 e os ensaios de superexpressdo apontaram bom resultado apos 20 h de
pos-inducdo usando lactose 5,6 mM. Aproximadamente 20 mg de proteina estavam
na fracdo solavel, a purificacdo foi realizada por cromatografia de afinidade usando
niquel e SDS-Page identificou uma Unica banda com aproximadamente 30 kDa.
(SARAIVA et al., 2009).

Estudos realizados por SAXS revelarem que o estado oligomérico da proteina
ndo depende da concentracdo da mesma, sendo que em solucéo ela assume forma
tetramérica. (SARAIVA et al., 2009).

Da proteina assim purificada, foram obtidos inicialmente dois -cristais,
denominados deisoforma | e isoforma Il, ambas cristalizadas em presenca de MnCl,
e a isoforma Il também na de 3-AMP (REIS et al., 2012). O padrao de difracdo da
isoforma Il apresenta anéis de difracao por gelo.
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1.2.2.1.1 FuncOes das SurEs

Estudos revelam que essa proteina é uma nucleotidase ou
nucleosideofosfohidrolase(EC 3.1.3.5) capaz de desfosforilar varios ribo e
desoxirribonucleicos 5’-monofosfatados e ribonucleosidios 3’-monofosfato, em
fosfato inorganico e nucloesideos (PROUDFOOT et al., 2004). Tal funcdo contribui
para o balanco correto dos pools de nucleotideos da célula.

A manutencdo correto dos “pools” de nucleotideos é importante para que
ocorra uma sintese precisa do DNA, seu desequilibrio pode acarretar a reducao da
replicacdo do DNA e também o surgimento de mutacdes cromossémicas (KUNDZ et
al,. 1994)

Apesar dos estudos, a funcdo da proteina SurEndo € completamente
esclarecida, nem o seu mecanismo catalitico. As SurE séo classificadas como
nucleotidases por causa ampla especificidade por nucleosidios, mas tambémpodem
estar envolvidas em uma via de regulacao de sintese do DNA e RNA. Outra hipotese
€ que sejam enzimas “house-clean”, estando envolvidas no processo de sinalizagéo
da célula contra compostos perigosos, pois interceptam e hidrolisam nucleotideos
nao canonicos,prevenindo o dano no DNA e suplementando o trabalho do sistema
de reparo de DNA. (GONCALVES et al. 2008; GALPERIN et al.2006).

Essas proteinas apresentam uma maior afinidade em pH neutro e em
presenca de Mn**,seguido por Co?*, Mg?* e Ni**. Apresentam uma maior atividade
em presenca de 3-AMP, seguido por 5’-dGMP, 5’- dAMP e 5 — AMP (PROUDFOOT
et al., 2004; SARAIVA et al., 2009).

A especificidade por 3’ - monofosfatadosindica que essa proteina pode estar
enolvida na regulacdo de 3’'mononucleotideos originados da degradacdo de RNAs,
portanto, trata-se de uma enzima multifuncional com atividade de 5’-nucleotidase, 3’-
nucleotidase e exopolifosfatase (PROUDFOOT et al., 2004).
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1.3FUNDAMENTOS DAS TECNICAS

1.3.1Difragéo de RaiosX

1.3.1.1Lei de Bragg

Estudos por difracdo de raios X tém permitido entender melhor as
propriedades das proteinas, por exemplo, estudar a nivel atdbmico os centros
cataliticos de enzimas e compreender a especificidade das reacbes que essas
catalisam (ROMAO, 1996).

O fendmeno de difracdo de raios X é explicado pela Lei de Bragg, a qual
demonstra que os angulos com que emergem os feixes difratados (Figura 5)
poderiam ser calculados tratando-se o fendmeno da difracdo como reflexbes por
varios conjuntos de planos paralelos e equivalentes, definidos pelos atomos de um
cristal. Assim, cada ponto no padrdo de difracdo se designa por reflexdo. Bragg
demonstrou que a difracdo ocorre quando a diferenca da distancia percorrida pelos
raios € igual a um mdltiplo do comprimento de onda dos feixes difratados; a
diferenca de distancia depende do angulo de reflexdo e do espacamento entre 0s
planos, dado pela lei de Bragg (Equacéo 1) (CULLITY, 1978;BLOW, 2005):

2dsenf =nA Equacdol

Onde:
d = distancia entre os planos
6 = angulo de difracao
A = comprimento de onda.

n = ndmero inteiro
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Figura 5: Difrac&o de raios X pela lei de Bragg. (ROMAO, 1996; CULLITY, 1978)

feixe
difractado

{
|

feixe
incidente

1.3.1.2 Padréo de difracao

Um padrao de difracdo consiste em reflexdes arranjadas de maneira
ordenada. Cada ponto € o resultado do espalhamento das ondas refletidas para um
grupo de planos reticulares paralelos. Durante o giro do cristal em um feixe de raios
X incidente, a orientacédo de cada um dos planos reticulares move-se e as ondas que
sao refletidas em fase mudam consequentemente,mudando as posi¢cées das

reflexdes em sucessivas imagens (Figura 6)(BLOW, 2005).

Figura 6:A) Quando os raios X atingem diferentes planos, sdo refletidos em diferentes angulos sendo
detectado por um filme; B) Imagem de um padro de difragdo. Disponivel em <
www.azevedolab.dominiotemporario.com/doc/diffractionl.pdf>. Acesso em 17 fev. 2012

A) B)
Area de detecgéo

Ondas refletidas

Cristal e &

—A~¢:__ - .

Radiacao incidente % .
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No padrao de difracdo existe uma relacdo inversa simples entre o
espacamento das celas elementares de um cristal chamadoespaco real e a distancia
entre as reflexdes no reticulado registrado no filme chamado espaco reciproco.
Assim, podem-se calcular as dimensdes da cela unitaria a partir do espagcamento
observado no espaco reciproco,naimagem obtida por difracdo de raios X (BLOW,
2005). Cada ponto (reflexdo) pode ser identificado por seus indices de Miller (h, k, 1),

a distancia entre os planos e os respectivos angulos de incidéncia (6).

1.3.1.2.1Formacdo de anéis dedifracdo por gelo

Experimentos de difragdo de raios X de cristalografia de proteinas ocorrem
amiude a baixas temperaturas, técnicas de crioprotecdo sdo usadas rotineiramente
em muitos laboratérios.Todavia, eventualmente anéis correspondendo a difracdo por
gelo finamente dividido sdo observados em padrdes de difracdes;muitos estudos
tém sido realizados para caracterizar a cristalinidade deste gelo. Geralmente existem
trés possibilidades de fases de dgua a baixa temperatura e pressao: fase hexagonal
ou gelo I, fase cubica e fasevitrea. A presenca dos anéis de gelo prejudica a
estimativa das intensidades durante o processamento dos conjuntos de imagens,
para isso, € importante a exclusao desses anéis, o0 que por outro lado leva a perdade
reflexdes da proteina que ficaram préximas ou até mesmo superpostas aos anéis.
Com perda dessas reflexdesdeterioramos o conjunto de dados, assim quando
possivel devemos evitar esses anéis ou entdo, na impossibilidade de evita-los, no
processamento minimizar os efeitos destes na estimativa do conjunto de
intensidades(ELSPETH Fet al.,1997).

A fase culbicararamente aparece nos padrbes de difracdo ja& que ha facil
transicdo para a fase hexagonal (DOWELLet al., 1960). A Tabela 1 mostra os
planos, as distancias entre estes e as intensidades relativas para as fases hexagonal
e clbica (DOWELLet al., 1960; KOHL LI et al.2,000; KIM C.U et al.,2008; CHAPMAN
M. S,2010). Esses dados podem guiar os cristalégrafos na determinacdo da
espessura de exclusdo dos anéis de difracdo por gelo nas imagens antes do
processamento (DOWELLet al., 1960).

Tabela 1: Dados de difragdo de raios X para gelo hexagonal e clibico(DOWELLet al., 1960).
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Hexagonal Cubico
hkl d (A) lrel hkl d (A) lrel
100 3,897 100
002 3,669 75 111 3,670 100
101 3,441 53
102 2,671 17
110 2,249 39 220 2,248 40
103 2,072 30
200 1,948 4
112 1,918 18 311 1,917 15
201 1,883 3
202 1,721 2

1.3.1.3 Processamento de imagens: indexacao, integracdo e escalonamento.

O proximo passo, apés a coleta de dados, é a conversdo da informacao
contida nas imagens em fatores de estrutura. Para isto, ha diversos programas,
como XDS (KABSCH, 1994) e MOSFLM (LESLIE, 2006). O programa utilizado neste
trabalho foi o XDS, que requer o uso de imagens coletadas a partir da geometria de
oscilacdo-rotacdo e radiacdo monocromatica.

