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ABSTRACT

Xylella fastidiosa is a fastidious and gram-negative, xylem-limited bacterium that
causes several economically important plant diseases as Pierces’s disease and Citrus
Variegated Chlorosis (CVC). CVC has been a major problem for citrus growers in the Sdo
Paulo State jeopardizing thousands of jobs and incomes. Based on the fact that plants may
show disease symptoms a long time after infection in X. fastidiosa — citrus interaction.
Certain strains of X. fastidiosa affect other commercially important products such as coffee,
nuts, almond, and other fruits.

The genome sequence of X. fastidiosa has revealed the presence of genes of
shikimate pathway that is of pivotal importance for production of a plethora of aromatic
compounds in plants, bacteria, and fungi. The shikimate pathway consists of seven
enzymes that catalyze the sequential conversion of erythrose-4-phosphate (E4P) and
phosphoenolpyruvate (PEP) to chorismate. Putative structural differences in the enzymes
from the shikimate pathway, between the proteins of bacterial origin and those of plants
could be used for the development of a drug for the control CVC.

From the structural information, obtained using molecular modeling, it will be possible
to improve inhibitor drawing based in the structural models. These inhibitors have the

potential to be used as drug against the X. fastidiosa and other microorganisms; however

any new inhibitor for these enzymes of the shikimate pathway must have high specified for

the bacterium of X fastidiosa, since these enzymes also are present in plants. The detailed
structural information on these enzymes will help to identify these structural differences
between the plant and the bacterium; here we describe the molecular modeling of seven

enzymes of the shikimate pathway of X. fastidiosa.
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The analysis of the structural models of shikimate pathway enzymes of X. fastidiosa in

complex with inhibitors possible, strongly indicate that the previously identified inhibitors

may also inhibit the X. fastidiosa enzymes. Especially interesting are the enzymes: 5-

Enolpyruvylshikimate-3-phosphate synthase (EPSPS) in complex with glyphosate (GLP)
and shikimate-3-phosphate (S3P) and 3-Dehydroquinate dehydratase (DHQD) in complex
with 2.3-anhydro-quinic acid (FA1) of X. fastidiosa that indicate a contact area more than

the enzymes EPSPS and DHQD of templates.
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RESUMO

Xvlella fastidiosa ¢ uma bactéria fastidiosa e gram-negativa, que vive limitada ao
xilema de plantas, causando varias doengas economicamente importantes como a doenga de
Pierce e a Clorose Variegada dos Citros (CVC). A CVC vem sendo um grande problema
para os citriculturores do estado de Sdo Paulo colocando em risco milhares de empregos e a
geracdo de divisas. Um fato observado na interagdo X. fastidiosa — citros, é que plantas
infectadas por X. fastidiosa podem demonstrar sintomas da doenga em um longo tempo
apos a infecgdo. Certas linhagens de X. fastidiosa afetam outros produtos comercialmente
importantes como café, nozes, améndoas e outras frutas.

O sequenciamento do genoma de X. fastidiosa revelou a presenca de genes da via
metabdlica do acido chiquimico, que tem uma importancia fundamental na produgdo de
uma pletora de compostos aromaticos em plantas, bactérias e fungos. A via metabolica do
acido chiquimico consiste de sete enzimas que catalisam a conversdo sequencial de
eritrose-4-fosfato (E4P) e fosfoenolpiruvato (PEP) a corismato. Diferengas estruturais
putativas nas enzimas da via metabodlica do acido chiquimico, entre a proteina de origem
bacteriana e da planta podem ser usadas para o desenvolvimento de uma droga de controle
para o CVC.

A partir das informagdes estruturais, obtidas da modelagem molecular, sera possivel

efetuar o desenho de inibidores baseado nos modelos estruturais. Estes inibidores tém o

potencial de serem usados como droga contra a X. fastidiosa e outros microrganismos,

contudo qualquer novo inibidor para estas enzimas deve ter alta especificidade com a
bactéria de X. fastidiosa, pois estas enzimas também estdo presentes em plantas. A

informagdo estrutural detalhada sobre estas enzimas ira ajudar a identificar estas diferengas
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estruturais entre a planta e a bactéria, descrevemos a modelagem molecular das sete
enzimas da via metabdlica do acido chiquimico da X. fastidiosa.

A analise dos modelos estruturais das enzimas da via metabodlica do acido chiquimico
de X fastidiosa em complexo com possiveis inibidores, indicam que estes inibidores estdo

fortemente ligados a estas enzimas e que podem ser possiveis inibidores contra X.

fastidiosa. Especialmente interessante, sdo as enzimas: 5-Enoilpiruvilchiquimato 3-fosfato

sintase (EPSPS) em complexo com glifosato (GLP) e chiquimato-3-fosfato (S3P) e
Desidroquinato desidratase (DHQD) em complexo com écido 2,3-anidro-quinico (FA1) de
X fastidiosa que indicam uma area de contato maior que as enzimas EPSPS e DHQD dos

moldes.
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Introducdo

1. INTRODUCAO

O Brasil, impulsionado pelo crescimento das exportagdes e pelo desenvolvimento da
industria citricola é hoje o maior produtor mundial de laranjas. O estado de Sdo Paulo ¢
responsavel por 70% da produgdo nacional, com um volume que supera 400 milhdes de
caixas, portanto a cultura da laranja pode ser considerada uma grande fonte econdmica
quando comparadas as demais produgdes agricolas. Mais de 70% das laranjas produzidas no
estado de Sdo Paulo abastecem as companhias produtoras de suco de laranja, representando
28% da produgéo de suco in natura (ndo concentrado) no mercado interno. A citricultura no
estado de Sdo Paulo ¢ uma das mais importantes atividades econdmicas, gerando 400 mil
empregos e milhdes de dolares em divisas. Para o Brasil, esse fato é muito relevante visto que
o suco de laranja representa aproximadamente 10% das divisas geradas pelas exportagdes
(http://www laranjabrasil.com.br). Mesmo sendo um grande produtor de laranjas, o Brasil tem
uma pequena presenga no mercado de exportagdo de suco de laranja (in natura), esta baixa
produtividade de suco de laranja (in natura) se da por doengas, déficit de agua e fatores

nutricionais que comprometem as plantagdes e safras (http://www.fundecitrus.com.br).

No Brasil, a clorose variegada do citros (CVC) vem comprometendo a produgdo de
laranjas, pondo em risco o sustento de varias familias e prejudicando seriamente a economia
do Brasil, principalmente no estado de Sado Paulo e regido do tridngulo mineiro. De acordo
com a Fundecitrus (Fundo de Defesa da Citricultura), a incidéncia de CVC em laranjais teve
um aumento aproximado de 22,09% em 1996 para 43,84% em 2004, tornando-se um dos
maiores problemas para os citricultores. Em decorréncia desse panorama, em 1997 iniciou-se
um projeto visando seqiienciar o genoma da X. fastidiosa, a fim de desenvolver estratégias

para o controle da CVC, pois atinge todas as variedades de citros comerciais.
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Introducéo

A X fastidiosa é uma bactéria gram-negativa e fastidiosa, que vive limitada ao xilema de
plantas (WELL et al., 1987; MOLLENHAUER & HOPKINS, 1976), que somente cresce em
meios especiais, pois exige varios aminoacidos, micro e macronutrientes para garantir 0 seu
desenvolvimento pleno (ALVES, 2003). A X. fastidiosa é o agente causal da CVC (LEE et
al., 1993; PURCELL & HOPKINS, 1996) que provoca o entupimento nos vasos do xilema
responsaveis por levar agua e nutrientes da raiz para a copa da planta. A produgdo do pomar
afetado cai rapidamente, os frutos ficam duros, pequenos e amadurecem precocemente. A

perda de peso do fruto pode chegar a 75% (http://www.fundecitrus.com.br). Outra

caracteristica importante de X. fastidiosa, e que deu origem ao nome “fastidiosa”, € a lenta
velocidade de crescimento e a necessidade de um meio especial para seu desenvolvimento.
Embora todas as bactérias fastidiosas, gram-negativas e limitadas ao xilema tenham sido
incluidas na espécie X. fastidiosa, existe variabilidade suficiente de linhagens que justifica a
separagdo em subespécies. Essas diferentes linhagens atacam plantagdes causando doengas
importantes do ponto de vista economicos como: videiras (DP) (PURCELL & FINLAY,
1979), mirta, améndoa, café (HENDSON et al., 2001; VAN SLUYS et al., 2003), alfafa an,
olmo platano, amora (MONTEIRO et al., 2001) e cruciferas, como repolho, rabanete, nabo
(MUNIZ, 2003) e citros (CVC) (PURCELL & HOPKINS, 1996). Como ainda ndo ha uma
forma especifica de combate a X. fastidiosa, os citricultores utilizam em seus pomares as

estratégias de manejo para o controle da CVC (http://www fundecitrus.com.br).

A CVC ou “amarelinho” foi primeiramente detectada em 1987, em pomares da regido
norte e sudoeste dos Estados de Sdo Paulo e Minas Gerais (CHANG e al., 1993), hoje esta
disseminada pelas principais regides produtoras de citros do pais.

Um dos principais sintomas da CVC ¢é a clorose foliar na parte mediana e superior da

copa, tomando posteriormente toda a planta, folhas com sintomas de deficiéncias nutricionais,

principalmente de ions de zinco (Zn*") e potassio (K'). Folhas com pontuagdes pardas
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Introducéo

visiveis em ambos os lados do limbo foliar, estas areas clordticas podem tornar-se necroticas,
chegando muitas vezes, a coalescer (ROSSETTI et al., 1990).

Plantas severamente atacadas apresentam atrofia e diminui¢do da copa, muitas vezes
adquirindo aspecto amarelado, podendo ainda ocorrer queda de folhas, morte de ponteiros,
encurtamento de intemodios e aumento de brotagdes nas gemas dos ramos afetados, causando
a diminuig¢@o do porte das plantas (LARANJEIRA, 1997). Outro sintoma importante da CVC
¢ a redugdo do tamanho e o enrijecimento dos frutos (BERETTA et al., 1996; HENDSON ef
al., 2001), pois apresentam alto teor de aglcar, tornando-os improprios e sem valor para o
consumo in natura ou para produgdo de suco na industria (ROSSETTI et al, 1990;
LARANIJEIRA, 1997). A figura | ilustra os principais sintomas causados pela CVC. Durante
os meses de fevereiro a setembro, os sintomas foliares ficam mais evidentes devido ao
estresse hidrico das plantas, provocado pela falta de chuva (DE NEGRI & GARCIA

JUNIOR, 1994).

L J

— Principais smtomas do CVC (htt[_] /iwww.fundecitrus.com. }amlm ncas/cve.html ).

As plantas em sua fase inicial de contaminagdo mostram sintomas da doenga apenas em
uma regido especifica da arvore, aquela onde houve contato com o vetor, mas apos um
periodo de infecg¢@o de cerca de trés anos, a CVC ja se espalhou por toda a arvore. A CVC
ocorre em plantas de qualquer idade (MUNIZ, 2003; DE NEGRI & GARCIA JUNIOR,

1994). A figura 2 mostra um grafico que apresenta os diferentes niveis de sintomas
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Introducdo

observados em plantas com idades entre 0 a 2 anos, 3 a 5 anos, 6 a 10 anos e mais que 10

anos, de acordo com o levantamento realizado em 2004 pela Fundecitrus.

70

60 - 57.65

50 - 46.93
40 -
30 1
20 - 19.10
10 1 5.66
A, . .

>10anos  6-10anos  3-5anos  0-2anos
Figura 2 — Incidéncia de CVC por idade no estado de Sio Paulo e parte do Triingulo Mineiro

intensidade (%)

A CVC ataca todas as variedades comerciais de laranja doce (Péra, Natal, Hamlin,
Valéncia, Folha Murcha, Baianinha e Bardo) sobre diferente portas-enxerto (Limdo Cravo,
Trifoliata, Tangerinas Cledpatra e Sumli, Laranja Caipira, etc). Entretanto, ndo foram

encontrados sintomas nas tangerinas comerciais (Cravo e Poncan), Tangor Murcote, limdes

verdadeiros (Siciliano e Eureca) e Lima Acida Galego, mesmo quando localizados em areas

altamente infectadas (SOUZA, 2002).

A disseminagdo da CVC no Brasil é feita através das cigarrinhas ou gafanhotos
(PURCELL & HOPKINS, 1996) e até o momento foram identificadas 11 espécies destes
insetos vetores de X. fastidiosa em citros no Brasil (HOPKINS, 1989; PURCELL &
HOPKINS, 1996). A X. fastidiosa ¢ encontrada no lumen do canal alimentar dos insetos
vetores, que com seu aparelho bucal sugador alimentam-se do xilema das plantas
contaminadas e adquirem a bactéria, que passa a alojar no intestino e se reproduzir no interior
do tubo digestivo do inseto vetor (BRLANSKY er al., 1983; ROBERTO et al., 1996). Uma

vez infectados, os insetos vetores podem transmitir a X. fastidiosa até o fim de suas vidas
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(HOPKINS, 1989; PURCELL & HOPKINS, 1996). Outro meio de transmissdo € devido a
comercializagdo de mudas e borbulhas contaminadas com a bactéria X. fastidiosa. O que
contribui muito para aumento da CVC dentro dos pomares foi falta de controle dos insetos
vetores (PRADO, 2003; ROBERTO ef al., 1996), o plantio de mudas infectadas e através de
enxertia de garfagem envolvendo material contaminado (PURCELL & HOPKINS, 1996). O
periodo de maior disseminagdo da CVC ocorre quando a temperatura média anual e a
precipitagdo se elevam (PEREIRA, 2000), pois a temperatura fica 6tima para o crescimento
de X fastidiosa é de 26 a 28 °C e o pH otimo 6,5 a 6,9 (PRADO, 2003).

A incidéncia de CVC em laranjais teve um aumento aproximado de 22,09% em 1996 para
43,84% em 2004 nas regides do estado de Sdo Paulo e parte do triangulo mineiro, como

podemos ver na figura 3.

ﬁﬂ-l
4356 43.849

71996 ' 1997 ' 1998 ' 1999 2000 2001 2002 2003 2004
Figura 3 - Comparagiio da incidéncia de CVC no periodo de 1996 a 2004.

A CVC se tomou um dos maiores problemas para os citricultores, pondo em risco o

sustento de varias familias e prejudicando seriamente a economia do estado de Sao Paulo,

tridngulo mineiro e do Brasil. Outros dados sobre a CVC podem ser encontrados no site da

Fundecitros: http://www_ fundecitrus.com.br/est_cve_br.html. Atualmente, o controle da CVC

tem sido através de um programa de manejo adotado que envolve a redugdo do inoculo da
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Introducdo

CVC, através de poda e/ou erradicagdo de plantas sintomaticas, o controle quimico das
cigarrinhas transmissoras, melhorias no sistema de irrigagdo em pomares de citros com
sintomas iniciais da CVC e, principalmente, a utilizagdo de mudas certificadas e sadias para a
instala¢do dos pomares (http://www fundecitrus.com.br).

A presente situagdo do ataque de CVC nos laranjais indica a necessidade do

desenvolvimento de uma droga eficaz contra X. fastidiosa. Entre os possiveis alvos para o

desenho de drogas contra a bactéria X. fastidiosa estdo as enzimas da via metabolicas do

acido chiquimico, pois a via € essencial para sobrevivéncia de algas, plantas, bacténas, fungos
e apicomplexos de parasitas, mas é ausente em animais (COGGINS et al,, 2003). A via
metabédlica do acido chiquimico conecta o metabolismo de carboidratos a biossintese de
compostos aromaticos, numa seqiiéncia de sete passos metabolicos, eritrose-4-fosfato (E4P) e
fosfoenolpiruvato (PEP) s3o convertidos a corismato, o precursor dos aminoacidos
aromaticos ¢ de muitos metabodlitos secundarios aromaticos (HERRMANN & WEAVER,
1999).

Através do seqiiénciamento do genoma da X. fastidiosa foi possivel investigar genes de
viruléncia e/ou patogenicidade envolvidos no desenvolvimento da doenga CVC, como a
produgdo de toxinas, secre¢do de enzimas celuloléticas e protéicas, seqiiestro de ions
(principalmente de ferro), formagao de biofilmes que bloqueiam o fluxo de seiva nos vasos
xilematicos, vias metabolicas, etc (BEVAN, 2000; SIMPSON ef al., 2000). Um aspecto que
parece ser importante na patogenicidade da X. fastidiosa é a sua capacidade de movimentagao
através dos vasos do xilema, e colonizagdo dos diferentes tecidos distantes do ponto de
infecgio (HOPKINS. 1989; PURCELL & HOPKINS, 1996). O genoma da X. fastidiosa foi
totalmente seqiienciado em estudos realizados por diversos laboratorios de pesquisa do
Estado de Sdo Paulo e financiado pela FAPESP (Fundagdo de Amparo a Pesquisa do Estado

de S3o Paulo — www.fapesp.com.br) e pela Fundecitrus (SIMPSON er al., 2000).
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O mecanismo pelo qual a bactéria X. fastidiosa causa a doenga CVC ainda ndo €
totalmente conhecido, mas muitos genes relacionados a patogenicidade foram encontrados no
genoma da X. fastidiosa quando comparados aos de outras bactérias (SIMPSON et al., 2000;
LAMBAIS et al., 2000; VAN SLUYS, 2003). Entre os fatores relacionados a patogenicidade
¢ possivel destacar os processos de interagdo célula-célula, degradagdo da parede celular da
planta, homeostase de ions, resposta antioxidante e sintese de toxinas (MUNIZ, 2003).

Antes da publicagdo do genoma, as hipdteses sobre os mecanismos pelos quais a X

fastidiosa causava doengas em seus varios hospedeiros eram vagas e pouco exploradas.

Hopkins (1989) cita a oclusdo dos vasos xilematicos pelas bactérias, tiloses e gomas; a
produgdo de fitotoxinas e o desbalango de reguladores como possiveis mecanismos de
patogenicidade dessa bactéria. Nenhum experimento conseguiu provar nem excluir qualquer
dessas teorias (SOUZA, 2002).