Na etapa de indexacdo, determinam-se 0s possiveis grupos de espaco, as
dimensdes e a orientacdo da célula unitaria. Cada imagem em um mesmo conjunto
de dados pode ter um valor de escala diferente devido a variagdo na radiacdo
incidente, absorcdo dos raios difratados ou destruicdo do cristal, portanto, esses
valores sdo necessarios para colocar as intensidades em uma base comum
(DRENTH, 1994). Também, um valor de variagdo de acordo com a resolugéo é
calculado para cada imagem. Assim, na etapa do escalonamento, sdo determinados
esses fatores de escala entre imagens/reflexdes, tal que as intensidades
relacionadas por simetria possam ser promediadas, de modo a se obter um conjunto
final de reflexdes uUnicas. O escalonamento € realizado por meio do programa
SCALA ou XSCALE.
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Os pontos nas imagens de difracdo apresentam intensidade proporcional ao
quadrado do médulo do fator de estrutura (BLOW, 2005). As intensidades podem
geralmente ser medidas até certo limite de resolucdo, que é dado pela area de
deteccdo, a distancia e orientacdo desta em relacdo ao cristal, os parametros de
cela e a qualidade do cristal. E desejavel produzir mapas de densidade eletronica
com alta qualidade, conse quéncia da obtencdo de fatores de estrutura a alta
resolucao.

A completeza do conjunto de imagens de difracdo € definida pelo numero de
reflexdes Unicas mensuradas, divididas pelo niumero total de reflexdes Unicas.

A multiplicidade ou redundéncia das intensidades medidas € definida como o
namero total de intensidades medidas dividido pelo nimero total de reflexdes Unicas
medidas, ou seja, informa o nimero médio de vezes em que o ponto de difracdo ou
seus equivalentes sdo medidos (ROMAO, 1996; BLOW, 2005).

O fator Rsymdetermina a concordanciaentre os dados simetricamente
equivalentes medidos. Erros nas medidas de intensidades isso aumentardo o
Rsym-ESse fator varia com a resolugdo e € costumeiramente calculado para um
pequeno numero de faixas de resolucdo. Ele é calculado pela seguinte equacao
(Equacéo 2):

|1j(hkD) = [1(hKD)]

_ o
Rsym = % hll =12

Equacéo 2:

A relacdo sinal/ruido também é um fator importante no processamento das
imagens. Ela mostra a qualidade dos dados medidos em relacdo ao desvio padrao
estimado dentro de uma faixa de resolucao.

O Wilson Plotpermite estimar um fator de desordem global B da estrutura, em
boa parte devido a vibracdo térmica, e colocar os fatores de estrutura em escala
aproximadamente absoluta, o que significa que o valor numérico do fator de

estrutura é aproximadamente igual ao valor de elétrons equivalentes naquela

direcéo.
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1.3.1.4 Fator de estrutura e transformada de Fourier

No padrédo de difracdo, cada ponto na imagem gerada é produzido por um
feixe difratado (que € a soma das ondas "refletidas" por um grupo de planos
reticulares) que tem amplitude e fase. A expresséo (Equacao 3) abaixo € conhecida
como uma transformada de Fourier porque € a soma de coeficientes de Fourier das

ondas:
Fhkl — Z}l=1f}eZT[i(hx]' +ky]' + lZ]') EqanéO 3

ondef; € o fator de espalhamento atdmico e o somatorio € feito com todos os

atomosna cela unitaria (BLOW,2005).0 fator de espalhamento traz o quanto de
radiacdo um atomo espalhara numa determinada direcdo. Quando as fases e as
amplitudes de todos os fatores de estrutura sdo conhecidas, € possivel calcular a
transformada de Fourier inversa, que é a densidade eletrénica do cristalindicada na
expressao (Equacao 4)abaixo (BLOW,2005; DRENTH, 1994):

p(x,y,z) = %thl F(hkl) exp [-2mi(hx + ky + 1z)] Equacao 4

1.3.1.5 Problema das fases

Na coleta dos dados de difracdo obtemos apenas as amplitudes enquanto
que as fases sédo perdidas, o que nos impede de calcular diretamente as
densidades. Para se resolver esse problema existem métodos que permitem obter
aproximadamente as fases, tais como substituicdo molecular, que sera discutido
adiante, substituicdo isomorfica e dispersdo andmala, esses dois ultimos métodos

aplicados quando né&o se dispde de um modelo estrutural(BLOW, 2005).
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1.3.1.5.1Substituicdo molecular

Antes da substituicAo molecular é necessaria a realizacdo do alinhamento da
sequéncia de aminoacido da proteina de interesse com todas as sequéncias de
aminoacidos das estruturas depositadas no PDB(Protein Data Bank); esse
alinhamento é uma forma de organizar e comparar regides de similaridade e
identidade entre as proteinas € pode ser realizado pelo programa BLAST (“Basic
Local Alignment Search Tool”), (PARKet al., 2012). Ao identificar a estrutura com
uma maior similaridade e identidade, entdo se realiza a preparacdo de um modelo
estrutural inicial para a substituicdo molecular (FILHOet al.,2003). Estemodelo deve
ser colocado dentro da cela unitaria de modo que fases iniciais aproximadas possam
ser calculadas para o padréao de difracdo da proteina desconhecida. A estimativa da
orientacdo e posicdo do modelo € decomposta em dois componentes: a rotacdo
tridimensional da molécula na orientacdo correta composta por angulos e a
translacdo tridimensional da mesma orientadacorretamente dentro da unidade
assimétrica composta por um conjunto de coordenadas fracionarias x, y, z. Assim, 0s
fatores de estrutura séo calculados para esta posicao (F¢a) € comparados com 0s
fatores de estrutura observados (Fops), assim como fases iniciais s&o

estimadas(BLOW, 2005).

1.3.1.6 Refinamento

O refinamento é um processo de ajuste do modelo que visa, entre varios
objetivos,encontrarum melhor acordo entre o fator de estrutura calculado (Fcac) € 0
fator de estrutura observado (Fqps), variando-se as coordenadas atdémicas e osfator B
de temperatura (Biactor), €ntre outros parametros. Varios métodos tém sido
desenvolvidos e aplicados, eles normalmente diminuem o valor dos indices residuais

Rrtactor € Riree, definidos abaixo (Equagéao 5):

R =Zh(|Fobs|_|Fcal|)
factor Zh IFops |

Equacédo 5

O Rgee€ calculado da mesma forma que 0 Riactor,S6 que para um conjunto de

reflexdes, normalmente de 5 a 10% do numero total, excluidas do refinamento,
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enquanto que 0 Ricor USa as demais; isto permite indicar sem tendenciosidade a
probabilidade de que o modelo esteja mais correto ou ndo a cada ciclo de
refinamento.

A medida que os atomos s&o movidos corretamente durante o refinamento, as
fases calculadas do modelo estardo mais proximas das fases reais das ondas
difratadas e a densidade eletrbnica melhorara.ldealmente, num bom refinamento
deve-se usar um numero de parametros conhecidos varias vezes superiores ao

numero de variaveis a serem refinadas.

1.3.1.7 Validacao

Na validacdo deve-se avaliar a qualidade de todo o modelo estimando os
possiveis erros estruturais em regides localizadas,levando-se em consideracdo os
parametros estereoquimicos. Um programa bastante utilizado na avaliacdo dos
pardmetros estereoquimicos € o PROCHECK, que avalia os comprimentos de
ligacbes, os angulos planos, a planaridade dos anéis de cadeias laterais, a
quiralidade, as conformacfes de cadeias laterais, o impedimento estérico entre
pares de atomos ndo ligados e a qualidade do gréafico de Ramachandran. Esse
grafico € particularmente util porque define os residuos que se encontram nas
regibes energicamente mais favoraveis e desfavoraveis e orienta a avaliagdo da
qualidade de modelos tedricos ou experimentais de proteinas. E necessério avaliar
também as interacdes entre as estruturas modeladas e o meio, neste tipo de andlise,
pode-se usar o programa WHATCHECK, que traz informagdes sobre a formacéao de
regides centrais hidrofébicas(FILHO et al.,2003).

1.3.1.7.1 Validag&o na densidade eletrénica

O valor do residual do espaco real (RSR) é uma medida da similaridade entre
o mapa de densidade eletrbnica calculada a partir de um modelo estrutural e um
calculado a partir de dados experimentais. Esse coeficiente pode ser calculado pela
Equacéo 6:
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RSR = ZPobs™Peal  Equacio 6

Y PobstPcal

Um outro indice para indicar a qualidade do acerto do modelo na densidade
eletrbnica é o valor de coeficiente de correlacdo no espaco real (RSCC), calculado
pela Equacdo 7. Ambos podem ser usados para indicar qualidade de ajuste de
forma global ou localizada. A vantagemdo RSCC é que a densidade calculada e a
observada néao precisam ser escalonadas conjuntamente, mas uma pequena
desvantagem é que uma densidade baixa que tenha uma distribuicdo de intensidade

adequada levara a um valor alto de RSCC.

RSCC = 21Pobs=(Pobs)| X |Pobs—(Pcal)l
Clpobs—(Pcad)? X 1pobs —(Pca)|?)

7z Equagao 7

1.3.2Comparacgdes estruturais

O processo de comparacdo de estruturas de proteinas permite indicar
diferencas que justificam propriedades distintas entre estas. Pode-se comparar de
modo mais global ou especifico a certas regibes de maior interesse.A maior
partedas proteinas reportadas com suas estruturas tridimensionaisencontra-se
depositada na base de dados publica PDB, que também armazena informacdes
fisico-quimicas de cada estrutura, a forma com que foram determinados, os autores
do trabalho e outros dados. Tal base de dados é importante porque permite que
pesquisadores de diferentes centros de pesquisas espalhados pelo mundo
utilizeminformacgdesestruturaisefuncionaisdeproteinas conhecidas. Por meio destas
informacdes, h4 maiores chances de identificar funcbes e caracteristicas de novas
proteinas com o uso de diversas técnicas de comparagédo, entre elas a superposicao

e o alinhamento estrutural.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivos gerais

- Determinar a estrutura tridimensional da proteina SurE de Xylella fastidiosa,
a fim de elucidar sua interacdo com o cofator Mn®* e realizar

comparacdesestruturais.