O bloqueio dos vasos xilematicos por um biofilme de X. fastidiosa ¢ um dos mecanismos
de patogénese mais sugerido e pesquisado. A bactéria X. fastidiosa freqientemente forma
agregados no interior dos vasos do xilema, constituidos de uma matriz extracelular produzida
pela bactéria X. fastidiosa, a qual lembra uma massa de fibras de polissacarideos e ¢

denominada glicocalice, desempenhando um papel importante na sobrevivéncia da X

fastidiosa (MUNIZ, 2003; SOUZA, 2002; ALVES, 2003; SCARPARI, 2001).

A partir da seqiiéncia gendmica de X. fastidiosa foi tragado todo o perfil basico para a
sobrevivéncia dessa bactéria como o seu metabolismo energético, a sintese de aminoacidos,
nucleotideos e lipideos e a maquinaria de transcrigdo, tradugao e reparo (SOUZA, 2002).

A X. fastidiosa é capaz de sintetizar uma variedade extensa de enzimas, co-fatores e

grupos protéticos, inclusive biotina, acido folico, pantotenato e coenzima A, ubiquinona,

glutationa, tiorredoxina, glutarredoxina, riboflavina, FMN, FAD, nucleotideos de

pirimidina, porfiria, tiamina, piridoxal 5'-fosfato e lipase (SIMPSON er al., 2000).
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O seqtiestro de ions ou homeostase de ions esta presente no processo regulatorio da
expressio de genes envolvidos na patogenicidade em bactérias. Diversos genes
responsaveis pela codificagdo de proteinas seqiiestradoras de ions ferro que, posteriormente
serdo transportados através da membrana, sugerindo que estas proteinas tém um importante
papel na sobrevivéncia da bactéria nos vasos xilematicos, pois a concentragdo de ions ferro
na bactéria é rigorosamente controlada na bactéria (SCARPARI, 2001).

Alguns ions, especialmente ferro, magnésio e manganés sdo essenciails para a
sobrevivéncia de todos os organismos vivos, a redugdo da disponibilidade desses ions para a
planta pode contribuir significativamente para o aparecimento das lesdes nas folhas dos
hospedeiros, como pode ser observado na figura 4. (SIMPSON et al., 2000; MEIDANIS et

al., 2002).

Figura 4 - Folhas com sintomas da reduciio da disponibilidade dos ions
(http://acg.lbi.ic.unicamp.br/x{/home/mmachado.html).

Com o término do seqiiénciamento do genoma de Xylella fastidiosa, as pesquisas

passaram a exibir grandes avangos nos ultimos anos, principalmente no Brasil. Com as

informagdes (2,7 milhdes de pb mapeados) geradas através do projeto genoma de Xylella

fastidiosa novos conhecimentos estdo disponiveis (SIMPSON et al., 2000), podendo levar ao
desenvolvimento de estratégias de controle da CVC minimizando assim as perdas causadas

por esse patogeno.
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Introducgédo

1.1. Via Metabélica do Acido Chiquimico

A via metabolica do acido chiquimico é uma das rotas biossintéticas que leva a
produgdo de alguns dos metabolitos primarios e secundarios importantes na natureza
(GANEM, 1978; DE OLIVEIRA, 2001). O acido chiquimico (Figura 5) foi primeiramente
isolado por Eykmann, em 1885, a partir da fruta da planta oriental [llicilum religiosum,
sendo seu nome derivado do nome em japonés para esta planta, shikimi-no-ki
(CAMPBELL et al, 1993). Entretanto, sua estrutura permaneceu desconhecida por
aproximadamente 50 anos. Somente na década de 30, gragas aos esfor¢os pioneiros de
Fisher, Freudenberg e Karrer, a estrutura completa e a estereoquimica absoluta deste acido

carboxilico foi determinada (GANEM, 1978).

W

OH : : o—¢
OH OH COOH
ac. chiquimico ac. corismico

Figura 5 — Estruturas quimicas do acido chiquimico e do acido corismico.

Estudos subseqiientes de Bernhard Davis (1950) e de outros pesquisadores como David
Sprinson e Frank Gibson nos 25 anos seguintes (GIBSON, 1999) revelaram uma rota bem
definida de oito metabdlitos intermediarios que conduziam, a partir da glicose, primeiro
para o acido chiquimico, e depois ao acido corismico (Figura 5). Estas substancias
constituiam uma rota biossintética comum que seria re-direcionada para a formagdo de
varios metabolitos aromaticos mono e policiclicos em plantas e microrganismos por

diferentes caminhos (GANEM, 1978).
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Introducdo

A via metabdlica do acido chiquimico conecta o metabolismo de carboidratos a
biossintese de compostos aromaticos, numa seqiiéncia de sete etapas metabolicas. A etapa
inicial é a condensagdo do PEP com E4P. Na segunda etapa o 3-deoxi-D-arabino-acido
heptulosonico 7-fosfato (DAHP) perde seu grupamento fosforila e cicliza-se para 3-
desidroquinato. A desidratagdo fornece entdo 3-desidrochiquimato, que é reduzido usando
como co-fator nicotinamida adenina dinucleotideo (NADH) a D-chiquimato. Na quinta
etapa ocorre uma especifica fosforizagdo do grupo 3-hidroxil da D-chiquimato usando
adenosina trifosfato (ATP), como co-fator. Na sexta etapa uma segunda molécula de PEP
condensa-se com chiquimato 3-fosfato (S3P) para produzir S-enoilpiruvil 3-fosfato. Na
etapa final S-enoilpiruvil 3-fosfato perde seu grupamento fosforila, produzindo corismato
(Figura 6), o precursor dos aminoacidos aromaticos (Phe, Trp e Tyr) (Figuras 7) e de muitos
metabolitos secundarios aromaticos. Todas as vias intermediarias também podem ser
consideradas como compostos de conexdo que podem servir como substrato para outras
vias metabolicas (HERRMANN & WEAVER, 1999).

A via metabdlica do acido chiquimico é composta pelas enzimas: 3-deoxi-D-arabino-

acido heptulosonico 7-fosfato Sintase (DAHPS), 3-Desidroquinato Sintase (DHQS), 3-

Desidroquinato Desidratase (DHQD), Chiquimato-5-Desidrogenase (SD), Chiquimato

Quinase (SK), 5-Enoilpiruvilchiquimato 3-fosfato Sintase (EPSPS) e Corismato Sintase

(CS).

OH

Ol

CH,—o[P]
Eritrose 4-fosfato Fosfoenolpiruvato (PEP)

Hy0— Ol
Chorismato

DAHPS
Py
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Figura 6 — A via metabélica do acido chiquimico. As sete enzimas estio indicadas a esquerda em
vermelho.
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Figura 7 — Biossintese dos aminoacidos aromaticos a partir do corismato. O corismato e os aminoacidos
aromaticos estdo indicados por quadros, e as enzimas estio indicadas em azul. (DE OLIVEIRA, 2001).

A via metabolica do acido chiquimico é essencial para algas, plantas, bactérias e fungos,
mas € ausente em animais, que adquirem os aminoacidos aromaticos através da sua
alimentagdo, que sdo aminoacidos essenciais da dieta dos animais (COGGINS et al., 2003).
Por causa disso as enzimas pertencentes a esta via representam importantes alvos para o
desenvolvimento de herbicidas (KISHORE & SHAH, 1988), antimicrobianos
potencialmente ndo toxicos (DAVIES er al., 1994) e drogas antiparasitas (ROBERTS ef al.,
1998) (KRELL et al., 1998; PEREIRA et al., 2004a; PEREIRA et al., 2004b).

Em microrganismos, a via metabdlica do acido chiquimico é regulada pela inibigdo da
retroalimentagdo e pela repressdo da primeira enzima: a DAHPS na vias intermediarias ou
para produtos finais. Em plantas, nenhum inibidor fisiologico de inibigdo pela
retroalimentagdo foi identificado. Esta diferenga entre microrganismos e plantas € refletida

na variagdo das estruturas primarias DAHPS (HERRMANN & WEAVER, 1999). A

organizagdo e a estrutura molecular das enzimas da via metabdlica do acido chiquimico

variam consideravelmente entre grupos de microrganismos.
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As bactérias tém sete polipeptidios individuais, cada um possui uma unica atividade
enzimatica, e sdo codificados por genes separados. As plantas tém um arranjo molecular
similar as bactérias, com a exceg¢do do DHQD e SD, que possuem dominios separados em
um polipeptidio bifuncional (CAMPBELL er al., 2004; HERRMANN & WEAVER, 1999).
Em contraste, todos os fungos examinados tém as enzimas DAHPS e CS como
polipeptidios monofuncional e o restante das enzimas como um polipeptidio pentafuncional
denominado AROM. O polipeptidio AROM tem os dominios analogos as enzimas
bacterianas: DHQS, EPSPS, SK, DHQD e SD (CAMPBELL er al., 2004). As enzimas
DHQS e EPSPS formam o dominio N-terminal e SK, DHQD e SD formam o dominio C-
terminal da proteina. A proteina de AROM esta relacionada a regulagdo da transcrigdo
eucariotica (CARPENTER er al., 1998; HERRMANN & WEAVER, 1999).

Um aspecto evolucionario muito interessante do metabolismo aromatico em fungos €
uma duplicagdo do gene arom que resulte nos genes que codificam proteinas regulatdrias
para a degradagdo do quinato (HERRMANN & WEAVER, 1999). Os complexos AROM
foram estudados de Neurospora crassa, Aspergillis nidulans (CARPENTER et al., 1998),
Saccharomyces cerevisiae, Schizosaccharomyces pombe, e Pneumocystis carinii
(HERRMANN & WEAVER, 1999).

O corismato é o ultimo produto comum da via metabdlica do acido chiquimico e
precursor chave para a biossintese de PABA, acido p-hidroxibenzoico, micobactinas e dos
aminoacidos aromaticos essenciais (Figuras 7 e 8) (ROBERTS et al.,, 2002; DOSSELAERE

& VANDERLEYDEN, 2001).
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Introducio

Figura 8 — O corismato ¢ os compostos essenciais sintetizados a partir do corismato estio destacados
por quadros em vermelho (DE OLIVEIRA, 2001).

As bactérias gastam mais de 90 % da sua energia metabdlica total na biossintese de

proteina. Conseqiientemente, a via metabolica do acido chiquimico em bactérias serve

quase exclusivamente para sintetizar aminoacidos aromaticos (HERRMANN, 1995a). O

bloqueio de qualquer uma das sete etapas da via metabolica do acido chiquimico por meio
da inibigdo de uma de suas enzimas especificas poderia, em principio, levar a bactéria a
morte pela ndo disponibilizagdo de metabolitos essenciais para a sua sobrevivéncia
(HERRMANN, 1995a). Contudo qualquer novo inibidor para estas enzimas deve ter alta
especificidade com a bactéria Xylella fastidiosa, pois estas enzimas também estdo presentes

em plantas. Qualquer microrganismo podera, em principio, ser combatido por inibidores das
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enzimas da via metabdlica do acido chiquimico que impossibilitardio a producio do
corismato.

Como mostrado acima, a via se difere de um organismo para outro, entdo foi colocada
abaixo uma tabela com algumas informagdes sobre as enzimas da via metabdlica do acido
chiquimico de X. fastidiosa como massa molecular, nimero de aminoacidos, gene de
codificagdo e o numero de classificagdo (E.C.), pois foi o organismo estudado neste

trabalho.

Tabela 1 — Informacies sobre as enzimas da via metabélica do acido chiquimico de X. fastidiosa.
Enzimas Massa Numero de EC. Codigo Acesso

Molecular KDa | Aminoacidos Swiss-Prot*
DAHPS 41,4 380 41215 Q9PHB8
DHQS 423 394 4234 Q9PDP5
DHQD 15,9 148 42.1.10 Q9PH97
SD 30,2 282 1.1.1.25 Q9PFN3
SK 20,3 180 21T Q9PDP4
EPSPS 482 454 2.5.1.19 Q9PB21

CS 39,8 372 4235 QO9PDLO
*(Bairoch et al., 2004).

1.1.1. DAHPS

A enzzma DAHPS (Figura 9) é uma metaloenzima que catalisa a primeira etapa na
biossintese de aminoacidos aromaticos. A enzima DAHPS também é conhecida como 2-
deidro-3-deoxifosfoheptonato sintase e catalisa a condensagdo do PEP com o quarto
carbono de agucar de D-eritrose-4-fosfato (E4P) para produzir DAHP e fosfato inorganico
(P;) (HERRMANN & WEAVER, 1999; HERRMANN, 1995b). A enzima DAPHS de
bactéria mais investigada foi a de Escherichia coli (Ec), que codifica trés isoenzimas do
DAHPS, uma sensivel a Phe (aroG), uma sensivel a Tyr (aroF) e uma sensivel a Trp

(aroH) (HERRMANN, 1995b; HERRMANN & WEAVER, 1999).
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A natureza do ion do metal pode variar e pode depender das circunstancias sob as

quais as bactérias foram crescidas. Os co-fatores metalicos preferenciais parecem ser Fe*”

e talvez Zn*' (HERRMANN, 1995b). O ion de metal tem fung¢io na catalise e pode
também afetar a conformagdo da enzima. O dominio de sitio dirigido se encontra no Cys-
X-X-His, perto do N-terminal do polipeptidio, e foi identificado como um ligante do ion
metalico para isoenzima sensivel a Phe da E. coli (STEPHENS & BAUERLE, 1992;

HERRMANN, 1995b).

) .
\(I_ o _ 0\C coo

e .
HCl OH [E]O—TH: e

ol {
Hcl 2 . OH—CH HC—OH
CH,—O[P] Nen

Eritrose 4-fosfato Fosfoenol-piruvato OH

3-Deoxi-D -arabino-
acido heptulosonico 7-fosfato

Figura 9 — A reagio catalisada pela enzima DAHPS.

A comparagdo da seqiéncia primaria de aminoacidos entre a enzima DAHPS de
planta e DAPHS de bactéria mostra surpreendentemente uma baixa identidade de 20%.
De fato, PRETTYBOX, um programa usado para fazer alinhamentos multiplos de
sequéncia, identificou somente 24 residuos invariantes para todas as enzimas de DAHPS
conhecida (HERRMANN & WEAVER, 1999; HERRMANN, 1995b).

Existem dois tipos de enzimas DAHPS (tipo I e II), Walker e seus colaboradores
(1960) fizeram uma distingdo entre uma enzima DAHPS de bacténa do tipo I de 39 KDa
e de uma enzima DAHPS do tipo II de planta 54 KDa. Entretanto, uma enzima DAHPS

do tipo II foi encontrada também na bactéria Streptomyces rimosus e os dados parciais
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desta sequiéncia para esta proteina mostram similaridade substancial a enzima DAHPS da
planta, entdo foi verificado que a enzima DAPHS tipo II ndo era exclusiva de planta
sendo encontrada também nos procariotos e DAHPS tipo I de bactéria em
microrganismos eucarioticos (HERRMANN & WEAVER, 1999).

A enzima DAHPS tipo I é inibida pelos aminoacidos aromaticos (Phe, Trp, Tyr), vai
depender da sensibilidade de cada enzima DAHPS e de microorganismo para
microorganismo, isto nio acontece para enzimas DAHPS em plantas (HERRMANN,
1995a; Knaggs, 2003), por exemplo, isoenzimas sensiveis a Phe e Trp sdo 50% inibidas
por 13 uM Phe e 20 uM Tyr respectivamente (HERRMANN, 1995b). Entretanto a
enzima DAHPS tipo Il ndo é imibida pelos aminoacidos aromaticos, mais em vez disso,
sdo ativadas pelo aminoacido aromatico Trp, os microrganismos ndo possuem os dois
tipos de enzimas DAHPS (Knaggs, 2003).

As enzimas DAHPS de planta apresentam massa molecular entre 53 a 55 KDa e sao
bem maiores que os valores correspondentes dos homologos microbiais (HERRMANN,
1995b), por exemplo, o DAHPS da bactéria Xylella fastidiosa possui massa molecular
41,4 KDa. Os valores de K,, (constante de Michaellis-Menten) para o PEP e E4P sdo 30 e
70 uM, respectivamente, similares aos valores obtidos para a enzima DAHPS de

microrganismos (HERRMANN, 1995a). Este trabalho descreve a modelagem da enzima

DAHPS de Xylella fastidiosa (XfDAHPS) em complexo com o ion manganés (II) (Mn*")

e o 2-Fosfoglicolato (PGL), um possivel inibidor.

1.1.2. DHQS
A segunda enzima da via metabolica do acido chiquimico, DHQS (Figura 10), é
ativada por ions P;, um dos produtos da reagdo, e requer também quantidades cataliticas

de Nicotinamida Adenina Dinucleotideo (NAD') e de um cation divalente para a
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atividade, mesmo que a reagdo catalisada pela enzima seja um redox neutro
(HERRMANN & WEAVER, 1999; HERRMANN, 1995a). A enzima DHQS é uma

metalenzima dependente de NAD que converte DAHP ao desidroquinato (DHQ)

(CARPENTER er al., 1998). Em bactérias o Co’" e Zn®" sdo os ions metalicos mais

ativos. A enzima DHQS de planta é a unica enzima da via que ainda nao possui nenhum
dado estrutural disponivel (HERRMANN, 1995b). Em fungos esta enzima € codificada
em um unico polipeptidio pentafuncional chamado AROM (CARPENTER er al., 1998;
HERRMANN & WEAVER, 1999). A segunda reagdo da via metabolica do acido
chiquimico ¢ catalisada pela enzima DHQS onde ha a eliminagao de um fosfato do DAHP
para gerar o DHQ.

A conversdo do DAHP a DHQ prossegue por uma troca intramolecular de oxigénio do
anel do DAHP com carbono sete, dirigida pela clivagem do fosfoéster. A reagdo envolve
uma oxidagdo e uma redugdo, na P-eliminagdo do P;. uma abertura do anel, e uma

condensagao intramolecular do aldol.

NADHH' OH

3-Desidroquinato

3-deoxi-D-arabino-acido
heptulosonico 7-fosfato

Figura 10 — A reacio catalisada pela enzima DHQS.
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Introducdo

A enzima XfDHQS foi modelada em complexo com [IR-(la, 3B. 4a, 5B]-5-
(fosfometil)-1,3,4-trihidroxiciclohexano-1-acido carboxilico (CRB) um possivel inibidor

e NAD .