2.2 Objetivos especificos

- Processar sete conjuntos de imagens da proteina SurEde Xylella fastidiosa
com os programas XDS e XSCALE;

- Refinar duas estruturas, cada uma com cela unitaria diferente;

- Determinar as diferencas entre as estruturas refinadas da SurkE de Xylella

fastidiosa e fazer outras comparacdes estruturais;
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3 PARTE COMPUTACIONAL

3.1Programas computacionais:

Os programas e servidores utilizados foram: a) para alinhamento das
sequéncias,ClustalW2(Multiple Sequence Alignment) eBLAST (PARKet al., 2012); b)
para representacdo grafica, Aline (BOND et al., 2009) e Pymol (DeLANO, 2002); c)
para o trabalho cristalografico, XDS (X-ray Detector Software) (KABSCH, 2009),
Chainsaw (STEIN, 2008), Phaser (McCOQY et al., 2007), Coot (EMSLEY et al., 2004)
e Phenix.refine (AFONINE et al., 2009); d)para validacdo das estruturas refinadas,
Procheck (LASKOWSKI et al., 1993), ValidationPDB (WESTBOOK et al., 2003),
Mapmam (KLEYWEGT ET et al., 1996), Whatcheck (HOOFT et al., 1996) e
Molprobity (CHEN et al.,, 2012); e)para andlises e comparacdes estruturais,PISA
(KRISSINELet al., 2007) em EBI (European Bioinformatics Institutewww.ebi.ac.uk/),
Superpose (KRISSINEL et al., 2004), SCOP (Structural Classification of Proteins)
(CONTE et al,. 2002), PDBsum (LASKOWSKI, 2009) e CASTp (DUNDAS et al.,
2006); f) para teste de TLS: TLMSD (PAINTER et al.,2006).


http://www.ebi.ac.uk/
http://www.google.com.br/url?sa=t&rct=j&q=scop&source=web&cd=1&cad=rja&ved=0CC4QFjAA&url=http%3A%2F%2Fscop.mrc-lmb.cam.ac.uk%2Fscop%2F&ei=ilIOUfLcFYis9ATk_YCoCw&usg=AFQjCNGBCwDsrJ_rREYhuOVANtUVB5zvcg
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4 METODOS

4.1Determinacao da estrutura tridimensional da Surk de Xylella fastidiosa (XfSurE)

4.1.1 Indexacdo, integracéo e escalonamento das intensidades:

Foram processados sete conjuntos de imagens da proteina XfSurk
gentilmente cedidos pelo Prof. Dr. Igor Polikarpov (IFSC-USP) e o Prof. Dr. Ricardo
Aparicio (UNICAMP). O pacote utilizado para indexagdo, Iintegragdo e
escalonamento das imagens foi o XDS(KABSCH, 2009), com auxilio
scriptselaborados pelo Prof. Dr. Jorge lulek.

4.1.2 Substituicdo molecular

Realizou-se umabusca pelo programa BLAST (PARKetal., 2012) do site NCBI
para identificar quais estruturas do PDB apresentavam maiores similaridades e
identidades com a proteina XfSurE. Para a preparacdo do modelo para a
substituicdo molecular foi utilizado o programa Chainsaw (STEIN, 2008) e para
encontrar a rotacdo e translacdo da molécula foi utilizado o programa Phaser
(McCOY et al., 2007).

4.1.3 Refinamento

Dos sete conjuntos de imagens, dois conjuntos selecionados e tiveram suas
estruturas refinadas e modeladas num processo interativo com os programasPhenix.
refine (AFONINE et al.,2009) e Coot (EMSLEY et al.,, 2004). Os mapas utilizados

para densidade eletrbnica foram 2mFo-DFc no mapa Fourier diferenca foi mFo-DFc.
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4.1.4 Validacao

Na validagdo dos modelos foram utilizados osprogramas Procheck
(LASKOWSKI et al., 1993), Whatcheck (HOOFT et al. 1996), Molprobity (CHEN et
al., 2012), ValidationPDB (WESTBOOK et al., 2003) e Mapmam (KLEYWEGT ET et
al., 1996).

4.1.5 Comparacdes estruturais

Foram realizadas comparacfes entre as duas estruturas refinadas nesse
trabalho e delas com a proteina SurEde Coxiella burnetti(PDB 3TY2), baseadas em

similaridade estrutural e area e volume de sitio ativo.
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5 RESULTADOS E DISCUSSOES

5.1 Determinacao da estrutura tridimensional da SurEde Xylella fastidiosa (XfSurg)

5.1.1 Dados de difracéo e processamento

A cristalizacéo e a coleta dos dados de difracdo de dois conjuntos deimagens
estédo relatados emREIS et al., (2012).No presente trabalho foram processados sete
conjuntos de imagens, a Tabela 2mostra um resumo de parametros das coletasem
que se utiliza uma designacdo prépria para cada conjunto de dados/cristal. Esses
parametros sdo dados importantes para o inicio do processamento dos conjuntos de
imagens. No Sincrotron utilizado, LNLS em Campinas-SP, ha duas linhas paracoleta
de dados de difracdo por cristais de proteinas, MX1 e MX2, que diferemem alguns
aspectos, do qual destacam-se a area de deteccdo e a intensidade da radiacdo

incidente, maior para a ultima.

Tabela 2: Resumo dos parametros das coletasde dadosde difracéo referente aos sete cristais obtidos.

Distancia Tempo de .
. . Linha do
_ Comprimento detector- exposicao |
Cristal _ Sincrotron
de onda (A) | cristal (mm) por
_ (LNLS)
imagem(s)
XFG3A3oriC4cen 1,437 180 60 MX2
XFG3A3B_NATB4 1,428 90 180 MX1
XFG3A3ampD5_| 1,437 180 60 MX2
XfG3AN2_NatMnaBA2 1,437 90 180 MX1
XFAMPreso24 1,428 120 180 MX2
XfG3AN2_NatMnB_B5 1,437 85 240 MX1
XFAMPreso29 1,428 150 90 MX2

Antes do processamento, observou-se que quatro conjuntos de imagens

apresentavam anéis de difracdo por gelo,como mostra a Figura 7, em alguns casos
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bem intensos, a formacao desses anéis deveu-seaineficiéncia de crioprotecao, por

causa da formacédo de muitos microcristais de gelo.

Figura 7: Padrbes de difragdo representativos dos conjuntos de imagens com anéis de gelo: A)
XfG3AN2_NatMnaBA2; B) XfG3AN2_NatMnB_B5; C) XFG3A3ampD5 |; DI) imagens 1 -118
XFG3A3B_NATBA4, DIl) imagens 119 — 214 da XFG3A3B_NATBA4.

A) B)

C)

DI) DIl)
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Particularmente, para o conjunto XFG3A3B_NATB4 observamos que as
imagens 1 até 118 apresentam 3 anéis de difracdo por gelo e as imagens 119 até
214 apresentam 6 anéis, Podemos citar duas explicacdes, uma das possibilidades
seria a transicao da forma de gelo cubica para a forma hexagonal, como comentado
na introducdo deste trabalho, o diagrama de fases da agua (Figura 8) mostra que e
possivel essa transicdo proximo a temperatura de 170K, outra explicacdo seria que
no inicio da coleta dos dados de difracdo ocorreu a formacdo do gelo de forma
hexagonal nédo tao bem formado e com isso observamos 3 anéis mais intensos no
padrdo de difracdo e apdés um certo tempo de exposicado do cristal a difracdo os
cristais hexagonais ficaram mais evidentes e difrataram 6 anéis no padrdo de

difracéo.

Figura 8: Diagrama de fases para a agua, mostrando o estado liquido, sélido divido em(XI) gelo
vitreo, (Ic) forma cubica, (Ih) forma hexagonal. Fonte:<http://www.Isbu.ac.uk/water/phase.html.
Acesso em 21/04/2013 >.
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http://www.lsbu.ac.uk/water/phase.html
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Para se obter bons dados foi preciso exclui-los durante o processamento e
escalonamento das imagens, com uma espessura ideal que dependia da
intensidade relativa e da quantidade de gelo presente.Realizou-se uma busca na
literatura para identificar as localizacdes e intensidades relativas dos anéis como
mostradona Tabela 1 e assim deduziu-se que convém excluir a difracdo pelas
formas cubica e hexagonal em imagens especificas.Assim, com esses dados, scripts
foram preparadospara realizar o estudo de espessura ideal (dados ndo mostrados) a
ser excluida em cada conjunto, levando-se em consideracdo que a ideia € excluir o
minimo possivel de dados com boa qualidade. A Tabela 3 mostra quais as regides

finalmente excluidas de cada conjunto de dados.
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Tabela 3: Espessuras dos anéis de difracao por gelo considerado como melhores para exclusédo de
cada conjunto de imagens separadamente.