1.1.3. DHQD

A terceira etapa da via metabolica do acido chiquimico, a desidratagio do DHQ
resultando na sintese 3-desidrochiquimato (Figura 11), € catalisada pela enzima DHQD.
Esta enzima existe em dois tipos diferentes (tipo I e II) (HERRMANN & WEAVER,
1999). Esta reagdo de desidratagdo do DHQ resultando na sintese 3-desidrochiquimato é
comum também para a via catabolica quinato (COGGINS ez al., 2003).

A enzima DHQD tipo I opera na via metabodlica do acido chiquimico e o DHQD tipo
I1 tem as duas fungdes: de biossintese e catabdlica. Os dois tipos de enzima DHQD tém
arquiteturas completamente diferentes um da outra (COGGINS et al., 2003). Em plantas

esta enzima é bifuncional (DHQD — SD) (HERRMANN, 1995a) e os fungos tém duas

enzimas DHQD com baixa similaridade aparente de sequéncia (GILES er al., 1985).

OH

H,0
OH OH

3-Desidroquinato 3-Desidrochiquimato

Figura 11 — A reagio catalisada pela enzima DHQD.

A enzima DHQD tipo I é geralmente encontrada em bactérias e plantas

(HERRMANN, 1995a), sua topologia consiste em um barril o/p de 8 fitas enquanto a
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enzima DHQD tipo II consiste em um nucleo folha f com 5 fitas flanqueado por 4 a-
hélices. A enzima DHQD tipo I catalisa uma reagdo cis (syn)-desidratagdo que envolve a
perda do hidrogénio 2-pro-R, enquanto a enzima DHQD do tipo II catalisa uma reagéo
trans (anti)-desidratagdo que resulta na perda do hidrogénio 2-pro-S (COGGINS et al.,
2003). As diferengas entre estes mecanismos estdo refletidas nas estruturas destas

proteinas; ndo ha similaridade de seqiiéncia entre as enzimas DHQD tipo I e II, um

exemplo raro da evolugdo convergente (HERRMANN & WEAVER, 1999). No geral, a

enzima DHQD do tipo II é que participa da degradagdo do 3-desidroquinato
(HERRMANN, 1995a).

A ocorréncia de duas formas distintas da enzima DHQD (mecanismo e estrutura)
viabiliza a possibilidade de desenvolvimento de inibidores seletivos para os dois tipos de
enzimas DHQD (COGGINS et al., 2003). A enzima XfDHQD ¢ do tipo II, segundo a
avaliagdo da estrutura secundaria. Assim, foi modelada a enzima XfDHQD em complexo

com o acido 2,3-anidro-quinico (FA1), um possivel inibidor.

1.1.4. SD

A enzima SD é a quarta etapa da via metabolica do acido chiquimico e catalisa a
redugdo do 3-desidrochiquimato para chiquimato usando como co-fator o NADH (Figura
12). A enzima SD pertence a superfamilia das oxiredutases dependentes de NAD(P)H,
com fungdo anabdlica e catabolica em enzima das vias bem como em destoxificagdo
xenobiotica. Esta superfamilia é geralmente subdividida em diversas familias, incluindo
desidrogenases de cadeias curtas, médias e longas, redutases aldo-queto e desidrogenases
de alcool ferro-ativado. O mecanismo de reagdo usado pela enzima SD envolve a catalise

da transferéncia de hidreto para o co-fator NAD(P)H, baseada na estabilizagdo do
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acumulo de carga negativa no substrato aceitador de hidreto, por uma cadeia lateral de um
aminoacido agindo como uma base geral doadora de protons ou um cation prostatico no

sitio ativo (BENACH et al., 2003).

-
7
0 /\q HO

= N +E NADP™ =
oH ADPH + E OH
3-Desidrochiquimato D-Chiquimato
Figura 12 — A reagio catalisada pela enzima SD.

Existem dados da existéncia de duas familias independentes de desidrogenases de
quinato/chiquimato 1dentificadas. A primeira consiste em desidrogenases dependentes de
NAD, e a segunda consiste nas desidrogenases associadas a membrana que utilizam o
pirrolo-quinolina-quinona como um co-fator (ROSZAK et al., 2002). Ambos os tipos de
desidrogenases s3o envolvidas na via catabolica do quinato, que permite o crescimento
dos microrganismos com quinato como a unica fonte do carbono por sua conversao no
protocatequato ¢ no metabolismo subseqiiente pela via do f-quetoadipato (ROSZAK er
al., 2002).

As desidrogenases geralmente formam oligdmeros, mas na maioria das bactérias esta
na forma monomérica, como por exemplo, em Escherichia coli. Em plantas a enzima SD

esta associada com a enzima DHQD tipo I e assim formam uma enzima bifuncional, ao

passo que, em fungos como Neurospora crassa, esta enzima SD forma um dos cinco

dominios de um polipeptidio pentafuncional (AROM), o qual catalisa 5 das 7 etapas da

via metabdlica do acido chiquimico. Entretanto, a base molecular para reconhecimento e a
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redugdo enzimatica ndo sdo ainda conhecidas (MICHEL ez al., 2003). A enzima SD de

Xylella fastidiosa (XfSD) foi modelada junto com o co-fator NAD .

1.1.5. SK

A enzima SK ¢é responsavel pela quinta etapa reacional da via metabdlica do acido
chiquimico (Figura 13), catalisa especifica fosforizagdo do grupo 3-hidroxil do acido
chiquimico usando Adenina Trifosfato (ATP) como um co-substrato (KRELL ef al.,

1998).

SK
) R T
H ATP ADP

o OH
D-Chiquimato Chiquimato
3-fosfato
Figura 13 — Reag#io catalisada pela enzima SK.

As trés estruturas de SK de Erwinia chrysanthemi (EchSK) resolvidas por
cristalografia (Krell et al., 1998; Krell er al., 2001), ao qual é codificada pelo aroL,
mostra que a SK pertence a familia de quinases do monofosfato de nucleosideo (NMP).
Uma caracteristica das quinases de NMP é que se submetem a mudangas conformacionais

grandes durante a catalise (VONRHEIN er al., 1995). Ha duas regides flexiveis na

estrutura que sdo responsaveis pelos movimentos: o sitio de ligagdo NMP e o dominio

LID. Na SK, o dominio chiquimato-ligado (SB) corresponde ao dominio de NMPB de

quinases NMP (PEREIRA et al., 2004b).
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As quinases de NMP (YSAI & YAN, 1999) sio compostas de trés dominios: o
NUCLEO (CORE), a TAMPA (LID), e o dominio de NMP-ligado (NMPB). O dominio
CORE contém um lago fosfato-ligado (P-loop) altamente conservado, o dominio LID
fecha o sitio de ATP e carrega residuos funcionalmente essenciais, e o dominio NMPB é
responsavel pelo reconhecimento e ligagdo especifica de NMP (GU et al., 2002).

Os trés motivos funcionais do nucleotideo-ligado das enzimas sdo reconhecidos para
SK de M. tuberculosis (PEREIRA et al., 2004; GU et al., 2002), incluindo o motivo
Walker A, um motivo Walker B e um lago adenina-ligado. O motivo Walker A ¢é
localizado entre a primeira folha B (B1) e a primeira hélice a (al), contendo a seqiiéncia
conservada GXXXXGKT/S (WALKER er al., 1982), onde X representa um aminoacido
qualquer. Este motivo da forma ao lago fosfato-ligado (P-/loop). Além do motivo Walker
A, uma segunda seqiiéncia conservada ZZDXXG chamada de motivo Walker B
(WALKER et al, 1982) é observada, onde Z representa um residuo hidrofobico
(PEREIRA er al., 2004), onde se acomoda o ion Mg“". Este dominio ¢ encontrado em
todas as enzimas SK conhecidas e também em diversas proteinas que ligam ATP e GTP
(KRELL et al., 1998). Todas estas proteinas que contém a lago de liga¢do do fosfato (P-
loop) apresentam uma estrutura em seu dominio central formada de quatro fitas B
paralelas e por dois pares de hélices a- flanqueadas (MILNER-WHITE et al., 1991).

Em Escherichia coli, a SK é encontrada em duas isoformas: a enzima SK tipo I,

codificada pelo gene aroK, e a enzima SK tipo II, codificada pelo gene aroL,

apresentando uma identidade de seqiiéncia de 30% e similaridade de 46% entre elas. A

ocorréncia de duas isoformas ndo € comum para enzimas no meio de vias biossintéticas e
sugere que a SK pode ser um ponto de ramificagdo para duas diferentes vias (KRELL er

al., 1998).
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A grande difereng¢a de afinidade observada das duas isoformas em relagdo ao
chiquimato sugere que a enzima SK tipo II seja a isoenzima principal na biossintese do
corismato, e tem um K, de 0,2 mM, enquanto que a enzima SK tipo I tem um K, de 20
mM e possivelmente exer¢a uma fungdo biologica alternativa, s6 fosforilando o
chiquimato esporadicamente (DE FEYTER & PITTARD, 1986).

A maioria das SKs em bactérias parecem ser codificadas pelo aroK, porque suas
seqiiéncias de aminoacido tém maior identidade com a SK de E. coli tipo I (GU et al.,
2002). A fungdo fisiologica da enzima SK tipo I ndo esta claro, mas a presenga de um
sitio de ligagdo de fosfato, necessario para suas fungdes fosfatase/fosfotransferase,
observado tanto na enzima SK tipo II quanto na enzima SK tipo I. Ambas as enzimas SK
tipo I e II apresentam o motivo Walker A (DE FEYTER & PITTARD, 1986).

A atividade enzimatica apresenta dependéncia por cations divalentes como co-fatores.
O Mg é o cation mais efetivo, mas significantes atividades sdo obtidas na presenga de
outros cations divalentes. Na presenca dos ions Fe'? e Ca'?, a enzima SK tipo II apresenta
somente 50% da atividade obtida com Mg'* (DE FEYTER & PITTARD, 1986). A
enzima SK de Xylella fastidiosa é classificada como do tipo I por apresentar maior

similaridade com a enzima SK tipo I do que com a enzima SK tipo II. Foi modelada a

enzima SK de Xylella fastidiosa (XfSK) com Adenina Difosfato (ADP) e o Acido

Chiquimico e o ion magnésio (Mg ?) no sitio ativo.

1.1.6. EPSPS

A enzima EPSPS catalisa o penultimo passo na parte pré-corismato da via metabolica
do acido chiquimico. A reagdo envolve a transferéncia reversivel de um grupo enolpiruvil
do PEP para o chiquimato-3-fosfato (S3P) produzindo S-enoilpiruvilchiquimato-3-fosfato

(EPSP), mais P; (BENTLEY, 1990; DE OLIVEIRA, 2001) (Figura 14). A reagdo
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catalisada pela EPSPS foi a melhor estudada de todas as enzimas da via metabolica do
acido chiquimico. Este enzima foi purificada de fontes microbiais e de planta (DUNCAN
et al., 1984; MOUSEDALE & COGGINS, 1984) e o mecanismo de reagdo enzima-

catalise foi estudado em detalhe.

CH,

I
0— C— COO iHI

Fosfoenol-piruvato o

: OH
OH EPSPS CcoO

Chiquimato3-fosfato Acido chiquimico
S-enoilpiruvil 3-fosfato

Figura 14 — Reagiio catalisada pela enzima EPSPS.

A EPSPS é inibida pelo glifosato (GLP) (Figura 15), substancia extensamente usada
como herbicida de largo espectro (STEINRUCKEN & AMRHEIN, 1980). O GLP inibe a
reagdo catalisada pela EPSPS atuando como um inibidor competitivo reversivel em
relagdo ao PEP e um inibidor ndo competitivo em relagdo ao S3P (ESCHENBURG et al.,
2002). Este intermediario metabolico (PEP) € substrato ndo somente para a EPSPS, mas
também para DAHPS que ndo ¢ imibida pelo glifosato (HERRMANN, 1995a). A
tolerancia do glifosato nas plantas foi obtida pela expressdo do alelo mutante codificando
uma enzima bacteriana menos sensivel (STALKER et al., 1985) ou pela superprodugéo
de EPSPS (SMART et al., 1985, SHAH et al., 1986; GOLDSBROUGH et al., 1990)
(HERRMANN, 1995a).

O mecanismo de agdo do glifosato na enzima EPSPS foi observado por meio de

estudos de cinética enzimatica em estado estacionario das enzimas EPSPS de diferentes

organismos (ESCHENBURG et al., 2002; DE OLIVEIRA, 2001). A enzima EPSPS da
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planta tem os valores de K; para o glifosato de aproximadamente uma ordem de grandeza
mais baixa do que os valores para a enzima EPSPS de microrganismos (HERRMANN,

1995a).

S ap e RS

-203p N
H

Glifosato

Figura 15 - PEP e GLP.

Os primeiros estudos sobre 0 mecanismo de inibigdo sugeriram que o glifosato deveria
funcionar como um analogo ao estado de transi¢do (ESCHENBURG er al., 2002).
Estudos de cinética enzimatica da EPSPS de E. coli e de Neurospora crassa (BOOCOCK
& COGGINS, 1983), medidas de fluorescéncia em equilibrio (ANDERSON er al., 1988)
¢ calorimetria de varredura diferencial (MERABET er al., 1993) sustentaram esta teoria,
sugerindo que o GLP formaria, preferencialmente, um complexo ternario muito estavel
com a enzima (EPSPS) e o substrato (S3P), ocupando o sitio de ligagdo do PEP
(EPSPS:S3P:GLP).

No entanto, estudos posteriores de cinética em estado estacionario (SAMMONS et al.,
1995), analise de analogos sintéticos do complexo temnario EPSPS:S3P:GLP
(MARZABADI et al., 1996), e mutagénese sitio-direcionada de possiveis residuos do

sitio ativo (PADGETTE ez al., 1991; MAJUMDER et al., 1995) levaram a conclusdo de

que, na preseng¢a de S3P, o sitio de ligagdo do GLP ndo seria exatamente o0 mesmo do

PEP. Além disto, o GLP poderia formar um complexo ternario EPSPS:EPSP:GLP,
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demonstrando que o grupo carboxivinil no EPSP ndo impediria a ligagdo do inibidor e,
portanto, ndo ocuparia o sitio de ligagdo deste (DE OLIVEIRA, 2001).

O GLP também nio impediria a ligagdo de Pi ao complexo binario EPSPS:EPSP. Um
complexo quaternario EPSPS:EPSP: GLP:P; seria formado nesta situagao, indicando que o
glifosato poderia interagir significantemente com a EPSPS quando os sitios para ambos os
substratos estivessem preenchidos (SIKORSKI & GRUYS, 1997). Estas observag¢des ndo
estavam de acordo com o modelo de inibigdo pelo GLP proposto anteriormente. Foi
proposto, entdo, que a inibi¢ido da atividade enzimatica observada com a formagdo dos
complexos temarios EPSPS:S3P:GLP e EPSPS:EPSP.GLP deveria ser causada pela
ligag@o do inibidor a residuos de aminoacidos que ndo estivessem diretamente envolvidos
na catalise ou na associagao com os substratos, e que parte da molécula de GLP deve ligar
proxima, mas fora do sitio-ativo da EPSPS (SAMMONS e al., 1995). Desta forma, o
glifosato ao que parece funcionaria como um inibidor alostérico que competiria
indiretamente com a ligagdo do PEP, por causar mudangas conformacionais na EPSPS
quando a ela ligado (SIKORSKI & GRUYS, 1997).

Com a determinagdo da estrutura cristalina da EPSPS de E. coli (STALLINGS et al.,

1991) ndo ligada aos substratos, com uma resolugio média de 3 A, mostrou que a

estrutura apresenta dois dominios globulares simétricos separados por uma fenda. Cada
um dos dominios apresenta um eixo de simetria C3 devido a presenga de trés
subdominios. A ocorréncia de uma conformagdo fechada para a enzima EPSPS
(SKARZYNSKI ef al., 1996) foi observada com a cristalizagdo da enzima EPSPS em
complexo binario com o substrato S3P (SCHONBRUNN et al., 2001) e da enzima EPSPS
em complexo ternario com o substrato S3P e o inibidor GLP (SCHONBRUNN er al.,
2001). Como a estrutura da EPSPS complexada somente com o S3P (EPSPS:S3P) é

virtualmente idéntica a estrutura da enzima complexada com o S3P e o glifosato
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(EPSPS:S3P:GLP), foi proposto que o S3P é que promove a transi¢do do estado aberto da
enzima para o estado fechado e ndo os ions negativamente carregados do glifosato
(ESCHENBURG et al., 2002). O fechamento dos dois dominios levaria ao acamulo de
residuos com cargas positivas na fenda, atraindo moléculas carregadas negativamente
para a cavidade do sitio.

As distancias entre enzima-ligante dentro do complexo ternario contendo glifosato
foram medidas por RMN, e agora os dados de diversos laboratorios indicam que o
complexo ndo pode ser um analogo do estado da transigdo, porque a ligagdo do PEP e do
glifosato ndo é aparentemente idéntica. Na sustenta¢do destas descobertas, foi observada
por algum tempo que as enzimas de diferentes organismos mostram grandes variagio em
suas sensibilidades ao herbicida. As constantes de inibigdo podem variar perto de trés
ordens de magnitude quando enzimas de algumas plantas e bactérias estdo sendo
comparadas, enquanto as variagdes de K,, para PEP sdo bem menores (HERRMANN &
WEAVER, 1999).