. _ Espessura dos anéis de
Conjunto de imagens | Imagens . Forma de gelo
difrac&o por gelo (A)

3,91 - 3,86
1-118 3,68 — 3,64 Cubico
2,25-2,21
3,91 - 3,86
3,68 — 3,64
119 - 214 3,47 — 2,63 Hexagonal
2,25-2,21
2,07 -2,03

XFG3A3B_NATB4

3,93 -3,86
XFG3A3ampD5_| 1-289 3,68 — 3,64 Cubico
2,25-221

3,97 -3,85

3,70 - 3,60

3,48 — 3,39
XfG3AN2_NatMnaBA2 1-253 Hexagonal

2,69 -2,65

2,25-2,23

2,07 -2,05

3,97 - 3,85

3,72-3,61

3,51-3/41
XfG3AN2_NatMnB_B5 1-197 Hexagonal

2,68 — 2,62

2,25-2,23

2,07 -2,05
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A indexacdo mostrou que estes cristais pertencem ao mesmo grupo espacial
C2, todavia, varios com parametros de cela diferentes.A Tabela 4 apresentadados
relevantes obtidos do processamento. A partir do conjunto original de reflexdes de
cada estrutura, aproximadamente 5% das reflexdes foram marcadas para serem

utilizadas no céalculo de Ryee.



Tabela4: Resumo dos dados de processamento para as sete estruturas.
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4 monOdmeros na unidade assimétrica

2 mondmeros na unidade assimétrica

XFAMPreso24 XFAMPreso29 | XFG3A3B_NATB4 XFG3A3oriC4cen XFG3A3ampD5_| XfG3AN2_NatMnaBA2 XfG3AN2_NatMnB_B5
N° de imagens 256 172 214 330 289 253 197
Porcentagem de
44,26 44,26 45,37 55,69 53,32 43,30 43,30
solvente
Coeficiente de
2,21 2,21 2,25 2,77 2,63 2,17 2,17
Mathews
Resolugéo A 81,63/2,76 81,59/2,94 81,59/2,02 86,74/1,96 76,37/2,62 71,18/2,70 71,16/2,92
Faixa de resolucéo 2,84/2,76 3,03/2,94 2,08/2,02 2,02/1,96 2,71/2,63 2,82/2,74 2,93/2,85
Grupo de espago C2 Cc2 Cc2 C2 C2 C2 Cc2
Paréametros de cela
ol A 159,46 158,10 159,43 172,42 92,61 88,03 86,84
b/ A 78,19 78,80 78,79 84,20 85,22 81,18 79,85
c/A 82,03 82,80 82,03 87,37 71,36 72,06 71,33
al/°=y/° 90 90 90 90 90 90 90
B/° 96,89 95,52 96,89 96,58 94,32 95,95 95,51
N° reflexdes
136682 76204 236002 31660 123383 56674 36598
observadas
N. reflexdes Unicas 24993 20737 55515 88536 17166 11091 9802
Completeza % 97,4 (92,1) 97,8 (94,0) 95,9 (87,9) 95,7 (99,5) 96,7 (97,4) 97,2 (81,7) 88,5 (82,5)
Redundancia 5,46 3,67 4,05 4,76 7,18 5,08 3,76
Rsym/% 9,6 (57,4) 45,3 (7,8) 7,8 (49,7) 4,9 (33,8) 6,9 (53,6) 9,5 (57,5) 10,9 (47,7)
Rmeas /% 10,6 (63,7) 9,1 (53,4) 9,0 (61,8) 5,5 (38,5) 7,5 (58,1) 10,7 (63,6) 13,1 (51,0)
<l/o(l)> 3,40 (16,58) 3,14 (15,58) 2,22 (11,75) 4,80 (17,27) 4,11 (19,05) 2,48 (12,99) 3,25 (8,67)
Fator B do grafico
) ) 60,66 65,67 35,42 29,71 63,82 65,93 66,36
de Wilson/ A
NO
parametrosrefinado 31965 31413 31505 34665 16341 15301 15445

S
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5.1.1.1 Fungé&o de auto-rotagao

A Figura 9 mostra mapas de contorno da funcdo de auto-rotacdo para a
estrutura tetramérica (a) e dimérica (b) com apenas k (kappa) igual a 180° (Unico
com valor relevante), para revelar existéncia e direcdo das simetrias néo
cristalograficas.Observamos picos relevantes e localizagao (8, ®) aproximada: a)
para o tetramero, com alturas relativas de 70,7, a 83,9° e 0,0° e a 5,9° e 180,0°; b)

para o dimero, com altura relativa de 51,2, a 69,4° e 180,0°.

Figura 9: Funcdo de auto-rotacdo parak igual al80°. Contornos iniciam em altura relativa 20 e
estratificam-se a cada 10 unidades, até o0 maximo de 100. A) Para o modelo de tetrAmero; B) para o
modelo de dimero.

A)B)

180.0> 180.0

5.1.2Substituicdo molecular

A estrutura de referéncia para a substituicdo molecular foi a SurE de Coxiella
burnetti(CbSurE) (cédigo PDB 3TY2) que apresenta 58% de identidade e 74% de
similaridade. AFiguralOmostra o alinhamento realizado pelo programa Clustalw2 e
representado  no  programa Aline (BOND et al.,2009). Para a
estruturaXFG3A3oriC4cen, encontraram-se 4 solucdes de fungdo de rotagdo com
bom contrastee escore, e para a estrutura XFG3A3ampD5_|I, 2 solugdes, as quais

produziram depois solu¢cdes univocas de translagdo, confirmando sua correcao.
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ATabela 5 mostra as melhores solugbes sugeridas para rotagdo, algumas
acrescentadas para realcar o contraste.

Tabela 5: SolugBes de rotacdo encontradas pelo programa de substituicAo molecular Phaser
(AFONINE et al., 2009); A) para a estrutura XFG3A3oriC4cen; B) para a estrutura XFG3A3ampD5_|.

A)

Solucgdes Angulo de rotacéo (a, B, y). Escore Z
1° 88,480/ 86,987/ 214,542 7,95
2° 268,629/ 85,538/ 229,198 7,71
3° 91,666/ 82,260/ 216,007 7,56
4° 270,057/ 82,833/ 226,692 7,44
5° 269,432/ 86,803/ 49,254 5,55
6° 267,555/ 85,812/ 235,001 4,65
7° 91,027/ 87,706/ 26,925 4,62

B)

Solucdes Angulo de rotacéo (a, B, y). Escore Z
1° 93,584/ 85,147/ 149,006 9,05
2° 265,559/ 87,501/ 293,637 7,63
3° 99,892/ 87,824/ 148,026 7,12
4° 262,769/ 87,824/ 285,167 5,68
5° 93,206/ 87,752/ 323,771 5,45
6° 102,915/ 88,250/ 150,765 5,43

7° 80,954/ 87,093/ 334,267 5,11
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Figura 10: Alinhamento de sequéncia da proteinaSurE de Xylella fastidiosacontra a de Surk de Coxiella burnetti (3TY2), os cilindros representam as a-hélices
e as setas sao as folhas-f da ultima.

H ] 10 15
SurE de Xylella fastidiosa MM RV Lvsunncv LA AL'I-"".’AF'DFI 37
SurE de Coxiella burnetii MLRLLLSNDDGVREIALY N1 LA TLDLGE'I."'I."UAPDH 37
SurE de Xylella fastidiosa DHSGASHSLTLDTPIHAKQIDHGTPTDC'I."HLA 75
SurE de Coxiella burnetii NHSGASHSLTLHAPLHIKHLEN 4G TPTDCVHLA 75
108 105 118
SurE de Xylella fastidiosa LTGLLH PDI\'M’EGINNTGHLGDD'&"I\'SGT'&'EAAMEG 113
] | AN,
SurE de Coxiella burnetii | TGV LPIAIPDMYV VAGINAGPNLGDDVWYSGTVAAAMEG 113
115 120 125 130 140 145
SurE de Xylella fastidiosa HFLGLPA’UA\"SLVQ\'ETAAHAAINI‘U‘ Q 151
] ]
SurE de Coxiella burnetii RFLGLPALAVS LGHINNENNCGELFLIYYETAAKVYYaL IR 146
155 160 165 170 175 150 165
SurE de Xylella fastidiosa LETDPLPADTILNVNVPDVITIWOOGMRG FIKVTRLGNRHRS 159
LT I
SurE de Coxiella burnetii IEKDPLPPSTILNINVPDLPYEELKGFEVTRLGTRHRA 154
190 195 200 205 210 215 220 225
SurE de Xylella fastidiosa PCL QTDPHGHTIYWIGPAGPEQDAGPGTDF 227
p | B I
SurE de Coxiella burnetii AP T ILJGIIDPRGHP I YWVGAAGPEQDSGPGTDFEIAMNEL: EEFEEE

SurE de Xylella fastidiosa

SurE de Coxiella burneti

230 235 240 245 250 patili] 28D

Y Is TP I HVDLTRYQGALENVTWTSIRLESALIUNEUIEE SRR
p | || a— | AN

ECVS I TPLRVDLTHYEAFDGLA-IWVEIR LESN S S - |
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5.1.3 Refinamento das estruturas cristalogréaficas

Ap6s a substituicdo molecular, refinaram-seas estruturas dos conjuntos
XFG3A3oriC4cen e XFG3A3ampD5_l.Inicialmente, realizou-se um refinamento de
corpo rigido, seguido de um refinamento com restricbes e para retirar qualquer
tendenciosidade do modelo provindo da substituicio molecular realizou-se um
refinamento comSimulagcao“anneling”. Os valores de R eRjecpara estespassosestao

relatado na Tabela 6.