Entretanto, analogos recentemente descobertos do estado da transigdo em que o anel
do chiquimato € substituido por um anel do benzeno sdo inibidores muito eficazes da
EPSPS (MILLER ef al., 1994, MILLER et al., 1995, SHAH ef al., 1997). Desde de
concentragdes em nM de alguns destes compostos inibem as enzimas eficazmente, e

desde que estes compostos sdo sintese organica direta prontamente acessivel, podem

representar a proxima geragdo de herbicidas comerciais que funcionam como inibidores

para a via. O grau de tolerancia do herbicida € correlacionado diretamente aos niveis da
enzima (HERRMANN & WEAVER, 1999). A EPSPS de Xylella fastidiosa (XfEPSPS)

foi modelada na forma de complexo ternario EPSPS:S3P:GLP.
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1.1.7. CS

A CS (Figura 16), a sétima e ultima enzima na via metabolica do acido chiquimico,
catalisa a transformagdo da EPSP para corismato que € o ultimo precursor comum na
biossintese de um grande numero de compostos aromaticos, incluindo os aminoacidos
aromaticos e metabolitos secundarios (Figuras 9-11) em bactérias, fungos, plantas e
apicomplexos de parasitas. A reagdo da CS requer um nucleotideo de flavina reduzido
(FMNH;) como um co-fator e o substrato EPSP para produzir corismato e libera uma
molécula de P; ¢ o FMN reduzido, embora a eliminagdo do 1,4-anti do fosfato e o
C(6proR)-hidrogénio ndo envolva uma mudan¢a no redox (BALASUBRAMANIAN er
al., 1990: HAWKES et al., 1990: MACHEROUX et al., 1999). E uma reacdo incomum
em que o estado redox do co-fator funcional (FMN) permanece sem mudanga. Uma outra
caracteristica incomum da reagdo catalisada pela CS é uma eliminagido anti-1,4 do 3-
fosfato e C-(6-pro-R)-hidrogénio ndo combinado (VIOLA er al, 2004). O mesmo
acontece com a segunda enzima da via (DQHS) que requer NAD" para ativar sua
atividade catalitica. Analises espectroscdpicas da fungdo do co-fator sugerem a formagao
de um radical como um intermediario na reagdo catalisada pela CS (RAMIJEE et al.,

1992).

CH P,

el N

OH

Acido chiquimico

CS
J‘OO‘

OH

Corismato

S-enoilpiruvil 3-fosfato
Figura 16 — Reagio catalisada pela enzima CS.
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O complexo binario enzima-flavina e os complexos ternarios da enzima-flavina-
substrato foram caracterizados em detalhe. Uma analise cinética mostrou que o
intermediario da reagdo do FMN esta dando forma, depois que EPSP é ligado, mas antes
que seja consumido. O FMN pode servir como um doador de elétron para EPSP,
iniciando desse modo a clivagem da ligagdo C-O (HERRMANN & WEAVER, 1999).
Existem duas explicagdes para a fungdo do co-fator reduzido de flavina: (i) a flavina tém
meramente uma fungao estrutural e ndo um papel funcional, (i1) a flavina restaura a forma
reduzida de uma sulfidril sensivel a oxidagdo na enzima que € crucial para o ligamento do
substrato ou possivelmente importante cataliticamente (HASAN E NESTER 1978;
MACHEROUX et a., 1999).

As enzimas de fungos como N. crassa (WELCH et al., 1974) e Euglena gracillis

(Schaller et al., 1991a) sdo bifuncionais, em contraste as de E. coli (WHITE et al. 1988) e

plantas (SCHALLER e al., 1990) sdao monofuncionais e requerem FMNH, e estritamente

ensaios de condigdes anaerobicos. Schaller ef al. (1991b) notou uma diferenga entre as
enzimas monofuncionais e bifuncionais, que €, a falta do dominio de redutase da flavina
na enzima monofuncional, isto € refletido também nos tamanhos da subunidade nas
enzimas oligoméricas. A enzima corismato sintase de X. fastidiosa (XfCS) foi modelada

em complexo com o substrato EPSP e o co-fator FMN.

AV
AVAYAY

/Y
2 3 4 5, 6 7 unespw.l 12 12 14 15 16 17 18



Objetivos

2. OBJETIVOS

A presente dissertagdo aplicou métodos de modelagem molecular comparativa para o
estudo estrutural das sete enzimas da via metabdlica do acido chiquimico: 3-deoxi-D-arabino-
acido heptulosonico 7-fosfato Sintase (DAHPS), 3-Desidroquinato Sintase (DHQS), 3-
Desidroquinato Desidratase (DHQD), Chiquimato-5-Desidrogenase (SD), Chiquimato
Quinase (SK), 5-Enoilpiruvilchiquimato 3-fosfato Sintase (EPSPS) e Corismato Sintase (CS),
identificadas no genoma de Xylella fastidiosa. A partir das informagdes estruturais, obtidas da
modelagem molecular, € esperado que seja possivel efetuar o desenho de inibidores baseado
nos modelos estruturais. Qualquer microrganismo podera, em principio, ser combatido por
inibidores das enzimas da via metabdlica do acido chiquimico que impossibilitardo a
produgdo do acido corismico. A utilizagdo das enzimas da via metabdlica do acido
chiquimico como alvos para o desenvolvimento de inibidores pode ser plenamente justificada

e validada pela inibi¢do especifica da S-Enoilpiruvilchiquimato 3-Fosfato Sintase (EPSPS)

pelo glifosato (N-(fosfonometil) glicina), o qual é um herbicida efetivo e especifico.
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3. METODOLOGIA E FERRAMENTAS

3.1. A bioinformatica

A bioinformatica é a aplicagdo da tecnologia de informagdo ao gerenciamento de dados
biolégicos, com a finalidade de responder perguntas mais complexas neste campo da
ciéncia. A bioinformatica é uma area de investigagdo multidisciplinar que pode ser definida
como a interface de duas ciéncias, a biologia e a computagdo, ou seja, um subconjunto de
um campo maior da biologia computacional, a aplicagdo de técnicas analiticas e
quantitativas a modelagem de sistemas bioldgicos. A bioinformatica também esta envolvida
no agrupamento, organiza¢io, armazenamento e recupera¢do das informagdes biologicas
que se encontram em bancos de dados publicos disponiveis na web, tais como seqiiéncias de
nucleotideos, de aminoacidos, estruturas e dominios especificos das mais variadas proteinas
e familias.

Dentre os diversos objetivos da bioinformatica esta o desenvolvimento e implementagao
de ferramentas que permitem o acesso, uso e manejo de varios tipos de informagéo,
alinhamentos seqiienciais, estruturas, visualiza¢do de enovelamentos protéicos, etc. Essas
novas ferramentas desenvolvidas através da bioinformatica oferecem a oportunidade de
interpretar maior quantidade de dados. A comparagdo sequiencial € a ferramenta
computacional mais util para os biélogos moleculares. A crescente automagao da biologia
molecular e experimental e a aplicagdo da tecnologia da informagdo nas ciéncias biologicas

conduzem a uma mudang¢a fundamental na maneira como a pesquisa bioldgica é realizada.

3.2. Métodos de Alinhamento de Segiiéncias

Dentre as ferramentas mais utilizadas na bioinformatica encontram-se aquelas

relacionadas a comparagdo de seqiéncia de DNA e proteinas. O alinhamento de sequiéncia
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esta distante de ser uma tarefa comum em bioinformatica (NOTREDAME, 2002). O
alinhamento é uma comparagdo aproximada entre duas sequéncias, a qual tem como
objetivo evidenciar padrdes comuns (similaridade) que podem ocorrer globalmente ou
localmente entre as seqiiéncias comparadas, e que refletem a existéncia de estruturas
espaciais e fungdes bioldgicas compartilhadas entre as moléculas que elas representam. A
comparagdo de pares de seqiéncias € utilizada para pesquisa de bancos de dados baseada
em sequéncia, construgdo de arvores evolutivas e identificagdo de caracteristicas proprias de
familias de proteinas, criagdo de modelos por homologia e transmitir informagdes
conhecidas de um genoma para outro.

A identidade de uma seqiiéncia refere-se a presenga do mesmo acido nucléico ou
aminoacido na mesma posi¢do em duas seqiiéncias alinhadas. A homologia de seqiiéncia
aplica-se a relagdo evolutiva entre as sequéncias. Duas seqiiéncias sdo consideradas
homologas se derivarem da mesma seqiiéncia ancestral. Similaridade refere-se a presenga
de locais similares e idénticos em duas seqiiéncias, enquanto homologia indica que duas
seqiiéncias possuem uma probabilidade alta de compartilharem o mesmo ancestral (GIBAS
& JAMBECK, 2001). Ao comparar duas ou mais sequéncias, sejam de aminoacidos ou de
nucleotideos, o problema basico € encontrar segmentos similares entre cada uma das
sequéncias (ALTSCHUL et al., 1994).

Para fazer um alinhamento entre pares de seqiiéncias de aminoacidos, é necessario
entender os critérios estatisticos para a execugdo dos alinhamentos (matrizes PAM e

BLOSUM). As matrizes de substitui¢io de aminoacidos sdo complicadas, pois refletem a

natureza quimica e a freqiiéncia de ocorréncia de aminoacidos. Entre as matrizes de

substituigdo mais usadas estio a BLOSUM (for BLOcks SUbstitution Matrix) (HENIKOFF
& HENIKOFF, 1992) e a PAM (for "Point Accepted Mutation") (DAYHOFF et al., 1978).

A matriz PAM é construida utilizando as cadeias de Markov e caminhos randomicos
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simples. Uma vantagem da matriz BLOSUM em relagdo a matriz PAM ¢é detectar os
parentescos biologicos entre seqiiéncias moderadamente divergentes. A BLOSUM62 é uma
matriz padrdo para alinhamentos continuos, enquanto a matriz BLOSUMS50 é mais usada
para geragdo de alinhamentos com espagos (gaps). Um alinhamento de seqiiéncias pode
permitir introdug¢do de espagos para compensar inser¢des ou dele¢des de uma seqiiéncia em
relagdio a outra. A inclusdo de espagcos mantém, em registro, seqiéncias obviamente
similares, 0o que ndo seria possivel com alinhamento direto, sem espagos (GIBAS &
JAMBECK, 2001).

Os programas mais utilizados nos processos de alinhamentos sdo o BLAST (ALTSCHUL
et al., 1990; ALTSCHUL et al., 1997), o FastA (WILBUR & LIPMAN, 1983; LIPMAN &
PEARSON, 1985), o CLUSTAL (THOMPSON et al.,1994; HIGGINS ef al., 1992), e o

MULTALIN (CORPET, 1988), todos disponiveis como servidores na Internet.

3.2.1. Programacéo Dinamica e os Tipos de Alinhamentos

Needleman e Wunsch conceituaram o problema de alinhamento como sendo um

problema de Programagdo Dinamica (NEEDLEMAN & WUNSCH, 1970). Conhecido

por algum tempo como algoritmo heuristico de homologias, a importancia do método
proposto por Needleman e Wunsch é que este método foi o primeiro a introduzir a nogéo
de uma matriz de percurso, 1déia central na versdo modemna do algoritmo de alinhamento
global de seqiiéncias por Programag¢do Dinamica. Existem alguns tipos possiveis de
alinhamentos de seqiiéncias:
e Alinhamento Global: incluem todos os caracteres de cada uma das duas
sequiéncias que estdo sendo comparadas; o alinhamento 6timo € aquele com o mais

alto escore possivel;
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Alinhamento Local: incluem apenas regides de maior similaridade, com 6timo
alinhamento;
Alinhamento Multiplo, de membros de familias protéicas;

Em cada tipo, os alinhamentos serdo validados de acordo com o esquema de valores
determinados pela matriz de substituicdo utilizada a fim de se estimar o grau de
similaridade e/ou identidade entre as seqiiéncias. A maior parte dos métodos de
alinhamento baseia-se em técnicas de programagio dindmica (FILHO & ALENCASTRO,
2003).

Um algoritmo de programagdo dindmica encontra uma boa solugdo dividindo o
problema original em menores problemas e solucionando-os depois, por isso é um
algoritmo ideal para se usar em paralelizagio computacional, pois ndo existe a
dependéncia sequiencial. O objetivo do algoritmo de programacio dindmica é maximizar a
pontuagdo geral para o alinhamento. Para isso, 0 numero de pares de residuos de alta
pontuagdo deve ser maximizado e o numero de espagos e pares de baixa pontuagdo deve
ser minimizado.

A programagdo dinamica apresenta como problema importante o fato de o nimero de
operagdes a realizar crescer com o produto do comprimento das duas seqiiéncias a
comparar. No caso da pesquisa em bases de dados, salvo utilizagdo de material especifico,
conduz a tempos de calculo importantes. Por esta razdo foram desenvolvidas varias

heuristicas. Estes programas sao muito mais rapidos, mas acarretam a perda da garantia de

optimalidade do alinhamento. O objetivo das heuristicas é a pesquisa da fragdo menor

possivel das células da matriz, tentando evitar perder os melhores alinhamentos.
O alinhamento local de sequéncias foi tratado inicialmente por Smith e Waterman
(1981), que ¢ uma modificagdo do algoritmo de Needleman e Wunsch, exceto pela

possibilidade de haver uma opg¢ao adicional ao percorrer a matriz e através de duas

AN
AVAVEY

VA
2 3 4 5, 6 7 unespw.l 12 12 14 15 16 17 18



Metodologia e Ferramentas

modificagdes principais. Um alinhamento local ndo precisa se estender do comego ao fim
de duas sequéncias a serem alinhadas. Os alinhamentos locais podem ser representados
como blocos desprovidos de espagos. A formagdo de blocos é facilitada pela baixa
penalidade imposta aos espagos de abertura e para os espagos de extensdo. Logo, uma
sequiéncia de residuos podera ter uma maior “mobilidade” e deslocar um grande nimero
de residuos através da inser¢do ou delegdo de espagos (MUNIZ, 2003).

O alinhamento global é util para comparar duas seqiiéncias homoélogas. Mas quando as
duas seqiiéncias apenas possuem certos dominios em comum, ou quando é necessario
comparar uma seqiiéncia com todas as entradas de uma base de dados, o mais interessante
passa a ser os alinhamentos locais entre duas subsequéncias. Tanto o alinhamento local
quanto o global tém dependéncia quadratica, ou seja, para duas seqiéncias de
comprimentos n € m, o tempo gasto na execugdo do alinhamento é proporcional ao
produto n*m.

O alinhamento global considera a seqiiéncia completa de bases ou aminoacidos. Nesse
tipo de alinhamento, as penalidades tanto para os espagos de abertura como para os
espagos na extensdo sdo bastante altos. Portanto, formagdes de blocos durante os
alinhamentos sdo inexistentes e 0 que se observa sdo pequenas regides ou alguns poucos
espagos espalhados ao longo da sequiéncia, preservando assim, 0 maior numero possivel

de residuos alinhados. Esse tipo de alinhamento é apropriado para seqiéncias que

possuem grande similaridade em todo seu comprimento, ja que o alinhamento € otimizado

em toda a sua extensdo (MUNIZ, 2003). Quando se pretende caracterizar uma familia de
sequéncias que partilham uma mesma atividade bioldgica, a utilizagdo de alinhamentos de
seqiiéncias duas a duas ndo ¢ satisfatoria, pois ndo fornece uma comparagdo do conjunto

das seqiiéncias.
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O alinhamento multiplo foi uma das primeiras respostas a estes tipos de problemas e
ainda continua a ser a abordagem dominante, pelo menos no que se refere ao estudo da
filogenia, identificagdo de motivos e dominios conservados e predigdo de estruturas
(NOTREDAME, 2002). O algoritmo de programagdo dindmica descrito anteriormente
para alinhamento global é facilmente generalizavel ao alinhamento de N sequiéncias. No
entanto, 0 tempo e a memoria necessarios para a sua execugdo cresce em L (L sendo o
comprimento caracteristico das seqiiéncias). Para valores tipicos de L de 1000, este tipo
de abordagem toma-se assim muito rapidamente impraticavel.

Algoritmos alternativos tém sido utilizados para contornar este problema como:
algoritmo progressivo, algoritmo exato, algoritmo interativo, algoritmo interativo
estocastico, algoritmo interativo ndo estocastico e algoritmo baseado na consisténcia
(NOTREDAME, 2002). O alinhamento multiplo tem sido utilizado para: validagdo de
ORF, padrdes de conservagdo diferencial, estudos evolucionarios, organizagdo de
dominios, modelagem de estruturas por homologia e propagag¢do de informagdes

(LECOMPTE et al., 2001).

3.3. Método de Modelagem Molecular por Homologia ou Comparativa

A caracteriza¢do funcional de uma proteina é um dos problemas mais freqiientes na
biologia (UCHOA et al. 2004). A seqiiéncia de uma proteina determina sua estrutura 3D,
contudo o algoritmo que permita, com precisdo, determinar a estrutura 3D de uma proteina,
partindo de sua seqiiéncia ainda esta por ser determinado. As estruturas 3D de proteinas
naturais sdo guiadas por dois distintos principios: as leis da fisica e da teoria da evolugdo.
Estes principios deram ascensdo a duas classes de métodos de predi¢do de estrutura de

proteina (Figura 17) (FISER er al., 2002). A primeira classe de método de aproximagéo (de
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novo ou ab initio), prediz a estrutura da seqiiéncia sozinha, sem confiar na similaridade do
nivel de enovelamento entre a seqiiéncia modelada e estrutura conhecida (BONNEAU &
BAKER, 2001). Os métodos de novo supdem que a estrutura nativa corresponde ao
minimo de energia livre global acessivel a proteina e tenta encontrar este minimo por uma
exploragdo de muitas conformagdes concebiveis de proteinas. Os dois componentes chaves
do método de novo que sdo o procedimento para eficientemente realizar a busca
conformacional, e a fun¢do de energia livre usada para conformagdes possiveis de avaliagio
(BONNEAU & BAKER, 2001). A segunda classe de métodos inclui rhreading
(DOMINGUES et al., 2000) e modelagem comparativa (BLUNDELL et al., 1987, MARTI-
RENOM et al., 2000), confia na similaridade detectavel que mede a maioria da seqiiéncia
modelada ao menos de uma estrutura conhecida. A modelagem de uma proteina pelo

método da homologia é baseada no conceito de evolugdo molecular.

GFCHIKAYTRLIMVG...

lEnovclamento

Fisica Evolugdo

Predicdo De novo Modelagem Comparativa
Figura 17 — Predi¢iio de estrutura de novo e modelagem comparativa de estrutura de proteina (FISER

et al., 2002).
Relacionamentos evolucionarios permitem o uso de métodos computacionais para
predizer a estrutura de uma proteina baseada na sua similaridade com estruturas de

proteinas conhecidas (ARCURI et al., 2004; PEREIRA et al., 2003; DA SILVEIRA et al.,
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2004). Entre todas as aproximagdes tedricas atuais, a modelagem molecular comparativa ou
por homologia de estruturas de proteina é o unico método computacional que tem o
potencial de construir um modelo 3D para uma proteina de estrutura desconhecida (o alvo)
baseada em uma ou mais proteinas relacionadas de estruturas conhecidas (os moldes) com
precisdo e confianga comparaveis a estruturas experimentais de baixa resolugio a partir da
sequéncia de aminoacidos (TRAMONTANO et al., 2001; BLUNDELL et al, 1987,
GREER, 1981; JOHNSON et al, 1994, SALI & BLUNDELL, 1993; SALI, 1995;
SANCHEZ & SALI, 1997, MARTI-RENOM et al., 2000; FISER er al., 2002; SANCHEZ
& SALI, 2000).

A técnica de modelagem, em geral, é cercada por diversas dificuldades, tais como
alinhamentos problematicos que geram os erros na modelagem comparativa, modelagem de
Algas (loops) existéncia de multiplos conformacionais, a modelagem de sitios de ligagédo e
modelagem das cadeias laterais (MUNIZ, 2003).

A precisdo da modelagem comparativa € correlacionada com a identidade da seqiiéncia
da porcentagem em que o modelo é baseado, imitando a correlag@o entre o estrutural e as
similaridades da seqiéncia de duas proteinas. Erros incluem enganos na modelagem das
cadeias laterais, distor¢oes e deslocamentos em regides de alinhamento, erros nas regides
sem molde, erros no alinhamento e moldes incorretos. Os erros de alinhamento aumentam

rapidamente abaixo da identidade da seqiiéncia de 30% e transformam-se na origem mais

significativa dos erros em modelos comparativos. Os modelos comparativos tém sido

usados em estudos de mecanismos cataliticos de enzimas, desenho e melhoramento de
ligantes, docking de macromoléculas, screening virtuais e docking de pequenos ligantes, etc
(FISER et al., 2002).

A modelagem comparativa consiste em quatro etapas principais (SANCHEZ & SALI,

1998; ESWAR ef al., 2003): (1) identificagdo da similaridade entre a seqiiéncia alvo de
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interesse € a0 menos uma estrutura de proteina conhecida (o molde); (ii) alinhamento da
seqiiéncia alvo e a sequéncia do molde(s); (iii) constru¢do de um modelo baseado no
molde(s) escolhido(s); e (iv) avaliagdo do modelo para verificar sua precisio (UCHOA et

al., 2004), mostradas na figura 18.
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Figura 18 - Passos da modelagem molecular comparativa (Sanchez & Sali, 1997).
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A localizag¢do no espago 3D do maior numero possivel de atomos da proteina (alvo)
depende do alinhamento. A construgdo da parte interna da proteina (alvo) baseia-se na idéia
de que a conformagdo da cadeia principal da estrutura (molde) pode ser transferida para ela.
Existem muitos métodos de modelagem dessas regides conservadas. Os mais importantes
sdo: a modelagem por corpo rigido (GREER, 1990; BLUNDELL ef al., 1987, BROWNE e#
al,, 1969), a modelagem pela combinagdo de segmentos (CLAESSENS et al., 1989;
LEVITT, 1992) e a modelagem pela satisfagio de restrigdes espaciais (SALI &
BLUNDELL, 1993) (FILHO & ALENCASTRO, 2003).

A utilidade da modelagem comparativa esta aumentando firmemente porque o
numero de diferentes enovelamentos estruturais que as proteinas adotam ¢ limitado e
porque o numero de estruturas novas determinadas experimentalmente esta aumentando

rapidamente. Esta tendéncia foi acentuada recentemente pelos projetos gendmicos

estruturais que tem como objetivo determinar a0 menos uma estrutura para a maioria das

familias de proteinas. Uma previsdo para que o genoma estrutural consiga seu objetivo é em
5-10 anos, fazendo modelagem comparativa aplicavel a maionia das seqiiéncias de
proteinas. A modelagem comparativa representa um ganho de tempo na obtengdo dessas
estruturas 3D relacionadas, ja que € independente das técnicas experimentais como

cristalografia e RMN (FISER et al., 2002).

3.3.1. Procura e Selecido do Modelo

A primeira etapa do método € a identificagdo de pelo menos uma proteina cuja
estrutura 3D é conhecida e que servira de molde para a determinagdo da estrutura da
proteina (alvo). Duas situagdes sdo, em geral, possiveis: (1) a familia protéica a que
pertence a proteina (alvo) € conhecida e (i1) ndo se sabe a que familia a proteina (alvo)

pertence (FILHO & ALENCASTRO, 2003).
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No primeiro caso, € suficiente selecionar a proteina (molde) diretamente do PDB
(BERMAN, et al. 2000, WESTBROOK et al., 2002). No segundo caso, 0 método mais
simples € procurar de forma sistematica um ou mais moldes adequados em um banco de
dados de estruturas (FILHO & ALENCASTRO, 2003) de proteinas conhecidas (PDB)

(http://www.rcsb.org/pdb), usando como parametro de entrada uma seqiiéncia de estrutura

ndo determinada (alvo) para que esta seja comparada com as seqiiéncias mais homologas
de estruturas conhecidas (moldes).

Neste trabalho foi utilizado o segundo caso através do programa FastA (PEARSON,
2000; PEARSON, 1995) para estar realizando a identificagdo dos moldes para as sete
enzimas da via metabolica do acido chiquimico. Os moldes escolhidos foram aqueles que
apresentavam identidade elevada e que ndo fosse inferior a 30% e que tivessem um menor
numero de espagos no alinhamento.

Depois de escolhido os moldes para cada enzima da via metabolica do acido
chiquimico, as coordenadas atomicas e informagdes (resolugdo da estrutura, organismo, se
tem ligante ou n#o,...) sobre o molde foram retiradas do banco de estruturas de proteinas

PDB (BERMAN, et al. 2000, WESTBROOK et al., 2002).

3.3.2. Alinhamento e Construcio do Modelo

Uma vez feita a sele¢cdo dos moldes, um método de alinhamento deve ser usado para
realizar um segundo alinhamento entre o molde com a seqiiéncia designada. O objetivo do
alinhamento é alinhar residuos estruturalmente equivalentes (FILHO & ALENCASTRO,

2003). Apds o alinhamento, é possivel reconhecer regides estruturalmente conservadas e

regides variaveis (FILHO & ALENCASTRO, 2003). Para este segundo de alinhamento

foi utilizado o alinhamento gerado pelo programa MODELLER (SALI & BLUNDELL,
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1993). Este alinhamento sera utilizado como entrada para gerar as modelagens no
programa MODELLER (SALI & BLUNDELL, 1993).

Neste trabalho de modelagem das enzimas da via metabdlica do acido chiquimico de
X. fastidiosa foi utilizado uma aproximagdo automatizada para modelagem comparativa
de estrutura de proteina baseada na satisfagdo da restrigdo espacial (Figura 19) (SALI &
BLUNDELL, 1993; FISER, 2000) que é executada pelo programa MODELLER

(http://guitar.rockefeller.edu) (SALI & BLUNDELL, 1993; FISER et al., 2002), através

do servidor de web PARMODEL (UCHOA et al., 2004).

A modelagem comparativa por satisfagdo de restrigdo espacial consiste de trés etapas
basicamente para constru¢gdo do modelo (alvo). Na primeira etapa da construgdo do
modelo, as restrigdes espaciais da seqiiéncia alvo sdo calculadas, a partir do segundo
alinhamento gerado. No geral, as restri¢gdes sdo expressas como fungdes de densidade de
probabilidade condicional (pdf) P(f/I) para a caracteristica espacial restrita f, dado
diversas variaveis I que foram encontradas para as caracteristicas a serem preditas. Ha
trés tipos de restrigdo, depende da origem e da natureza da informagdo I (SALI &
BLUNDELL, 1993; FISER et al., 2002).

Primeiramente, as restrigdes sdo obtidas para aqueles residuos do alvo que sdo
alinhados com os residuos do molde. Esta homologia derivada das restrigdes limitada as
distancias entre os atomos da cadeia principal e cadeia lateral, bem como os angulos
diedros da cadeia principal (®, ¥ e Q) e os angulos diedros da cadeia lateral (y;). Estas
restrigdes foram obtidas de uma analise estatistica de 105 familias alinhadas que incluem
416 proteinas definidas estruturalmente (SALI & OVERINGTON, 1994). Por exemplo,
uma restri¢do numa certa distancia entre dois Ca-Ca equivalentes em duas estruturas de

proteina relacionadas sdo bem descritas por uma soma pesada de duas fung¢des Gaussianas
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que correspondem as duas distancias do molde, respectivamente (SALI & BLUNDELL,
1993; FISER et al., 2002).

A segunda classe de restrigdes reflete as preferéncias estatisticas extraidas das
estruturas de proteinas conhecidas no geral e sdo relacionadas aos potenciais estatisticos
médios de for¢a (FISER ef al., 2002). As restrigdes dependem somente dos tipos restritos
de atomos ou residuos e ndo da estrutura do molde. Estas restri¢gdes sdo aplicadas a cadeia
principal e aos angulos diedros da cadeia lateral dos residuos alvos que ndo sdo alinhados
com os residuos do molde e para as distancias entre todos os pares de atomos ndo ligados.
Sao usados porque foram encontrados para resultar em modelos mais exatos do que os
termos correspondentes do campo de forca mecanica molecular (FISER er al., 2000;

SALI & BLUNDELL, 1993; FISER et al., 2002).

Alinhamento Alvo-Molde

3D GKITFYERGFQGHCYESDC-NLQP.
SEQ GKITFYERG==-RCYESDCPNLQP...

Extracéo das Restricdes  Espaciais

88 ..
Hu-» DA

| \..P
v N

Satisfac@io das Restricdes  Espaciais

Figura 19 — Modelagem comparativa de estrutura de proteina por satisfacdo de restrigio espacial
(FISER ef al., 2002). Primeiro, a estrutura 3D conhecida usada como modelo é alinhada com a
seqiiéncia (alvo) a ser modelada. Segundo caracteristicas espaciais sdo transferidas do modelo para o
alvo. Terceiro e ultimo passo, 0 modelo 3D é obtido por satisfa¢io de todas as restri¢ies que sio
possiveis.
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O terceiro tipo de restrigdo € obtido a partir do campo de forga mecanica molecular do
CHARMM-22 (MACKERELL er al., 1998) e incluem restri¢gdes de ligagdes quimicas.
Estas restrigdes mecanicas moleculares refor¢am estereoquimicamente o modelo correto.
Depois que todas as pdfs sdo calculadas, seus logaritmos sdo somados para obter uma
fung¢do objetiva que dependa do modelo e dé sua probabilidade. Finalmente, o0 modelo que
contem todos os atomos ndo hidrogenados é calculado otimizando a fungdo objetiva no
espago cartesiano. A otimizagdo é realizada pelo método da fun¢do do alvo variavel que
emprega gradientes conjugados e a dindmica molecular com simulated annealing (SALI
& BLUNDELL, 1993; FISER et al., 2002).

A saida é um modelo 3D para a seqiiéncia alvo contendo todas as cadeias principais e
cadeias laterais dos atomos sem o hidrogénio. Além da construgdo do modelo, o
MODELLER (SALI & BLUNDELL, 1993) pode executar tarefas auxiliares adicionais,
incluindo um alinhamento de duas seqiiéncias de proteina ou de seus perfis, alinhamento
multiplo de seqiiéncias e/ou de estruturas de proteina, calculo de arvores filogenéticas, e

modelagem de novo de algas nas estruturas de proteina (JACOBSON & SALI, 2004). O

programa ¢ usado com uma linguagem de script e ndo tém graficos. E escrito na

linguagem de programagdo Fortran90 e funciona em computadores com Unix (SALI &
BLUNDELL, 1993).

PARMODEL (UCHOA er al, 2004) é um pipeline e um servidor web para
modelagem comparativa automatizada de estruturas de proteinas 3D. O PARMODEL
tem como objetivo executar a modelagem, avaliagdo, visualizagdo e otimizagdo dos
modelos de proteinas, conseqiientemente € subdividido em quatro modulos: Modelagem
Parmodel, Avaliagdo Parmodel, Visualizagdo Parmodel, e Otimizagdo Parmodel. O
PARMODEL automatiza e integra os principais programas usados na modelagem

comparativa como: MODELLER (SALI & BLUNDELL, 1993), PROCHECK
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(LASKOWSKI et al., 1993), Raster3D (BACON & ANDERSON, 1988; MERRITT,
1994), MOLSCRIPT (KRAULIS, 1991) e GROMACS (VAN GUNSTEREN et al., 1996;
BERENDSEN et al., 1995; LINDAHL et al., 2001).

PARMODEL executa a paralelizagdo do MODELLER em um cluster Beowulf de 16
PCs rodando em Linux. O usuario pode construir varios modelos para uma mesma
proteina (até 1000) e pode aumentar a possibilidade de obter um bom modelo, porque as
mudangas nas restrigdes espaciais iniciais gerardo diferentes conformag¢des na estrutura
final.

O moédulo de modelagem do PARMODEL requer algumas informagdes e arquivos na
interface de entrada de dados para comegar a modelagem dos modelos, como: (i) a
seqiiéncia de aminoacido da proteina (alvo), (ii) até oito estruturas de proteinas (moldes),
(ii1) o numero de modelos 3D (alvo) a ser modelado, (iv) escolher o método experimental
dos modelos, (v) escolher o nimero de ligantes que o modelo (alvo) ou se ndo vai ser

modelado com ligantes, (vi) escolher que programas serdo usados para avaliar os

modelos: PROCHECK (LASKOWSKI et al., 1993) e 3DAnalysis (LUTHY et al., 1992;

BOWIE et al., 1991) e (vii) escolher como os modelos finais serdo classificados, pela
fungdo objetiva do MODELLER ou pela qualidade estereoquimica. Depois de entrar com
as informagdes € so submeter os dados de entrada e aguardar o retomo do melhor modelo
gerado. O mddulo de modelagem do PARMODEL retoma os resultados da modelagem
por e-mail, que contém um arquivo comprimido com o melhor modelo da estrutura de
proteina (alvo), o resultado do alinhamento, uma lista com a fungdo objetiva do
MODELLER ou da qualidade estereoquimica do modelo para todos os modelos

construidos e os resultados da analise para o melhor modelo.
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3.3.3. Avalia¢ao do Modelo

Diversas metodologias existem para a checagem e avaliagdo da qualidade de uma
estrutura, seja ela determinada experimentalmente ou por modelagem. O modelo pode ser
avaliado como um todo ou por regides. Como a qualidade do modelo depende muito da
estrutura da proteina (molde) utilizada, € preciso que esta ultima tenha sido obtida em alta
resolugio (<2A) e com um fator-R satisfatorio (<20%). A qualidade do modelo construido
sera proporcional a qualidade da estrutura 3D utilizada como molde (SANCHEZ AND
SALI, 1998).

A analise geométrica das estruturas de proteinas possui dois objetivos principais: (1)
avaliagdo interna de sua consisténcia intrinseca que verifica se o0 modelo satisfaz ou néo
as restrigdes calculadas e (11) avaliagdo externa que confia em informagdes que ndo foram
usadas no calculo do modelo. A analise geométrica pode mostrar onde um modelo
determinado experimentalmente ou por modelagem viola as leis da quimica. Existem leis
da fisica que governam interagdes intermoleculares. Essas interagdes limitam n3o somente

os contatos entre pares de atomos em diferentes partes de uma cadeia protéica, como

também o tanto que os atomos possam girar livremente ao redor das ligagdes que os

conectam. A estrutura das oOrbitas atOmicas e a natureza das ligagdes entre atomos
impdem limites naturais na posi¢do de atomos ligados entre si, de modo que os angulos de
ligagdo e os angulos diedros fiquem, restritos a um grupo limitado de valores. Algumas
sdo executadas de forma independente; outras sdo incorporadas em pacotes de simulag@o
e de analise de estrutura mais abrangentes (GIBAS & JAMBECK, 2001).

A qualidade das enzimas da via metabdlica do acido chiquimico foram avaliadas
através dos programas: WHATCHECK/WHATIF (HOOFT et al., 1996; VRIEND, 1990),
VERIFY-3D (BOWIE et al., 1991; LUTHY et al.,1992; KABSCH & SANDER, 1983),

RMSD da geometria ideal (ENGH & HUBER, 1991; KEARSLEY, 1989) usando o
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programa X-PLOR (SCHWIETERS et al., 2003; BRUNGER, 1992), o RMSD entre a
distancia dos atomos de Ca - Ca sobrepostos (KABASH & SANDER, 1983) usando o
programa LSQKAB do pacote CCP4 (Collaborative Computational Project N° 4., 1994),
o G-factor usando o programa PROCHECK (LASKOWSKI et al., 1994) e o diagrama de
Ramachandran (RAMACHANDRAN er al, 1963; RAMAKRISHNAN &
RAMACHANDRAN, 1965) usando o programa PROCHECK (LASKOWSKI et al.,
1994),

Na avaliagdo da interagdo entre enzima-ligante foram venficadas as ligagdes
intermoleculares de hidrogénio, a area de contato do ligante com a proteina através da
rotina AEROMOL do pacote CCP4 (Collaborative Computational Project N° 4., 1994),
ligagdes de van der Waals e o potencial eletrostatico de superficie gerado pelo GRASP
(NICHOLLS et al., 1991).

Para obter a analise do programa VERIFY-3D (BOWIE er al., 1991; LUTHY et

al ,1992; KABSCH & SANDER, 1983), e o diagrama de Ramachandran foi utilizado o

modulo de avaliagio do programa PARMODEL (UCHOA et al., 2004). O médulo de

avaliagdo PARMODEL permite que o usuario avalie os modelos gerados por modelagem,
difragdo de raios X e RMN. O modulo requer como entrada apenas um arquivo das
coordenadas atomicas no formato “pdb” da proteina que sera avaliada, os resultados s@o
mostrados na mesma pagina da web. As saidas geradas podem ser salvas em arquivos
com extensdo “pdf” para o PROCHECK e para o VERIFY-3D uma pagina de web com os

valores e um grafico.
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3.4. Métodos de Avaliacao

3.4.1. PROCHECK

O PROCHECK (LASKOWSKI er al., 1994) analisa a geometria global da estrutura
ou cada residuo individualmente, utilizando para isso pardmetros estereoquimicos

derivados de estruturas de alta resolugdo ou bem refinadas (MORRIS er al., 1992) que

constituem sua base de dados. E um pacote popular de programas para verificagio da

qualidade da estrutura 3D da proteina, que inclui cinco programas, onde quatro sdo
escritos na linguagem de programagdo Fortan77 e um escrito em C, pode ser executado
em sistemas UNIX e Windows.