Tabela 6: Dados estatisticos do refinamento inicial de corpo rigido, com restricbes e
simulagao“anneling”, para as duas estruturas refinadas.

_ _ Refinamento
Refinamento de Refinamento com . .
o o Simulacéao
Estruturas corpo rigido restricbes .
“anneling”
R Rfree R Rfree R Rfree

XFG3A3oriC4cen  0,3282 0,3580 0,2704  0,2862 0,2147 0,2558
XFG3A3ampD5_|  0,3043 0,3652 0,2496 0,3003 0,2104 0,2911

Durante o processo de refinamento foram otimizados 0s pesos relativos aos
dados experimentais e restricbes geométricas ea regido de mascara para o "bulk
solvent". Também, varios modelos para TLS (translacédo, libracdo, parafuso) e NCS
(simetria ndo cristalografica) foram testados.Decidiu-se usar para a estrutura
XFG3A3oriC4cenum Unico dominio para tensores de TLS compreendendo para
cada cadeia polipeptidica como corpo rigido mediante estudo feito no servidor
TLMSD (PAINTER et al,. 2006), também se decidiu ndo usar NCS. Ja para a
estrutura XFG3A3ampD5_| decidiu-se usar para cada cadeia dois dominios para
TLS, incluindo-se regido do C-terminal na contra cadeia para a qual ela se projeta.
No tocante ao NCS, para essa estrutura, restringiu-se apenas a cadeia principal das
regides que se verificou que eram semelhantes. A Tabela 7 mostra os valores

estatisticos da estrutura final refinada bem como outros paradmetros utilizados.
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Tabela 7: Valores estatisticos de refinamento para ambas as estruturas refinadas.

XFG3A3oriC4cen XFG3A3ampD5_|

rmsbl / A 0,015 0,011
rmsba/° 1,387 1,347
rmscc / A® 0,096 0,084
Fator B médio / A 15,58 24,38
Riree 0,2432 0,2605
R 0,2010 0,1886
N° residuos 1026 509

N° moléculas de agua 733 169

rmsbl: desvios quadraticos de comprimentos de ligagdo; rmsba: desvios médios quadraticos de
angulos de ligagdo; rmscc: desvios médios quadraticos de centros quirais.

5.1.3 Validacao das estruturas refinadas

A qualidade estereoquimica do modelo foi estimada utilizando-se os
programas Procheck, Whatcheck, Molprobity e ValidationPDB. Os graficos de
Ramachandran (Figura 11), como calculado pelo procheck,para as estruturas
XFG3A3oriC4cen, XFG3A3ampD5 | apresentam, respectivamente, 88,9% e86,3%
dos residuos nas regides favoravel e permitida eos demais na regido

generosamentepermitida.
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Figura 11: Gréafico de Ramachandran para as estruturas;A) XFG3A3oriC4cen e B) XFG3A3ampD5_|.
As regies em vermelho sdo as permitidas, asem amarelas adicionalmente permitidas, em amarelo
claro generosamente permitido e em branco proibidas.
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A Tabela 8 mostra o resumo da validacdo geométrica das duas estruturas

obtida com o programa MolProbity.

Tabela8:A) Resumo da validagdo da estrutura XFG3A3oriC4cen; B) Resumo da validagdo da
estrutura XFG3A3ampD5_|I.

\Rotémeros pobres \2.13% |Meta: <1%

\Ramachandran proibido \0.00% |Meta: <0,2 %

Ramachandran favorecido 97.43% Meta: =98 %
Geometria da proteina - -

CP desvios =0,25A 4 Meta: 0

Residuos com mas ligacdes 0.00% Meta: 0 %

‘Resw’duus com maus angulos 0.29% Meta: <0,1 %
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B)

Rotameros pobres 13.80% Meta: <1%

Ramachandran proibido 0.40% Meta: <0,2 %

Ramachandran favorecido 195.41 % Meta: =98 %

Geometria da proteina

CPB desvios > 0,25 A 3 Meta: 0

‘Residuos com mas ligacbes |0.00% ‘Meta: 0%

‘Resw’duus com maus angulos |0.00% ‘Meta: <0,1%

Em nem todos os critérios o objetivo (goal), como considerado pelo
molprobity, foi alcancado. Vale relembrar que o0s pesos entre restricbes
geomeétricase dados experimentais foram otimizados, mas ha uma consideravel
quantidade de ruido em varias regides dos mapas. Todos os "outliers" foram
novamente verificados e procurou-se fazer o melhor. Particularmente,para os
rotdmeros "outliers"observa-se que em ambas as estruturas sdo praticamente 0s
mesmos residuos, exemplo o Asp®, que coordena o fon Mn?*, com

densidaderazoavel, situacéo parecida para residuo GIn?*?

que coordenaoionl. Jaa

Arg'* esté localizada em uma regi&o ruidosa, porém a densidade na cadeia lateral é

relativamente forte para todos os seis mondémeros, indicando tal rotamero incomum.
Sobre os angulos ruins de XFG3A3oriC4cen, dos residuos Gly*'’, Pro’* e

Pro*!

observaram ruido ao redor além da flexibilidade, embora se argumente no
sentido de se permitir a modelagem, j& para a Pro'®, a densidade corrobora a
posicao (e angulo) do residuo.

Para cada estrutura realizaram-se calculos dos indices RSR (Valor residual
no espaco real) e RSCC (Valor do coeficiente de correlacdo do espaco real) com o
programa Mapmam(KLEYWEGT ET et al.,1996).A Figura 12mostra gréaficospara
cada monémero de ambas as estruturas e por residuo, enquanto que a Tabela 9

trazos valores globais de RSR e RSCC para cada cadeia.
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Figura 12: Qualidade do ajuste na densidade eletronica representado em gréfico; Al, Bl, Cl e DI) estrutura XFG3A3oriC4cen para cada mondmero, nos
gréaficos as setas indicam quais residuos em regides de alta flexibilidade; All e BIIl) estrutura XFG3A3ampD5_|I.
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Tabela 9: Valores globais de RSR e RSCC por cadeia

) XFG3A3oriC4cen XFG3A3ampD5_|
Cadeia
RSCC RSR RSCC RSR

A 0,9347 0,1370 0,9330 0,1248
B 0,9360 0,1374 0,9352 0,1219

C 0,9310 0,1403 - -

D 0,9229 0,1467 - -
Todas as cadeias 0,9317 0,1403 0,9348 0,1229

Nos gréaficos observam-se regifes onde os valores de RSR apresentam-se
altos e os de RSCC apresentam-se baixos; estdo relacionadas as regides flexiveis
da proteina, onde se procurou fazer a melhor modelagem possivel. Particularmente,
entre os residuos 130 a 134 a flexibilidade é ainda maior, o que levou na maior parte
dos casos a ndo modela-los, variando em um ou dois residuos a mais ou a menos
conforme a estrutura, excecdo apenas o0 monémero D da estrutura
XFG3A3oriC4cenque, embora a flexibilidade apresentepelo menos uma fraca
continuidade da cadeia principal que foi, entdo, modelada.

Para delimitar essas regibes de alta flexibilidade e decidir até onde se
modelou, utilizaram-se os procedimentos principais:

-Realizou-se um “annelingcomputacional” dando energia e permitindo
mobilidade para um possivel ajuste desses residuos;

-Tentou-se colocar os residuos faltantes nas regifes verificando-se se 0s
mapas de densidade eletrdnica posteriormente corroboravam a presenca. Em geral,
exigia-se um contorno de pelo menos 0,5 0 nos mapas de densidade eletrbnica para

0 posicionamento.

5.1.5 Anélises estruturais

Em XFG3A3oriC4cenrefinaram-se 6 ions I, 4 ions Mn®* e 4 ions PO, e em
XFG3A3ampD5_| refinaram-se 3 fons I, 2 fons Mn?** e 2 fons PO,>.Ambas as

estruturas iniciam com uma fita B pelo residuo Met* e terminam no C-terminal em a-
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hélice, cujo final é uma regido relativamente flexivel, sendo que seus residuos
apresentam-se desordenados.

O uso da ferramentaPdbsum(LASKOWSKI, 2009) contra a base de dados
SCOP(CONTEet al., 2002) indica que o enovelamento € do tipo Rossmann-fold-like
a/B/ae que a proteina pertence a familia de SurE-Like, como seria de seesperar. A
Figura 13mostra um diagrama de topologia, explicitando os elementos de estrutura

secundaria, também produzido pela ferramentaPdbsumpara um monémero.

Figura 13: A) Diagrama da topologia da XfSurE; B) ilustracdo da estrutura para um mondmero
mostrando o enovelamento do tipo Rossmann-fold-like a/B/a.Em forma de bastdo vermelho estéo as
a-hélices, em seta rosa folhas- 8, em azul “loops”.

A)
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B)

Regido C-terminal

Enovelamento Rossmann-fold-like

Alca de tetramerizagdo

A Figura 14mostra o modelo estrutural do tetramero para XFG3A3oriC4cen e
do dimero paraXFG3A3ampD5 | como na unidade assimétrica, com cada
mondmero representado por uma cor distinta. Ha um sitio ativo correspondente a
cada monbémero. O tetramero existente biologicamente deve corresponder ao da
unidade assimétrica para XFG3A3oriC4cen e pode ser construido usando-se 0 eixo
de ordem 2 cristalografico para XFG3A3ampD5_ |, em cujo caso chamar-se-80 0s
mondmeros simetricamente equivalentes de C e D. Em qualquer caso, 0 monémero
A participa de interagcbes amplas com o mondmero B,assim como o monémero C
participa de interagdes amplas com o monémero D. O conjunto ABinterage com o
conjunto CD inclusive pelas alcas de tetramerizacdo. As areas de superficie de
contato entre os mondmeros e 0 numero de residuos que estdo em contato
estdomostradas na Tabela 10, como obtido com programa PISA (KRISSINEL etal.,
2007). A Figura 15, produzida com a ferramenta Pdbsum, esquematiza de forma

proporcional aquantidade de superficie de contato entre os monémeros.
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Figura 14: Estrutura Trdimensional da XfSurg; A) XFG3A3oriC4cen; B) XFG3A3ampD5 |. Em ambos
os casos as esferas vermelhas representam os ions | e as esferas cinza os ions Mn%*. Os ions PO43',
representados como bastfes, estdo coordenando os ions Mn?*,

A)

B)
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Tabela 10: Area de superficie equantidades de residuos em contatos intermondémeros de acordocom
o programa PISA

XFG3A3oriC4cen XFG3A3ampD5_|

MonOmeros Area de Area de

N° residuos N° residuos
interface (A?) interface (A?)

CcomD 97 3939,8 97 -

A com B 93 3799,7 97 3752.5
BcomC 17 602,1 18 -
D comA 18 575,8 17 -
CcomA 12 329,0 13 -
D comB 12 302,9 13 -

Figura 15: Regibes relativas de contato entre os mondmeros no tetramero, produzida com a
ferramenta Pdbsum (LASKOWSKI, 2009).

Podemos verificar que as areas de contato entre os mondmeros das duas
estruturas sdo praticamente iguais, assim como praticamente S80 0S mesmos
residuos que estdo em contato (dados nao mostrados).
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5.1.5.1 Sitio ativo

No sitio ativo da XfSurE(Figura 16) h& o ion Mn?, oriundo da presenca
deMnCl, durante a cristalizagdo. Estudos realizados em (SARAIVA etal., 2009)
revelam que a XfSurE apresenta uma alta afinidade pelo fon Mn?*, sendo este
considerado um cofator.Ressalte-se que para cada monbémero h& um sitio
ativo,localizadocentralmente no tetramero, em regido afetada pela mudanca na
interface intermondmeros (SARAIVA et al., 2009).A Figura 17 mostra a interacao
desse cofator, Mn?*, com os residuos Asp®, Asp®, Asn®’, Asn®*do monémero
correspondente e a coordenacdo dele pelo PO,*. Os fons PO,*>provavelmente
vieram da desfosforilagdo do 3-AMP co-cristalizadocom cada estrutura e tiveram
suas ocupac0es refinadas de forma alternada com uma molécula de agua, como
mostrado na Figura 17. A Tabela 11 lista os valores de Biaciormédios para cada ion,
para os residuos e para as aguas ao redor destes até6 A. No caso dos ions e da
adgua alternada ao fosfato, mostra também as ocupacdes. Tais valores foram os
considerados apos varios testes.

Comparando as estruturas refinadas com estruturas da mesma familia,
analisamos que as interacdes do Mn?* e PO,¥s&o relativamente conservadas e na
maioria delas esses dois ions encontram-se coordenados pelos mesmos residuos
na mesma posicdo. Isso corrobora a alta afinidade da protefna pelo Mn?*, como

relatado na reviséo bibliogréfica.



Figura 16: Sitio ativo em apenas um mondmero da estrutura da XfSurk.

Sitio ativo
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Figura 17: A), B), C) e D) Interacéo dos ions para cada monémero (A, B, C e D, respectivamente) da
estrutura XFG3A3oriC4cen; e) e f) Interagédo dos ions respectivamente para cada monémero (A e B,
respectivamente) daestrutura XFG3A3ampD5_|I. Em azul, nivel de contorno 1 ¢ para o mapa de
densidade eletronica. Em verde, nivel de contorno 3 o para o mapa Fourier diferenca.Em vermelho,

nivel de contorno -3 o para o mapa Fourier diferenca.
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Tabela 11: Valores de ocupacdes e Biaeior médios dos residuos e aguas ao redor dos ions Mn®* e PO,%, para cada estrutura. A estruturaXFG3A3oriC4cen

apresenta os valores das aguas com ocupacoes refinadas alternadas com o PO,>.

XFG3A3oriC4cen

XFG3A3ampD5_|

Bfactor méd IO

Bfactor médio

Bfactor médio

Bfactor médio

Espécie Ocupacéo (%) _ Espécie Ocupacéo (%) ) i}
ion/agua Agua | Proteina ion Agua | Proteina
1 100 44,07 33,24 33,04 MnZ* 100 63,83 52,10 45,44
Mn2* 2 100 44,29 30,60 33,49 100 54,45 47,97 49,71
3 100 35,46 42,59 31,59
4 100 38,55 30,69 35,13
1 39 16,80 32,99 23,90 POS 100 47,64 46,85 37,27
PO 2 30 16,57 33,38 24,76 100 75,59 51,76 40,36
3 43 17,64 52,59 26,16
4 31 17,47 46,78 26,83
1 61 9,80
H,0 2 70 8,59
3 57 13,41
4 69 11,31
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5.1.5.2 ions fora do sitio ativo

Durante o refinamento observaram-se outros seis sitios de interacdes para
ions com carga negativa. Realizou-se teste de possiveis ions que durante a
expressdo, ou até mesmo na cristalizacao, pudessem ter se alocado na estrutura, a
saber, ClI' e I'. Tentativas de refinar CI" sistematicamente levavam a densidade
positiva em mapas de Fourier diferenca, mesmo na ocupacao de 100 %.Por isso, foi
necessario realizar testes de ocupacdes para todos eles. A Figura 18 mostra a
interacdo do I” antes e apos o estudo de ocupacao.

Figura 18: A) Sitios de interacdes para | antes e ap6s o estudo de ocupacles para a estrutura
XFG3A3oriC4cen. B) Sitios de interacdo para I com ocupacdo de 100 % para a estrutura
XFG3A3ampD5_I. Em azul densidade eletronica a 1 o, em verde, nivel de contorno 3 opara o mapa
Fourier diferenca. Em vermelho, nivel de contorno -3 o para o mapa de Fourier diferencga.

A) His 235 His 235 His 235 His 235

' Depois do estudo de
ocupagéao
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Depois do estudo de
ocupagao

Depois do estudo de
ocupagéao
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A Tabela 12 mostra 0S Brcor para todos osl” e as ocupagOes finais
refinadas,estas orientadas baseando-se nos Biacor Médios das residuos e aguas ao

redor de cada ion.

Tabela 12: Btacio;d0S I's, Biactor Médios dos residuos e das aguas ao redor do I's.

Bfactor meédio
Estruturas I Ocupacao (%) | Btactor , _
Agua Proteina
1 74 39,5 40,3 34,38
2 69 39,56 36,14 36,36
3 82 26,15 39,99 27,02
XFG3A3oriC4cen
4 75 35,24 44,73 31,25
5 90 36,36 39,89 32,59
6 82 18,78 23,71 19,82
1 100 48,19 45,3 38,46
XFG3A3ampD5 | 2 100 51,63 46,57 46,48
3 100 72,28 46,50 46,12

Para reforcar a presenca desse ion, calculos de mapas anémalos foram
realizados, cujas maiores densidades sdo nesses proprios sitios,como mostra a
Tabela 13.
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Tabela 13: Comparacgéo entre os picos dosmapas andmalos com as posi¢gesrefinadas dos ions I’
referentes as estrutura A) XFG3A3oriC4cen e B) XFG3A3ampD5 _|.