Os parametros estereoquimicos usados sdo aqueles descritos em detalhe em MORRIS
et al. (1992). As verificagdes também fazem uso do comprimento e angulo de ligagio
ideal, derivados de uma analise detalhada (ENGH & HUBER, 1991) de estruturas de
pequenas moléculas em Cambridge Structural Database (CSD) (ALLEN et al., 1979).
Estes parametros utilizados como informagdes estereoquimicas checados pelo
PROCHECK sdo: ligagdes covalentes, planaridade de grupos planares (aromaticos,
ligagdes peptidicas, etc.) angulos diédricos, quiralidade, interagdes ndo covalentes,
ligagdes de hidrogénio da cadeia principal e pontes de dissulfeto.

O PROCHECK requer como entrada um arquivo das coordenadas atomicas da
estrutura da proteina a ser avaliada no formato “pdb” e produz representagdes coloridas
em PostScript (Adobe System Inc., 1985) facilmente interpretadas, descrevendo a
estrutura de uma proteina, e também comparando duas estruturas de proteinas
relacionadas, juntamente com uma lista detalhada de residuo por residuo. Dando uma
avaliagdo da qualidade total da estrutura, em comparagdo as estruturas bem-refinadas da

mesma defini¢do, e destaca também as regides que podem necessitar uma investiga¢do
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mais adicional. Dentre as varias analises fornecidas pelo PROCHECK foram utilizadas

neste trabalho: o Diagrama de Ramachandran e o G-factor.

3.4.2. Diagrama de Ramachandran

G. N. Ramachandran descreveu as conformagdes disponiveis para os aminoacidos em
uma cadeia polipeptidica. A conformagdo da cadeia peptidica é simplesmente descrita
pelos valores dos angulos diedros na estrutura principal da proteina (angulo descrito pelo
nitrogénio e carbono alfa (N-Cy) e o angulo descrito pelo carbono alfa e carbono Cu-C)
(Figura 20). Esses angulos s3o denominados angulos de tor¢do ¢ e ¢, respectivamente
(GIBAS & JAMBECK, 2001). Por convengdo, ambos, ¢ ¢ ¢, sdo definidos como 0° na
conformagdo na qual as duas liga¢des peptidicas conectadas a um unico carbono a estdo
em um mesmo plano. Em principio, ¢ e ¢ podem ter qualquer valor entre -180° e +180°,

porém muitos valores de ¢ ¢ ¢ sdo proibidos pelas interferéncias estéricas entre atomos

pertencentes ao mesmo esqueleto polipeptidico e pelas cadeias laterais dos residuos de

aminoacidos. A conformagdo na qual ¢ ¢ ¢ sdo, ambos, iguais a 0° é proibida por esta
razio; esta conveng¢do ¢ meramente usada como ponto de referéncia para descrever os

angulos de rotagdo.

Figura 20 — Parte de uma cadeia polipeptidica indicando os graus de liberdade torcional de cada
unidade peptidica e os dngulos de rotacio ¢ e .
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A cadeia ndo é livre para girar ao redor do terceiro tipo de ligagdo na estrutura
principal da proteina, a ligagdo peptidica, por ser uma ligagdo parcialmente dupla e,
portanto quimicamente restrita a ser planar; sendo assim, os valores de ¢ e ¢ para cada
aminoacido fornecem uma descrigdo completa da estrutura da cadeia principal da
proteina.

G. N. Ramachandran usou modelos de pequenos peptideos para variar
sistematicamente os angulos de tor¢do ¢ ¢ ¢ com o objetivo de encontrar conformagdes
estaveis. Para cada conformagdo, a estrutura foi examinada para verificar a proximidade
existente dos contatos entre os atomos. Os atomos foram tratados como esferas duras com
as dimensdes que correspondem a seus raios em van der Waals. Conseqiientemente, os
angulos de tor¢ao ¢ ¢ ¢ que fazem com que as esferas colidam correspondem a
conformagdo estericamente ndo permitida (regido ndo permitida) para a cadeia principal
de um polipeptidio (RAMAKRISHNAN, 2001).

O diagrama de Ramachandran (RAMACHANDRAN er al, 1963;
RAMAKRISHNAN & RAMACHANDRAN, 1965) indica a distribui¢do dos angulos @

¢ y dos residuos pertencentes a uma determinada estrutura. Seus indicadores de qualidade

baseiam na analise de 118 estruturas de resolu¢do de pelo menos 2,0 A de resolugdo e

Rfactor menor 20%. Nos seus critérios uma estrutura de boa qualidade deve ter 90% ou
mais de seus residuos nas regides mais favoraveis (Figura 21). No diagrama abaixo as
areas em branco correspondem a regides onde existem os choques estereoquimicos na
proteina. Estas regides ndo permitidas estericamente sdo para todos os aminoacidos
exceto a glicina (Gly) que € a unica que ndo tem cadeia lateral e pode adotar os angulos

de torgdo ¢ e @ em todos os quadrantes do diagrama de Ramachandran.
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As regides vermelhas correspondem a conformagdo onde ndo ha nenhum choque
estereoquimico, ou seja, sdo as regides permitidas e aonde se encontram as hélices-a ¢
folhas-B. As areas em amarelo mostram as regides limites onde um raio ligeiramente mais
curto de van der Waals ¢ usado no calculo. Isto faz com que tenha uma regido adicional

que corresponda a hélices esquerda e direita.

The Ramachandran Plot.

Left
handed
alpha-helix.

Right handed
alpha-helix.

-180i A
-180 -phi 0 + phi 180

Figura 21 - Diagrama de Ramachandran. A regifio generosamente permitida em vermelho, a regiio
adicionalmente permitida em amarelo e a ndo permitida em branco. E as regides onde estiio as
hélices-a e folhas-p
Os aminoacidos L ndo podem formar extensas regides de hélices esquerdas, mas

ocasionalmente os residuos individualmente podem adotar esta conformagdo. Estes

residuos sdo geralmente glicinas (Gly), mas também podem ser residuos de asparaginas

ou aspartatos onde a cadeia lateral forma uma ligagdo de hidrogénio com a cadeia

principal e estabiliza conseqiientemente esta conformagdo inicialmente desfavoravel. A
hélice 3(10) ocorre perto da regido hélice-a na parte superior a direita e esta na borda da

regido adicionalmente permitida indicando uma estabilidade mais baixa. As regides ndo
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permitidas envolvem geralmente um obstaculo estérico entre a cadeia lateral do grupo

metileno Cy e atomos da cadeia principal.

3.4.3. G-factor

O G-factor fornece uma medida do desvio de uma dada propriedade estereoquimica
(angulos de tor¢do e geometria covalente), baseado nas distribuigdes observadas nos
parametros estereoquimicos em sua base de dados e uma medida da normalidade da

estrutura como um todo.

e Angulos de tor¢do: (i) combinagdo ¢ e ¢ , (i) combinagdo % — %, (111) torg¢do

para aqueles que ndo tem um y», (iv) combinagdo dos angulos de torgdo x; ¢ y: ¢
tor¢do do angulo w.

Geometria covalente: comprimentos de liga¢do e angulos de ligagdo da cadeia
principal.

Para um dado residuo, um baixo valor do G-factor indica uma baixa probabilidade de
ocorréncia do parametro que se observa. O calculo do G-factor global envolve os diversos
G-factors para toda a estrutura, num unico namero. O G-factor global é a melhor medida
da qualidade total da estereoquimica de uma molécula. Por exemplo, os residuos que
caem nas regides ndo permitidas do diagrama de Ramachandran terdo um G-factor baixo
(ou muito negativo). Se uma proteina tiver muitos residuos com G-factor baixo sugere
que algo pode estar errado com geometria total da proteina avaliada.

Para que os angulos de tor¢do do G-factor obtivessem um padrao foram derivados de
uma analise de 163 ndo homologos, cadeias de proteinas de alta resolugdo escolhidas das
estruturas resolvidas por cristalografia por raios X com uma resolugio <2 A e um R-fator

< 20%. As analises forneceram as distribuigdes observadas de ¢, @, 1 — %2, X1, Y. € @
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para cada um dos 20 tipos de aminoacidos. Estas distribui¢des foram divididas entdo em
celas. Por exemplo, cada tipo de residuo do diagrama Ramachandran de valores ¢ ¢ ¢
foram divididos em celas 45x45. Os numeros das observagdes em cada celas foram
usados para calcular a probabilidade para cada tipo cela. Para calcular os comprimentos e
angulos de ligagao da cadeia principal, o G-factor usa como parametro os valores medidos

de pequenas moléculas e desvios padrdes de Engh & Huber (1991).

3.4.4.VERIFY-3D

O VERIFY-3D (BOWIE et al,, 1991; LUTHY et al., 1992; KABSCH & SANDER,
1983) mede a compatibilidade entre a seqiiéncia de aminoacidos de uma proteina e o
modelo da sua estrutura tridimensional, usando um perfil 3D. Para tanto, o programa
utiliza a seguinte metodologia: 1) reduz a estrutura 3D a uma seqiiéncia de ambientes
quimicos (um para cada residuo) categorizados entre 18 possibilidades de acordo com a
area do residuo exposta ao solvente, com a fragdo de contatos feitos com atomos polares e
a estrutura secundaria local (perfil 3D), 2) utilizando uma matriz (chamada matriz 3D-1D
(BOWIE ef al., 1991)) que descreve a probabilidade de se encontrar cada um dos 20
aminoacidos em cada uma das 18 classes de ambientes quimicos, o programa determina a

probabilidade, por residuo, de acordo com o tipo de aminoacidos e a natureza do ambiente

quimico calculado no passo anterior. A matriz 3D-1D é previamente conhecida e derivada

de uma analise de estruturas conhecidas de boa qualidade (BOWIE er al., 1991, LUTHY
etal., 1992).

O resultado é uma medida da compatibilidade entre a seqiiéncia e sua estrutura 3D
descrita pelo seu perfil tridimensional. Liithy ef al. (1992) determinaram empiricamente o

indice global esperado de Sca. = exp (-0,83+1,008 x In(L)) de compatibilidade entre a

AV
AVAYAY

T
2 3 4 5, 6 7 unespw.l 12 12 14 15 16 17 18



Metodologia e Ferramentas

seqiiéncia e a estrutura 3D onde L é o comprimento da seqiiéncia e S, representando,
entdo, a soma das probabilidades individuais dos residuos. Liithy ef al. (1992) também
sugere um limite de 0,45xS.,. para a confiabilidade da compatibilidade
sequéncia/estrutura. Valores menores que 0,45xS... indicam uma estrutura incorreta,
valores em tomo de 0,45xS.,c podem estar corretas, mas possuem qualidade questionavel
e valores acima de 0,45xS.,; indicam uma estrutura correta. O VERIFY-3D requer como

entrada um arquivo de coordenadas atomicas no formato .pdb.

3.4.5. WHATIF/WHATCHECK

O WHATIF (VRIEND, 1990) pode calcular quase todas as propriedades de proteinas,
desde a area de superficie acessivel a solvente até valores de pKa para contato com a
dindmica molecular com GROMOS (VAN GUNSTEREN et al., 1987).

O WHATCHECK (HOOFT et al., 1996) fornece acesso a um subconjunto de
verificagdes de qualidade estrutural WHATIF. WHATCHECK da informagdes sobre a
formagdo de regides centrais hidrofobicas, a acessibilidade de residuos e atomos a
moléculas de solvente (agua), a distribuigdo espacial de grupos i10nicos, a distribui¢do das
distancias atomicas e das ligagdes de hidrogénio da cadeia principal. Ou seja, retrata a
estereoquimica, comprimentos de ligagdes, angulos e diedros, entre outras quantidades na

forma de um relatério gerado no formato pdf.

3.4.6. RMSD (Desvio Médio Quadratico)

O RMSD pode ser calculado de duas maneiras: (1) uma fungdo de todos os atomos de

uma proteina (ENGH & HUBER, 1991 — Formula 1) e (1) uma fungdo de algum

subconjunto dos atomos, como a estrutura principal da proteina ou posigdes de C, apenas
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(KABASH & SANDER, 1983 — Formula 2). O pardmetro mais comum que expressa a
diferenga entre duas estruturas protéicas € o RMSD, ou desvio médio da raiz quadrada,
em posi¢des atomicas entre as duas estruturas.

Quando o RMSD ¢ calculado como uma fungdo de todos os atomos de uma proteina,
podemos adotar a seguinte defini¢do que o RMSD serve para analisar a medida de quanto
a posigdo de cada atomo de uma estrutura varia com relagdo a um vetor aceito, e ¢
denominado como RMSD da geometria ideal (KEARSLEY, 1989). O RMSD da
geometria ideal utiliza como pardmetros o comprimento e angulo de ligagdo ideal,
derivados de uma analise detalhada (ENGH & HUBER, 1991) de estruturas de pequenas
moléculas em Cambridge Structural Database (CSD) (ALLEN et al., 1979). O programa
utilizado para executar os calculos de comprimento e angulos de ligagdo foi o programa
X-PLOR (SCHWIETERS er al., 2003; BRUNGER, 1992).

Quando o RMSD ¢ calculado como uma fungdo de algum subconjunto dos atomos é
comum a utilizagdo de um subconjunto de atomos da proteina, quando duas estruturas
protéicas sdo comparadas, elas ndo serdo idénticas entre si em seqiiéncia e, por isso, 0s
unicos atomos entre comparagio de posi¢do (um-a-um) que podem ser efetuados sdo os
atomos da estrutura principal (C, C,). Neste contexto abordado a orientagdo de uma
estrutura molecular se toma importante. Uma vez que as estruturas de proteinas sdo

geralmente descritas em coordenadas atdmicas cartesianas, € surgem cOomo uma

orienta¢do incorporada em relagdo ao espago. O RMSD ¢é uma fungdo da distancia entre

0s atomos em uma estrutura € 0s mesmos atomos em outra estrutura. Portanto, se uma
molécula comegar em uma posigdo diferente do sistema de coordenadas de referéncia, a

outra molécula, o RMSD entre as duas proteinas sera calculado independentemente.
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-

N

rmsdc, ¢ = Z (d_;' —dcy-c ) N
J=1 ;

Formula (1) Formula (2)

Para computar RMSDs significativos, as duas estruturas em consideragdo devem
primeiro ser superpostas, desde que possivel. A superposi¢do das estruturas de proteinas
comega geralmente com uma comparagdo de sequéncias. A comparagdo de seqiiéncias
define as relagdes um-a-um entre os pares de atomos onde o RMSD ¢é computado. As
relagdes atomo-a-atomo, para fins de comparagéo de estruturas, podem ocorrer na verdade
entre residuos que ndo estdo na mesma posig¢do relativa na seqiiéncia de aminoacidos. As
insergdes e delegdes da sequéncia podem forgar duas seqiiéncias a ficarem sem registro
entre si, enquanto a arquitetura central das duas estruturas permanece similar.

Uma vez definida as relagdes atomo-a-atomo entre duas estruturas, com um programa
de sobreposi¢do como 0 LSQKAB do pacote CCP4 (Collaborative Computational Project
N° 4., 1994) alcangamos uma superposi¢do Otima entre as duas estruturas, isto €, a
superposi¢do com o menor RMSD possivel. A sobreposi¢do de um par de atomos pode
perfeitamente deixar outro par de atomos a parte. Os algoritmos de superposi¢do
otimizam a orientagdo e a posi¢do espacial de duas moléculas (translagdo e rotagdo) entre
si. Uma vez efetuadas as superposigdes 6timas de todos os pares de estruturas, os valores
de RMSD que sdo computados como resultado podem ser comparados entre si, ja que as
estruturas foram removidas para a mesma estrutura de referéncia antes de fazer os

calculos de RMSD (GIBAS & JAMBECK, 2001).

3.4.5. GRASP
Muitas das atividades de um organismo estdo baseadas nas atividades das proteinas

mediadas pelas suas interagdes com o meio: acidos nucléicos, agua, sal, outras proteinas e
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inumeras moléculas presentes nos sistemas. Essas interagdes surgem a partir de forgas ndo
covalentes. Entre as forgas ndo covalentes existentes estdio a interagdo eletrostatica.

Ligagdes eletrostaticas (ionicas) resultam da atragdo eletrostatica entre dois grupos

ionizados com cargas opostas, tais como os grupos carboxila (COO) e amina (NH'"). Na

agua, essas ligagdes sdo fracas, mas num ambiente hidrofobico tal como o contato
proteina-proteina, elas ficam mais fortes.

Podemos pensar na eletrostatica molecular de uma proteina como um grupo de cargas
elétricas em um meio dielétrico. No modelo que computa potenciais eletrostaticos para
moléculas de proteinas, cada atomo é representado como um ponto com uma carga
atdmica parcial. A superficie acessivel ao solvente da proteina forma o limite entre 0 meio
interior da proteina e 0 meio exterior que circunda a proteina (GIBAS & JAMBECK,
2001). A eletrostatica molecular para modelagem molecular é algo muito interessante a
ser estudado na proteina. Porque a especificidade e afinidade entre uma enzima e seu
inibidor dependem da diregdo das ligagdes de hidrogénio e das interagdes 16nicas, bem
como a complementaridade de carga e de forma de contato de superficie.

Na complementaridade de forma o sitio de ligagdo do substrato ou ligante depende de
um entalhe ou sulco na superficie de uma proteina, complementar ao formato do substrato
ou ligante. Na complementaridade de cargas, os residuos de aminoacidos que formam o
sitio de ligagdo estdo organizados de modo a formar interagdes de atragdo especificamente
com substratos ou ligantes. As moléculas que se diferem do substrato no formato ou
distribuigdo de cargas ndo podem ligar-se produtivamente a proteina.