A)

| e et e | PO ST | ocupaca
XFG3A3oriC4cen (x,y,2) relativa refinados (x,y,z) (%)

1 64,080/61,863/69,813 22,80 -12,043 /19,816 / -16,870 74

2 97,670/58,445 /19,980 19,77 -11,705/ 16,342/ -19,967 69

3 77,979/19,789 /57,729 29,93 -84,331/ 19,860 / -28,963 82

4 -1,251/58,663 /25,492 24,07 -84,813 /16,588 / -25,444 75

5 34,926/18,091 /20,971 58,41 -34,860/ 19,151/ -20,951 90

6 100,599/17,999/62,621 37,83 -61,685 /18,055 / -24,068 82

B)

[P A [P SRS ocupec
XFG3A3ampD5_1 (X, Y, 2) relativa refinados (x,y, z) (%)

1 50,774 /26,664 /12,677 24,00 4,739 /-15,897 / 12,680 100

2 29,284 [ 29,265/ 41,148 17,76 10,642/ -13,237 / 35,061 100

3 59,631 /26,047 / 34,360 10,49 13,864/ -16,662 / 34,021 100

5.1.6 Comparac0Oes Estruturais

5.1.6.1 Comparag0Oes entre as estruturas refinadas

Realizou-se uma superposicao entre os provaveis tetrameros biolégicos das
duas estruturas refinadas, como mostra a Figural9. Observa-se, todavia, que quase
ndo ha diferencas significativas em relacdo a cadeia principal. Mesmo quanto as

cadeias laterais,nd poucas diferencas. Efetivamente, o rmsd (desvio médio
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quadratico) global da superposicdo entre os tetrameros foi de 1,065 A entre os
carbonos a. O Grafico 1 mostra o rmsd comparado para cada residuo de ambas as
estruturas. Em relacéo a cadeia lateral podemos listar residuos que apresentam pelo
menos um angulo chi diferente de 120° ou mais, comparando-se entre as cadeias
correspondentes para cada estrutura, que praticamente S80 0S mesmos
residuos:Arg%; Asp®; Lys'’; Met®; Arg®’: Arg®; Ser®®; Ser®; Arg®® Lys®; His®; Asn®;
Argll4. HiSl43; Asp160; ThrlGl; Glnl74; Ar9176;Ar9186; Hi5187; Ar9188; Arglgg; G|U212;

)
225

Arg=®>, alguns desses residuos estdo em destaques na superposicdo de um

mondmero mostrada na Figura 19B.

Figura 19: A) Superposicao entre a estrutura XFG3A3oriC4cen(em vermelho) e XFG3A3ampD5 | (em
azul); B) superposicdo de apenas um mondmero mostrando cadeia lateral de alguns residuos listados
com algum angulo chi diferente de 120°.

A)




B)
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Graficol: Comparag8esentre as cadeias para cada residuo de ambas as estruturas refinadas; A) cadeia A; B) cadeia B; C) cadeia C; D) cadeia D
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5.1.6.2Comparac¢ao da estrutura XfSurk com a Surk de Coxiella burnetti (CbSurE)

A estrutura refinada foi comparada com a estrutura CbSurE (como descrito
anteriormente, estrutura disponivel com maior identidade, cédigo PDB 3TY2).A
Figura 20 mostra a superposi¢ao entre um monémero das estruturas. O rmsd global
é 2,323 A,superposicdo foi baseada na posicdo do carbono ae podemos realcar
alguns residuos mais distantes entre as estruturas XfSurE e CbSurE,
respectivamente:Asn** e Ala®, Leu®® e GIu™®, 11e!®® e Thr'*, 11e*® e 11e**, com

destaque paraos quefazem parte das alcas de tetramerizacado, Tyr?® 204 Trp2l0

205

e Tyr

e Trp~entre outros.

Figura 20: Superposicdo de um monOdmero da XfSurE(em verde) com a CbSurE (em azul),
evidenciando as diferencas na cadeia principal, um destague maior nas alcas de tetramerizagédo que
estdo deslocadas uma em relacdo a outra.

Alcas de tetramerizacdo

Destacamos as algas de tetramerizacéo pelo fato de serem importantes para
o oligomerizagdo da proteina.Na CbSurE, a alca esta mais fechada em relagédo a
XfSurE. Particularmente, nos residuo numero 186 e 213 de XfSurE correspondentes
aos residuos 190 e 218 de CbSurE observa-se a significativa mudanca de direcao

da cadeia.
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Dadas as evidéncias de comportamento alostérico para a proteina XfSurE
como descrito anteriormente, especula-se importancia para esta propriedade o fato
do sitio ativo do sitio ativo estar nas interfaces. Estudos mostram que as SurEs
podem se apresentar tanto em conformacéo aberta como em conformacéo fechada,
sendo essa Ultima impeditiva para a interagcdocom o substrato. Com o software
CASTp (DUNDAS et al., 2006), calcularam-se o volume e a area correspondentes ao
sitio ativo de apenas um mondmero para XfSurE e CbSurE, que resultaram,
respectivamente, V= 88,5 mm?, A= 106,4 A? e V = 25,6 mm?, A = 35 A® (valores
aproximados), o que indica que quando a conformacdo € aberta o sitio ativo esta
mais amplo. A Figura 21 mostra a comparacao entre os dois sitios.

Figura 21: Superposi¢cdo entre os sitios ativos, da XfSurE representado em verde e da CbSurE
representado em azul.
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6 CONCLUSOES E PERSPECTIVAS FUTURAS

Concluimos que apesar das dificuldades nos sete conjuntos de imagens de
difracdo de XfSurE, com cuidadosa escolha de parametros todos puderam ser
processados. Todavia, os mapas de densidade eletrbnica apresentam muito ruido;
ndo obstante, duas estruturas foram cuidadosamente modeladas. Andlise e
comparacao estruturais foram realizadas e aguarda-se nomomento a adi¢do de
dados de outros estudos estruturais, como por SAXS, que somados aumentardo o
entendimento do funcionamento desta proteina, inclusive nos tocante aos efeitos

alostéricos.
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8APENDICE

8.1 Teste de expressao dos inibidores de a-amilase presente no género Triticum

8.1.1 Inibidores de a-amilase do género Triticum

O género Triticum abrange uma variedade de espécies do trigo, sendo que a
familia das gramineas da tribo Triticae € a quarta maior familia de plantas floriferas,
com mais de 8.700 espécies classificadas em cerca de 650 géneros. O trigo € das
culturas alimentares mais importantes para a nutricAio humana e animal, muitos
estudos sado realizados na busca e identificacdo de inibidores de a-amilase de
natureza proteica. As primeiras investigacbes desses inibidores de a-amilase em
cereais foram descritas para o trigo (CHERZASZCZ etal. 1934). Desde entéo,
variosinibidores ja tiveram sua estrutura tridimensional determinada, por exemplo, o
inibidor 0.19 (ODA, Y et al. 1997) presente na espécie Triticum aestivum.

Os inibidores de a-amilase pertencem a classe de inibidores de enzimas
digestivas e sua atividade consiste em inibir a atividade das amilases (MARSHAL,
1975). Esses inibidores estdo amplamente distribuidos em diversos cereais,
leguminosas, tubérculos, oleaginosas, enfim, em diversas plantas como cevada,
centeio, milho, aveia, sorgo, milhetos e triticale (SILANO, 1987), entre outros
(SIVACUMAR etal. 2006; WANG et al. 2006). Nas albuminas, essa proteina compde

cerca de dois tercos da sua composicdo (WANG et al. 2010).

8.1.1.1 Importancia dos inibidores proteicos de a-amilase

O estudo de inibidores de a-amilases € importante devido as suas diversas
potenciais aplica¢des: tratamento de Diabetes mellitus, diagndstico de distarbios no
pancreas, controle de obesidade,tratamento de caries dentarias e como possiveis
ferramentas para engenharia de resisténcia de plantas cultivadas, entre outros
(PAYAN, 2004).

De acordo com a Organizacdo Mundial da Saude (OMS), mais de 180
milhées de pessoas em todo o mundo sé&o portadoras de Diabetes mellitus com

provavel aumento para mais que o dobro em 2030. Segundo estimativa da OMS,
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aproximadamente 1,6 bilhdes de adultos no mundo estdo acima do peso e pelo
menos 400 milhdes sdo obesos, numeros que poderdo chegar a 2,3 bilh6es e mais
de 700 milhdes, respectivamente, em 2015 (TEIXEIRA etal. 2009).

Dietas suplementadas por “starchblockers”, como sado popularmente
denominados os inibidores de a-amilase, tém sido adotadas de forma crescente.
Acredita-se que o inibidor extraido do feijdo branco diminua o contetudo cal6rico
fornecido pela ingestdo de carboidratos por inibir a enzima a-amilase, responséavel
pela conversdo dos carboidratos complexos (amido) em acUcares simples, e
portanto, levando a menor absorcdo de acucar no intestino delgado (CHOKSHI,
2007).

Diabetes mellitus é caracterizada por hiperglicemia e é uma doenca
complexa; ela diminui substancialmente a qualidade e a expectativa de vida, visto
que esta relacionada a complicacdes sérias. Estudos mostram que inibidores
retardam a digestdo e a absor¢do geral do amido e reduzem também os picos de
glucose pos-prandial, induzindo a tolerancia a carboidratos (AYDIN, 2007).

Outros estudos revelam contribuicdo desses inibidores no tratamento para
obesidade. Eles diminuem os niveis pdés-prandiais de insulina e aumentam a
sensacao de saciedade, por meio do retardamento do esvaziamento gastrico, além
de reduzirem importantes fatores adipogénicos (LAYER etal. 1986; GERRARD et al.
2000; MURAI etal. 2002). Uma diferenca importante em relacéo aos inibidores néo
proteicos seria é que forte inibicdo exercida por este provoca um acumulo excessivo
de polimeros de carboidratos de cadeia curta. Isso causa diarreia e outros efeitos
colaterais (WOLEVER etal. 1995). J4 os inibidores proteicos ndo provocam acumulo
excessivo de dissacarideos, pois a microbiota do intestino humano é capaz de
metabolizar grandes quantidades de amido ndo absorvidos presentes no limem
intestinal, com isso a ma-absorcdo de carboidrato induzida por esse inibidor ndo
aumenta a carga osmotica, ndo causando nenhum efeito colateral. (LAYER
etal.1986).

Os inibidores podem auxiliar no tratamento de caries dentarias. A a-amilase
humana é capaz de se ligar ao esmalte dentario (hidroxiapatita), podendo levar a
formacdo de placas dentarias, e também se liga com afinidade as bactérias

(Streptococcus); ainda assim, ela conserva a sua acédo perante o amido e forma
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produtos que podem ser usados como fonte de alimento pelas bactérias, que séo
metabolizados a acido latico (KANDRA etal.2005).

Uma outra contribuicdo importante seria no desenvolvimento de transgénicos
geneticamente resistentes, como por exemplo, a brocas, ja que sdo capazes de
expressar inibidores especificos para enzimas de predadores (SIVAKUMAR et al.
2006). Vérios tipos de inibidores de a-amilase e proteinase em sementes e 0rgaos
vegetativos agem para regular o numero de insetos fitéfagos (WANG etal.2010).

8.1.2 Materiais e reagentes:

Na eletroporacao foram utilizados: cubetas de plastico com distancia entre
eletrodos de 0.1 cm (Bio-Rad), placas de Petri (Prolab), alca de Drigalsk, microtubos,
pipeta de Pasteur e o eletroporador (Bio-Rad, modelo MicroPulser). Na expressao
das proteinas foram utilizados: tubos de ensaios com tampa, Shaker (Nova Etica
modelo 430-RDBP), cuba de eletroforese (Bio-Rad, modelo Mini Protean),
espectrofotometro (Varian, modelo Cary50).

Reagentes utilizados na preparacdo de meios de cultura segundo
SAMBROOK et al, (1989): a) meio de cultura Luria Bertani LB, contendo Triptona 10
g L™, Extrato de levedura 5 g L™ (Biogras), NaCl (Cloreto de sédio) 10 g L™ (Merck
P.A.), b) LA (meio LB contendo agar 15 g L™) c) meio SOB (Triptona 2 g L™, Extrato
de levedura 0,5 g L™, NaCl 0,05 g L™) e d) meio SOC (meio SOB contendo MgCl,1
mL, CeH1206 (Glucose) 1 mol L ™). Na expresséo utilizaram-se IPTG (isotropil-B-D-
tiogalactopiranosideo) 1mmol L™ e o antibiético Canamicina 50 yg mL™ (Km*%). Na
preparacdo do tampdo de ressuspensdo do pellet utilizaram-se H3PO, (Acido
fosférico) (Nuclear P.A.) e NaOH (Hidroxido de sédio) (Nuclear P.A). Na eletroforese
utilizaram-se CssH1sN3NaO-S, (ComassieBriliante Blue R-250) (Isopar), HCI (Acido
cloridrico) (Merck P.A.), C-H40, (Acido acético glacial) (Synth P.A), C;H1oN»O> (bis-
acrilamida) (Sigma), NaCj;,H5SO, (Sulfato dodecilde sédio) (SDS) (Reagen),
C19H10Brs0s5S (Azul de bromotimol) (Vetec), CsHgO3(Glicerol (Reatec P.A.) CsHsNO
(Acrilamida) (Vetec), N,HgS,0g (Persulfato de sédio) (Fisher Biotech), CgHisN2
(Temed 1-2 bis-etano (dimetilamino)) (Sigma) e C;HsNO, (Glicina) (Vetec),
CeH13NOs (Tricina) (Sigma).


http://pt.wikipedia.org/wiki/Carbono
http://pt.wikipedia.org/wiki/Hidrog%C3%AAnio
http://pt.wikipedia.org/wiki/Bromo
http://pt.wikipedia.org/wiki/Oxig%C3%AAnio
http://pt.wikipedia.org/wiki/Enxofre
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8.1.3 Parte experimental

8.1.3.1 Introducao dos vetores de expressao em E.coli por eletroporacao

Plasmideos Pet30+ (Figura 22) com os genes R9 e Ag2 em microtubos foram
enviados pelo Prof. Dr. Ji-Rui Wang da Universidade Agricola de Sichuan, China. A
esses microtubos foram adicionados 10 pl de &gua ultrapura autoclavada, desse
volume foi retirado 1 pl que foi adicionado a outro microtubo contendo 40 pl de
bactérias Escherichia coli (E.coli). As bactérias com os plasmideos foramtransferidas
para uma cubeta e submetidas a um choque elétrico, apds esse procedimento,
imediatamente foi adicionado na cubeta 1mL de meio SOC em que se deixou por 55
min sob agitacdo de 250 RPM em Shaker a 37 °C, para a recuperacao da
membrana das bactérias.

AplOs o tempo de recuperacdo, realizou-se o plagueamento em meio LA
contendo Canamicina 50 ug/mL, utilizando-se nas placas de Petri diluicdes de 1:1,
1:10, 1:30, 1:300. As placas foram incubadas a 37 °C por aproximadamente 12 h.

O procedimento relatado foi realizado igualmente para os dois inibidores, em

separado.

Figura 22: Plasmideos Pet30+ com os genes dos inibidores de a-amilase R9 e Ag2
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8.1.3.2 Teste de Expresséo dos inibidores de a-amilase R9 e Ag2

Para o pré-indculo foram utilizados 10 mL de meio de cultura LB contendo
canamicina a 50 ug/mL e escolheram-se as melhores colbnias crescidas nas placas
de Petri. Incubou-se por 16 h a 37 °C.

Em seguida, diluiu-se 100 pL do pré-in6culo em um volume de 10 mL de meio
LB com canamicina 50 ug/mL. Incubou-se novamente até que a densidade Otica
(D.O) atingisse entre 0,4 e 0,6 no comprimento de onda de 600 nm, para
posteriormente se induzir a expressao adicionando-se IPTG com concentracdo de
1mmol L™* por 4 h a 37 °C, sob agitacdo de 250 RPM. Apés, a cultura foi
centrifugada a 10.000 g por 5 mine entdo o sobrenadante foi descartado. As
bactérias foram ressuspensas em tampdo fosfato de sodio 5mmol L'pH 6,9 e
lisadas por choque térmico com nitrogénio liquido e banho Maria a 40 °C (10 vezes
por aproximadamente 20 segundos). Retirou-se uma aliquota da fracdo total e
realizou-se entdo uma nova centrifugacdo a 10.000 g por 5 min, coletou-se uma
fracdo do sobrenadante (porcédo solivel) e o ppt foi ressuspenso novamente em
tampéo fosfato de s6dio 5mmol L™ PH 6,9, do que coletou-se uma fracao.

Para a andlise da expresséo dos inibidores, usou-se eletroforese pelo método
de LAEMMLI (1970) com gel a 15% a uma tensdo de 150 V durante
aproximadamente 1 h.

8.1.4 Resultados e discussoes

8.1.4.1 Introducao dos vetores de expressao em E.coli por eletroporacao

A Figura 23 mostra o crescimento das colonias de bactérias transformadas
para ambas as proteinas, observa-se que o melhor crescimento ocorreu na placa
com diluicdo 1:300 pl, enquanto que na placa com bactérias nédo transformadas nédo

houve crescimento.
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Figura 23: Placas com col6nias de bactérias transformadas: a) col6nias de bactérias com o gene da
proteina R9; b) coldnias de bactérias com o gene da proteina Ag2 (onde a posicao do controle esta
trocada com da diluicdo 1:300)

a) b) Controle

8.1.4.2 Teste de Expressé&o dos inibidores de a-amilase R9 e Ag2

No eletroforegrama (Figura 24), observa-se que ndo ha presenca de bandas
de superexpressédo, por algum motivo ndo foram obtidas a producao das proteinas,
gue devem ter massa molecular de aproximadamente 13 kDa, ou seja, revelar uma
banda forte na parte inferior do gel. Algumas hipéteses levantadas para tal fato séo:
a transformacdo ndo tenha sido com uma alta eficiéncia, o rompimento da
membrana da bactéria ndo ter ocorrido no momento da lise por choque térmico e as
condicdes de expressdo nao terem sido favoraveis para a expressao da proteina.

Mediante o fato da oportunidade de trabalhar em colaboragéo com o Prof. Dr.
Igor Polikarpov e o Prof. Dr. Ricardo Aparicio na parte computacional de estrutura de
proteinas a partir de um numero grande de conjuntos de dados, o que levou ao
aprendizado desta parte (computacional) em soma ao ja realizado em termos

experimentais de bancada, preferiu-se enfatiza-lo no trabalho.
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Figura 24: Eletroforegrama SDS-PAGE para teste de expressdo dos inibidores R9 e Ag2: linha 1:
Extrato bruto sem inducéo; linha 2 extrato bruto com inducao, linha 3 sobrenadante corresponde a
proteina soltvel. Linha 4 precipitado corresponde as proteinas insollveis; linha 5: marcadores de
massa molar (MW): 116kDa B-galactosidase, 66kDa albumina soro bovina, 45kDa ovoalbumina
35kDa lactato desidrogenase 25kDa REaseBsp 98, | 18kDa pB-lactoglobulina, 14kDa lisozima,
respectivamente para cada gel. a) proteina Ag2; b) proteina R9.
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