O GRASP é um programa de analise e visualizagdo de moléculas particularmente util
para a visualizagdo e manipulagdo das superficies das moléculas e suas propriedades
eletrostaticas. O programa contém algoritmos para a resolugdo da equagdo Poisson-

Boltzmann que permite uma descrigdo do campo eletrostatico gerado pelas cargas
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existentes na molécula. O GRASP é um programa de visualizagdo da superficie molecular
de alta qualidade, desenvolvido pelo grupo de Barry Honig na Universidade da Colombia,
escrito para maquinas Silicon Graphics e tem uma linguagem propria, capaz de gerar a
superficie da proteina, calcula o potencial eletrostatico desta e escreve um arquivo com 0s
valores de potencial eletrostatico calculados para cada atomo.

O GRASP também pode ler arquivos de potenciais eletrostaticos e exibi-los como
caracteristicas de uma superficie molecular, além de ter muitas outras op¢des de exibigdo

para criagdo de interpreta¢des visuais didaticas bonitas das propriedades eletrostaticas.

3.5. Modelagem das Regioes de Alcas

As diferengas funcionais entre membros de uma mesma familia protéica sdo, em geral,
consequéncia de diferengas estruturais na superficie externa das proteinas. Estas diferengas
provém de substituigdes, eliminagdes e inser¢des de residuos nas cadeias de proteinas
homologas, principalmente nas algas que sdo as regides mais expostas da proteina. Por

serem regides estruturalmente variaveis, as alg¢as geralmente determinam a especificidade

das proteinas, contribuindo para a estrutura dos sitios de ligagdo (no caso de enzimas, sitios

ativos). Consequientemente, a modelagem das algas € uma etapa essencial na geragdo de
modelos protéicos por homologia (FISER, 2000).

Os erros nas algas sdo o problema dominante em modelagem comparativa acima da
identidade da seqiiéncia de 35%. Nesta escala de similaridade total, as algas entre os
homologos variam quando as regides do nucleo relativamente forem ainda conservadas e
alinhadas exatamente (FISER er al., 2002). Os métodos de predigdo de algas classificam-se
em: métodos ab initio (FISER, 2000; MOULT & JAMES, 1986; BRUCCOLERI &

KARPLUS, 1987) e métodos comparativos (GREER, 1981; JONES & THIRUP, 1986;
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VAN VLIMEN & KARPLUS, 1997, CHOTHIA & LESK, 1986; MARTIN &
THOMTON, 1996).

O moédulo de modelagem de lago do MODELLER executa a otimizagdo baseada na
aproximacgdo (FISER, 2000). As principais razdes sdo a generalidade e simplicidade
conceitual da minimizagdo de energia, assim como as limitagdes impostas na aproximagao
da base de dados por um numero relativamente pequeno de estruturas de proteinas
conhecidas (FISER er al., 2002, FISER et al., 2000).

O método otimiza as posi¢des de todos os atomos de ndo hidrogénio de um lago em um
ambiente fixo. A otimizagdo confia em um protocolo que consiste na minimizagdo do
gradiente conjugado e na simulagdo molecular da dindmica com simulated annealing
(FISER et al., 2003). A fungdo da pseudo-energia tem termos de um campo for¢a mecanica
molecular bem como restrigdes baseadas nas distribuigdes estatisticas derivadas de
estruturas de proteinas conhecidas. Ligagdes, angulos, alguns angulos diedros e angulos
diedros improprios sdo contidos pelos termos correspondentes na fungdo potencial do
CHARMM-22 (MACKERELL et al., 1998, FISER et al., 2003). Os angulos diedros da
cadeia principal e lateral bem como os pares de atomos nao ligados sdo restringidos pelos
potenciais estatisticos extraidos de muitas estruturas de proteinas conhecidas (SALI &
BLUNDELL, 1993; SALI & OVERINGTON, 1994; FISER et al, 2000, MELO &
FEYTMANS, 1997; FISER et al., 2003). O método de modelagem de algas no
MODELLER inclui também o efeito de solvatagdo apenas indiretamente, com o potencial
estatistico da for¢a média usado restringir o contato entre atomos ndo ligados de uma

proteina (FISER et al., 2002).

3.6. Modelagem das Cadeias Laterais
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Como no caso das algas, as conformagdes das cadeias laterais também sdo modeladas a
partir de dados estéricos e energéticos de estruturas semelhantes obtidos
experimentalmente. A modelagem é feita com o auxilio de bancos de dados de rotameros
permitidos de cadeias laterais (y,), derivados de estruturas terciarias do PDB em alta
resolugdo (FILHO & ALENCASTRO, 2003). A Figura 21 define esquematicamente os
angulos torcionais de proteinas envolvidos na analise.

As bibliotecas de rotameros sdo conjuntos de parametros usados especificadamente para
a otimizagdo de posigdes das cadeias laterais na criagdio de modelos moleculares. Sdo
denominadas bibliotecas de rotimeros porque contém informagdes sobre as rotagdes
permitidas dos atomos das cadeias laterais de aminoacidos remotos ao redor da ligagdo Ca-
CP, expressos como os valores permitidos de angulos diedros de cadeias laterais (GIBAS &

JAMBECK, 2001).

Figura 22 — Defini¢iio dos Angulos torcionais da cadeia principal (P e V) e das cadeias laterais (y,)
(FILHO & ALENCASTRO, 2003).

Devido as restrigdes estéricas na rotagdo de ligagdo, as cadeias laterais de aminoacidos

em proteinas assumem apenas algumas conformagdes sem conseqiiéncias energéticas

desfavoraveis. As bibliotecas de rotimeros podem ser derivadas por meio de restrigdes de

angulos e de ligagdes quimicas, mas estdo mais propensas a serem desenvolvidas pela

analise das conformagoes assumidas pelas cadeias laterais de aminoacidos em estruturas
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protéicas conhecidas. As bibliotecas de rotameros podem ser dependentes ou independentes
da estrutura principal. As bibliotecas independentes da estrutura principal classificam todos
os exemplos de um determinado aminoacido como parte do mesmo conjunto, mesmo se
uma ocorréncia estiver dentro de uma folha-p e outra estiver dentro de uma hélice-a. Por
outro lado, as bibliotecas dependentes da estrutura principal ainda classificam os
aminoacidos, de acordo com a sua ocorréncia em estruturas secundarias especificas (GIBAS
& JAMBECK, 2001).

A utilizagdo de bibliotecas de rotameros de cadeias laterais € um dos métodos mais
eficientes de predigio da estrutura das cadeias laterais de proteinas. Elas permitem estimar a
probabilidade de cada cadeia lateral assumir uma determinada conformagéo (x,) em fungdo
dos angulos conformacionais da cadeia principal (y e @) e do tipo de residuo. A precisdo
aproximada do método € de 82% para o angulo diedro y; e de 72% para os diedros ;1 € %2,
tomados simultaneamente. Esta precisdo é alcangada para pares de estruturas que
compartilham de 30 a 90% de identidade. Quando as cadeias laterais estdo localizadas na

superficie da proteina, deve-se incluir termos de solvatagdo no processo de modelagem.

Além disso, a inclusio de termos que descrevem as ligagdes hidrogénio melhora

significativamente a predi¢do da estrutura das cadeias (FILHO & ALENCASTRO, 2003).
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6. RESULTADOS E DISCUSSAO

Foi gerado um total de 1000 modelos para cada enzima da via metabolica do acido
chiquimico de X. fastidiosa, e foi escolhido o melhor modelo com o critério de avaliagio de
qualidade estereoquimica utilizando o PROCHECK (LASKOWSKI ez al., 1994) e a fungio

objetiva do MODELLER (SALI & BLUNDELL, 1993).

6.1. Comparacio da Seqiiéncia Primaria

A porcentagem de identidade da seqiiéncia primaria (Tabela 2) entre as enzimas da via
do acido chiquimico de Xylella fastidiosa (alvos) e dos moldes indica que estas estruturas
3D sao bons modelos para usarmos como moldes na modelagem das enzimas da via do
acido chiquimico de Xylella fastidiosa (alvos), pois apresentam identidade > 30% (com uma
excec¢do). Os valores encontrados para similaridade entre os moldes e seus respectivos
modelos (alvos) ficaram > 60% (Tabela 2).

O alinhamento entre as enzimas da via do acido chiquimico de Xylella fastidiosa (alvos)
e dos moldes sao mostrados nas figuras 23 A-G. Para gerar o alinhamento da seqiiéncia
primaria entre alvo e o modelo utilizamos o programa FASTA (WILBUR & LIPMAN,
1983; LIPMAN & PEARSON, 1985). Nas figuras de alinhamento, espagos (gaps) sdo
representados por linhas tracejadas, os residuos idénticos sdo representados por dois pontos,
os residuos similares sdo representados por um ponto e os residuos ndo idénticos sdo

representados por espagos vazios.
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Figura 23 — Resultado do alinhamento das seqiiéncias primarias para (A) DAHPS de X. fustidiosa e E.
coli (1GG1); (B) DHQS de X. fastidiosa e E. nidulans (1DQS); (C) DHQD de X. fastidiosa e S. celicolor
(1GU1); (D) SD de X. fastidiosa e E. coli (INYT); (E) SK de X. fastidiosa e M. turberculosis (1WE2); (F)
EPSPS de X. fastidiosa e E. coli (1G68S) e (G) CS de X. fastidiosa e S. pneumoniae.

6.2. Qualidade dos Modelos

Avaliar a qualidade do modelo é fundamental. A qualidade do modelo construido sera
proporcional a qualidade da estrutura 3D utilizada como molde (SANCHEZ et al., 1998),
por 1sso deve-se avaliar o modelo como um todo e por regido.

A precisdo do modelo gerado determina sua utilidade. Como a precisdo da modelagem
comparativa de proteinas esta relacionada a porcentagem de identidade no qual o modelo é
baseado na correlagdo entre as similaridades estrutural e sequiencial das duas proteinas e na
qualidade estereoquimica, foi verificado que os modelos finais (alvos) apresentam uma
precisdo média a alta com base nos valores obtidos nas tabelas 2-7.

Os procedimentos de validagdo e avaliagdo que serdo descritos a seguir foram realizados

para cada modelo final das enzimas da via do acido chiquimico. Os modelos (alvos) foram

construidos baseados nas coordenadas atomicas de estruturas resolvidas por

AYAYAY

2 3 4 5, 6 7 unespwl 12 13 14 15 16

17

18



Resultados e Discussio

biocristalografia (Tabela 2) com resolugido < 2,0 A (com uma excegdo). As coordenadas

atdmicas de todas as moléculas de agua foram retiradas dos moldes.

Tabela 2 — As estruturas cristalograficas usadas como molde e a porcentagem de identidade entre as
seqiiéncias primarias dos moldes e modelos de X. fastidiosa.

Enzimas

Cadigo de
[Acesso PDBJ

Resolugdo

(A)

Organismo

Similaridade
(%)

Identidade

(%)

Referéncias

DAHPS

1GGl

2,00

Escherichia coli

83,1

61,1

2

WAGNER e/
al., 2000

DHQS

1DQS

1,80

?

Emericella

nidulans

62,2

CARPENTER
etal., 1998

DHQD

1GU1

Streptomyces

coelicolor

74,0

ROSZAK et al.,
2002

SD

INYT

Escherichia coli

65,2

MICHEL et al.,
2003

SK

Mycobacterium

turberculosis

69,3

EREIRA et al,
2004

Escherichia coli

SCHONBRUN
Netal., 2001

Streptococcus

phneumoniae

MACLEAN &
ALl et al., 2003

Apbs a etapa inicial de escolha do melhor modelo, analises mais criteriosas e detalhadas

foram efetuadas com a utilizagdo do VERIFY 3D, WHATCHECK, RMSD da geometria

ideal, RMSD da sobreposi¢do Ca — Ca ¢ PROCHECK, a fim de verificar a qualidade dos

modelos construidos. Os resultados obtidos dos modelos finais foram comparados com os

valores das estruturas 3D (moldes). O programa PROCHECK foi utilizado para analisar a

geometria global dos modelos através do diagrama de Ramachandran (Tabela 3 e Figura 24

A-G) e G-factor (Tabela 4).
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Resultados e Discussio

A analise do diagrama de Ramachandran mostrou que mais de 89,0% dos residuos estio
sobre a regido mais favoravel. Os modelos apresentam uma qualidade estereoquimica

ligeiramente inferior aos seus respectivos moldes (Tabela 3), com exce¢do de trés modelos

(DAHPS, DHQD e SK).

Tabela 3 — Resultado das anilises do diagrama de Ramachandran dos moldes e modelos de X. fastidiosa.
Enzimas Regido do Diagrama de Ramachandran

Mais Favoravel | Adicionalmente | Generosamente | Nao Permitida
(%) Permitida (%) Permitida (%) (%)
94,4 (90,5) 4,9 (8,1) 0,7 (1,4) 0,0 (0,0)
91,2 (92,5) 7,2 (7,5) 1,3(0,0) 0,3 (0,0)
96,8 (92,2) 3,2(7,0) 0,0 (0,8) 0,0 (0,0)
SD 93,2 (93,3) 5,6 (6,7) 0,9 (0,0) 0,4 (0,0)
SK 93,8 (93.,4) 5,6 (5,9) 0,6 (0,7) 0,0 (0,0)
89,0 (90,8) 7.1 (8,9) 2,5 (0,3) 1,4 (0,0)
CS 90,7 (93,1) 7,3 (6,9) 1,7 (0,0) 0,3 (0,0%)

*Entre os paréntesis estiio os valores obtidos para as estruturas 3D usadas como moldes.

Nas figuras 24 A-G a regido em vermelho € a mais favoravel, a regido amarelo escuro é
a adicionalmente permitida, a regido em amarelo claro é a generosamente permitida e a

regido em branco € a regido ndo permitida. As glicinas sdo representadas por triangulos.

@[ T (B)
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Resultados e Discussio

Figura 24 — Diagrama de Ramachandran
dos modelos finas das enzimas da via do
acido chiquimico de X fastidiosa (A)
DAHPS, (B) DHQS, (C) DHQD, (D) SD, (E)
SK, (F) EPSPS e (G) CS.

Os residuos que estio na regido ndo permitida estdo localizados em uma regido de

superficie da proteina em contato com o meio (solvente) ou em uma regido intermediaria

entre o solvente e o sitio da proteina, por isso ndo comprometem a qualidade do modelo,
pois residuos de superficie (expostos ao solvente) geralmente tem uma maior flexibilidade

de rotagdo do que residuos “enterrados” na proteina. Nenhum destes residuos se encontram
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em uma regido de sitio ativo da proteina e ndo estdo proximos o suficiente para causarem
choques estereoquimicos.

Para analisar a posi¢do destes residuos foi utilizado o programa XtalView (McREE,
1999). Através do programa WHATCHECK foi constatado que os ambientes quimicos de
residuos individuais se enquadram nos padrdes frequentemente encontrados em estruturas
protéicas. Segundo os valores de referéncia do programa para modelagem molecular, os
modelos finais podem ser considerados de boa qualidade.

O G-factor global é uma medida da normalidade da estrutura como um todo. Representa
uma meédia para os G-fator de cada residuo na estrutura. O G-factor médio dos angulos de
tor¢do e geometria covalente representam uma medida do desvio de uma dada propriedade
estereoquimica. O valor i1deal do G-factor (Tabela 4) deve ser acima de -0,5, no intervalo de
-0,5 a -1,0 existem residuos na proteina que devem ser investigados e, abaixo de -1,0, os

modelos apresentam qualidade ruim e devem ser investigados.

Tabela 4 — Resultado dos valores do G-factor dos moldes e modelos de X. fastidiosa.
Enzimas G-factor

Geometria Covalente Global

Angulos Torgéo

DAHPS

0,12 (0,18)

-0,10 (0,45)

0,04 (0,29)

DHQS

-0,05 (0,07)

-0,36 (-0,02)

-0,17 (0,06)

DHQD

-0,03 (0,04)

-0,46 (-0,17)

-0,18 (-0,03)

SD

-0,12 (-0,05)

-0,83 (0,31)

-0,56 (0,10)

SK

0,02 (0,08)

-0,21 (0,23)

-0,07 (0,15)

EPSPS

0,21 (0,08)

-0,87 (0,31)

-0,44 (0,18)

CS

-0,16 (0,00)

-0,73 (-0,16)

0,37 (-0,04)

*Entre os paréntesis estio os valores obtidos para as estruturas 3D usadas como moldes.

Para verificar confiabilidade na compatibilidade seqiiéncia/estrutura foi utilizado o

programa VERIFY 3D, os valores obtidos indicam que a estrutura dos modelos fina tem
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Resultados e Discussio

compatibilidade entre a seqiiéncia primaria do modelo e a estrutura 3D construida, pois

todos os valores gerados para os modelos finais ficaram acima do limite de 0,45 (Tabela 5).

Tabela 5 — Resultado dos valores do VERIFY 3D dos moldes e modelos de X. fastidiosa.

Enzimas

VERIFY 3D

Escore Total

Escore Ideal

E score S calc

DAHPS

135,23 (153,33)

159,94 (154,87)

0,84S (0,99S)

DHQS

150,27 (180,65)

169,15 (173,76)

0,89S (1,04S)

DHQD

58,79 (67,47)

67,17 (67,62)

0,88S (1,008)

SD

125,98 (131,02)

125,42 (123,58)

1,008 (1,06S)

SK

69,16 (83,33)

81,82 (74,95)

0,85S (1,115)

175,97 (230,44)

196,36 (195,44)

0,90S (1,18S)

CS

145,42 (163,31)

170,07 (171,92)

0,85S (0,95S)

*Entre os paréntesis estio os valores obtidos para as estruturas 3D usadas como moldes.

Foi verificado através do grafico que o programa VERIFY 3D gera que em algumas
regides os aminoacidos dos modelos finais apresentam conformagdes desfavoraveis,
permanecendo abaixo da linha zero. Nenhum desses aminoacidos localizados abaixo da
linha zero pertence ao sitio de ligagdo da proteina, uma possivel explicagdo € que estes
aminoacidos podem estar em uma regido de alga.

Esses resultados sdo mostrados nas figuras 25 A-G, onde a linha em vermelho

corresponde ao menor ponto que chegou um residuo e a linha verde o ponto mais alto que o

residuo obteve no grafico. As regides que estio abaixo do ponto zero no grafico

possivelmente apresentam problemas quanto ao ambiente no qual os aminoacidos estdo
contidos. Na faixa de valores na vertical estdo representados os valores da média do escore

3D-1D e na faixa horizontal o namero de residuos da proteina.
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Resultados e Discussao

Figura 25 — Griafico do programa VERIFY 3D dos
modelos finais das enzimas da via do acido
chiquimico de X. fastidiosa (A) DAHPS, (B) DHQS,
(C) DHQD, (D) SD. (E) SK. (F) EPSPS ¢ (G) CS.

As estruturas de todos os modelos (alvo-molde e complexo-complexo) foram
sobrepostas, considerando somente a sobreposi¢do C,-C, com auxilio do programa

LSQKAB do pacote CCP4 (Collaborative Computational Project N° 4., 1994). Através da

sobreposig¢do € possivel verificar se ha possiveis alteragdes no posicionamento das cadeias
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laterais dos residuos (sobreposi¢do complexo-complexo) ou se ha alguma alteragdo na
conformagdo da estrutura da proteina (sobreposi¢do alvo-molde). Depois de feita a
sobreposi¢do o programa LSQKAB do pacote CCP4 (Collaborative Computational Project
N° 4., 1994) solta um arquivo com valor do RMSD da sobreposig¢do (Tabela 6), para este
valor ser ideal deve estar abaixo 0,7 A e também gera um arquivo com as coordenadas
atomicas da sobreposigdo. Este arquivo de coordenadas atomicas foi utilizado como entrada
no programa XtalView (McREE, 1999) para que fosse possivel visualizar, analisar e gerar

as figuras da sobreposig¢do.

Tabela 6 — Valor do RMSD da sobreposi¢io para os moldes e modelos de X. fastidiosa.
Enzimas RMSD sobreposigio (A)

Sitio Proteina
DAHPS 0,086 0,665
DHQS 0,055 0,039
DHQD 0,055
SD 0,166
SK 0,366
EPSPS 0,118
CS 0,650

*Dentro dos paréntesis estiio os valores obtidos para as estruturas 3D usadas como moldes.

As figuras 26 A-G mostram a sobreposi¢do C,-C, da estrutura da proteina (alvo-

molde).
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Figura 26 — Sobreposi¢io dos modelos (linha
grossa) com seus moldes (linha fina) estio em
estereo. (A) X/DAHPS, (B) X/DHQS, (C)
X/DHQD, (D) X/SD, (E) XfSK, (F) XfEPSPS ¢
(G) XfCS.

Observando os valores da tabela 6 e 7 foi verificado que os modelos estdo dentro do

ideal (padrdo) e por isso pode se afirmar que estdo em equilibrio. Através da figura 26 A-G

pode se afirmar que as estruturas secundarias se conservdo nos modelos com diferengas

sutis que podem ser atribuidas a pequenos ou extensos gaps durante o alinhamento ou por
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pequenas regides Iniciais ou finais em que ndo havia no molde para a modelagem dos
modelos, estas regides podem ser conferidas nas figuras 23 A-G de alinhamento.

O valor do RMSD da geometria ideal para o comprimento e angulo de ligagdo foi
calculado através do programa X-PLOR (SCHWIETERS er al., 2003; BRUNGER, 1992),
que gera um arquivo com os valores do RMSD (Tabela 7) para as ligagdes e angulos
diedros e improprios bem como contatos nio ligados, os valores ideais para o comprimento
e dngulo de ligagdo devem estar abaixo 0,1 A e 10,0 graus respectivamente, para que a

estrutura da proteina como um todo esteja em equilibrio.

Tabela 7 — Valor do RMSD da sobreposicio dos moldes e modelos de X. fastidiosa.
Enzimas RMSD geometria ideal

Comprimento Ligagio (A) Angulo Ligagio (°)

DAHPS 0,019 (0,012) 2,92 (1,50)
DHQS 0,020 (0,13) 3,70 (2,30)
DHQD 0,020 (0,019) 4,12 (1,80)
SD 0,032 (0,018) 4,51 (1,80)
SK 0,020 (0,017) 3,63 (1,90)

CS 0,022 (0,013) 3,92 (2,58)

*Entre os paréntesis estio os valores obtidos para as estruturas 3D usadas como moldes.

Entre as sete enzimas da via metabolica do acido chiquimico modeladas quatro foram
modeladas com possiveis inibidores, porque somente estes moldes tinham inibidores em sua
estrutura cristalografica (molde). Na tabela 8 foram colocadas as informagdes como nome,
formula molecular, massa molecular e estrutura dos inibidores (escritos em azul), co-

fatores, ions, substratos, que foram modelados em complexo com as enzimas.
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Tabela 8 — Informacies sobre inibidores, co-fatores, ions e substratos,

Enzima

Informagdes

Estrutura

Y

Nome: acido 2-fosfoglicolato (PGL)
Formula Molecular: C> Hs Og P

Massa Molecular: 156.0 Da

Q ?
o~ Pb CJL\-’/‘Kor

Nome: ion manganés (II) (MN)
Formula Molecular: Mn **

Massa Molecular: 54,9 Da

Nome: [IR-(1a, 3. 4a, 5SB]-5-(fosfometil)-1,3 4-
trihidroxiciclohexano-1-acido carboxilico (CRB)
Formula Molecular: Cs Hyjs Og P

Massa Molecular: 270.2 Da

Nome: nicotinamida adenina dinucleotideo (NAD")
Formula Molecular: C3; Hz7 N7 014 P2
Massa Molecular: 663,4 Da

Nome: acido 2,3-anidro-quinico (FAT)
Formula Molecular: C; Hyy Os

Massa Molecular: 174.1 Da

Nome: nicotinamida adenina dinucleotideo Fosfato
(NADP)

Formula Molecular: C,; Hag N7 017 Ps

Massa Molecular: 743,4 Da

Nome: ion magnésio (MG)
Formula Molecular: Mg **
Massa Molecular: 24,3 Da

Nome: acido (3R,4S,5R)-3.4,5-trihidroxiciclohex-1-
ene-1-carboxilico (SKM)

Formula Molecular: C; Hyo Os

Massa Molecular: 174.153
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Nome: adenosina 5” difosfato (ADP)
Formula Molecular: Cyo Hys N5 Oy P, Massa
Molecular: 427,2 Da

Nome: chiquimato 3-fosfato (S3P)
Formula Molecular;: C; Hj; Og P
Massa Molecular: 254,1 Da

Nome: glifosato (GLP)
Formula Molecular: Cs Ho N Os P

Massa Molecular: 170.1 Da

Nome: flavina mononucleotideo (FMN)
Formula Molecular: Cy7 Hz; Ny Os P
Massa Molecular: 456,3 Da

Nome: acido 5-[(1-carboxivinil Joxi]-4-hidroxi-3-
(fosfonooxi)ciclohex-1-ene-1-carboxilico (EPSP)
Formula Molecular: Cjo Hj3 Oy P

Massa Molecular: 324,2 Da

6.3. Descricio dos Modelos

As figuras que mostram as estruturas secundarias das enzimas da via do acido
chiquimico de X. fastidiosa foram geradas através do programa MOLMOL (Koradi ef al.,
1996) juntamente com seus respectivos inibidores, co-fatores ou substratos (Figura 27 A-

G).

6.3.1. DAHPS

A figura 27 A mostra a estrutura secundaria de XfDAHPS em complexo com o ion

manganés (II) (Mn®") na cor cinza e o 2-Fosfoglicolato (PGL) na cor rosa. Este modelo

mostra que a proteina tem (a/f) barril 8 realgado por diversos elementos secundarios

adicionais da estrutura, incluindo uma cauda proxima ao N-terminal que da forma a uma
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folha-B anti-paralela seguida de uma fita-p (B6a-B6b)(WAGNER er al., 2000). O local do

sitio ativo de XfDAHPS consiste de um canal entre o C-Terminal e o N-terminal de um

barril com 8 (a/B) com Mn*" e o PGL ligados dentro.

¢ " Figura27 A

6.3.2. DHQS

A figura 27 B mostra a estrutura secundaria de XfDHQS formando um complexo
binario com [IR-(la, 3B, 4a, 5B]-5-(fosfometil)-1,3.4-trihidroxiciclohexano-1-acido
carboxilico (CRB) um possivel inibidor (em rosa) e Nicotinamida Adenina Dinucleotideo
(NAD") na cor vermelha.

A estrutura é composta de um N-terminal de dominio o/ e no C-terminal um dominio
a-helicoidal (CARPENTER et al., 1998). O dominio do N-terminal inclui uma dobra de
Rossmann, mas liga surpreendentemente o NAD" em uma orientagdo invertida aquela
observada em todas as outras proteinas classicas conhecidas que sejam do tipo NAD -
ligado de Rossmann (CARPENTER et al., 1998). Este dominio o/ consiste sete fitas
folha-B na ordem 1296534. As fitas Bl e B2 formam um B-grampo, que esta conectado a

hélice, é conectado pela hélice al, que leva até as cinco fitas da dobra Rossmann (LESK,
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1995: ROSSSMANN e al., 1974). As fitas compreendendo uma unidade do Bap e uma

unidade do BaBof. As fitas B7 e B8 formam B-grampo separado.

Figura27B

6.3.3. DHQD
A figura 27 C mostra a estrutura secundaria de XfDHQD em complexo com écido 2,3-

anidro-quinico (FA1) em rosa.
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Figura 27 C

A enzima XfDHQD é uma proteina de o/ com cinco folhas B em paralelo no centro
da enzima na ordem 21345. Ha quatro hélices-a principais na estrutura, com a al e o4 de
um lado das folha-B ¢ a2 ¢ a3 do outro lado (ROSZAK et al., 2002). O local do sitio ativo
na enzima DHQD tipo II € situado na fenda formado na borda carboxi entre a folha-Bl ¢

folha-B3 (ROSZAK et al., 2002).

6.3.4. SD
A figura 27 D mostra a estrutura secundaria de X/SD com NADP em vermelho e é

uma arquitetura com dois dominios de o/ separados por uma fenda larga.

‘_J; :

Figura 2'; D
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As primeiras trés fitas-p seguem uma sucessdo regular de /B, com as hélices al e a2
paralelas as fitas-B. O dominio é completado por um grampo helicoidal-a no C-terminal
(a9 e al0), que empacota o encontro da folha-B do mesmo lado como al (MICHEL et al.,
2003). Esta estrutura revela uma enzima com uma fenda profunda, que contem o local do
sitio ativo na jungdo dos dois dominios. O dominio do C-terminal é facilmente
reconhecido como um dominio obrigatério do dinucleotideo da dobra de Rossmann,
responsavel por ligar o co-fator NADP. O dominio N-terminal onde se liga o substrato e
a dimerizagdo, um sanduiche do a-B-a, representa uma dobra topoldgica original

(VOGAN, 2003).

6.3.5. SK

A figura 27 E mostra a estrutura secundaria de X/SK em complexo com o substrato

acido chiquimico (SKM) em rosa, o co-fator ADP em vermelho e o ion Mg** em cinza.

(B
Figura 27E
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A enzima XfSK € uma proteina o/p que consiste em um nucleo de cinco folhas-B
cercada de hélices-a. As cinco folha-f centrais estdo em paralelo na ordem 23145 estas
folhas-B estdo sendo flanqueadas por hélices-a (al e a8 em um lado, a4, a5 e a7 no outro)
(SCHULZ, 1992; PEREIRA et al., 2004a). Esta ordem estabelecida pelas folha-B 23145
classifica a enzima XfSK como sendo pertencente 4 mesma familia estrutural quinases
NMP.

As quinases fazem movimentos grandes durante a catalise para proteger o seu centro
ativo da agua a fim evitar a hidrélise do ATP (PEREIRA er al., 2004b). Existe duas
regides flexiveis na estrutura que sdo responsaveis pelo movimento: chiquimato-ligado
(SB) e o LID que estdo indicados na figura 27E (PEREIRA ef al., 2004b). O dominio do
SB ¢ formado pela fita B2, hélices al ¢ 02 e a regido do N-Terminal da hélice o4
(PEREIRA er al., 2004a,b). O sitio de Walker A localizado entre a folha Bl e al que
formam um lago de fosfato (P-loop) (KRELL ef al., 1998).

Foi feito um alinhamento multiplo utilizando o programa CLUSTAL W
(THOMPSON er al., 1994), para verificar se na enzima X/SK os trés motivos funcionais:
Walker A (GXXXXGKTY/S), Walker B (ZZDXXG) e adenina-ligada (I/'VDXXX(X)XP)
sdo conservados como nas enzimas SK dos organismos M. turberculosis e E.
chrysanthemi.

A figura 28 mostra que estes motivos sdo conservados e que a uma alteragdo de um
residuo no sitio da adenina-ligada, pois no lugar do aminoacido “Asp (D)” existe outro

residuo de aminoacido “Thr (T)”. Na figura 28 os motivos estdo sombreados de cinza, os

caracteres especiais: (*) indica as posigdes que tém um unico, residuo inteiramente

conservado; (:) indica que um dos seguintes grupos ' fortes ' (STA, NEQK, NHQK,
NDEQ, QHRK, MILV, MILF, HY, FYW) esta conservado inteiramente, (.) indica que

um dos seguintes grupos ' mais fracos ' (CSA, ATV, SAG, STNK, STPA, SGND,
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SNDEQK, NDEQHK, NEQHRK, FVLIM, HFY) esta conservado inteiramente; ( ) ndo

conservado e (-) espagos.

Walker A
~=MAPKAVLVSLPGSGRKSTIGRRLAKALGVGLLDTDVAIEQRTGRSIADIFATDGEQEFR

MNPAPNLVHIGPNGAGRSS IGRRIAFKHFSLHF ADTDHAIVERAGTNISAIFKYSGEPEFR
—-MTEPIFMVSARGCGKTIVGRELARALGYEFVDTD IFMQHTSGMTVADVVAAEGUPGFR

SR A REIC RN REr 0. L3l AEE b L OT L ait. WX %
Walker B
RIEEDVVRAALADHDGVLSLGGGAVTSPGVRAALAG-HTVVYLEISAAEGVRRTGGN---
RLEREVLHDLLNHENQLIATGGGTILDPENRRCHQERGFVVFLKINVNTQLERLAHD---
RRESEALQAVATPN-RVVATGGGMVLLEQNRQF MRAHGTVVYLFAPAEELALRLQASPQA
LA L L LA XS ] . L
Adenina-ligada

TVRPLLAGPDRAEKYRALMAKRAPLYRRVATMRVDTNRRNP-GAVVRHILSRLQVPSPSE
RYRPLLQQIDRKQVLSDLYATRQPLYQQIADMIVTTDEMSPNTATAQL ILDLTAHWUQKSS
HORPTLTGRPIAEEMEAVLREREALYQDVAHRYVVDAT--QPPAAIVCELMOTMRLPAA—-

LA B = - L = ® . ® i e

T T .

Mt3SK
X£SHK
EchSK

Figura 28 - Alinhamento miltiplo entre as enzimas SKs dos organismos M. rurberculosis (MiSK), E.
chrysanthemi (EchSK), X. fastidiosa (XfSK).

A alteragdo encontrada para XfSK ndo influéncia na ligag¢@o da adenina no sitio, como

podemos ver nas figuras 27 E e 29. A figura 29 é a sobreposigao da estrutura secundaria

da enzima SK de M. turberculosis (azul claro as hélices e beige as fitas) com a SK de X.

fastidiosa (azul escuro as hélices e laranja as fitas) ambas em complexo com ADP.

turberculosis  (MSK), e
Sfastidiosa (XfSK).

Figura 29 - Sobreposi¢io da
estrutura secundaria entre as
enzimas SKs dos organismos M.
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6.3.6. EPSPS

A figura 27 F mostra a estrutura secundaria de XfEPSPS em complexo com substrato

S3P (vermelho) e o inibidor GLP (rosa).

Os dois dominios projetam uma forma em "V" e acomodam o N-terminal das seis
hélices em cada dominio. Os efeitos macrodipolar helical criam um pogo potencial que
facilita a ligamento do glifosato e do S3P. Os dominios sdo compostos de trés copias de

BaPafP para cada unidade. As quatro fita folha-B contém fitas paralelas e antiparalelas e

as hélices sdo paralelas a estas fitas (SCHONBRUNN et al., 2001).

6.3.7. CS

A figura 27 G mostra a estrutura secundaria de XfCS em complexo com o substrato

EPSP (vermelho) e co-fator FMN (rosa). A XfCS foi predita inicialmente como um
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Resultados e Discussido
proteina do tipo barril o/B. mas depois de pesquisas na verificagdo de sua estrutura
secundaria chegou-se a conclusdo que sua estrutura secundaria compreende em um Gnico
dominio grande, com nove hélices-a, dezoito fitas-B e cercada de algas e estiramentos
discretos da estrutura secundaria. O nucleo consiste nas duas hélices-a longas internas,
comprimidas entre as quatro folhas- que formam um sanduiche de enovelamento B-a-p,

que estdo dispostas em pares antiparalelos (MACLEAN & ALl et al., 2003).

Figura 27 G

6.4. Interacoes com os Ligantes

As interagdes ndo covalentes como ligagdes intermoleculares de hidrogenio, interagdes
ionicas (eletrostaticas) e interagdes hidrofobicas e de van der Waals sdo mais fracas que as
ligagdes covalentes. Embora estes tipos de intera¢des sejam individualmente fracos quando
comparados a ligagdes covalentes, em razdo do grande nimero de tais interagdes existentes
em uma proteina ou acido nucléico, o efeito acumulativo se torna significante, ajudando a

estabilizar a estrutura e a definir os niveis de especificidade e afinidade entre proteina-
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ligante. Dos quatro tipos de interagdes comentados acima, trés tipos foram observados e
avaliados neste trabalho: liga¢des intermoleculares de hidrogenio, interagdes idnicas
(eletrostaticas) e interagdes de van der Waals.

As ligagdes intermolecular de hidrogénio (Tabelas 9 — 13) constituem uma das forgas de
estabilizagdo mais importantes na estrutura de proteinas. As ligagdes de hidrogénio sdo
incomuns entre as interagdes eletrostaticas porque sdo extremamente direcionais; elas se
enfraquecem se o angulo descrito pelos trés atomos envolvidos for grande ou pequena. Por
isso foi verificada a quantidade de ligagGes intermoleculares de hidrogénio entre as enzimas
da via do acido chiquimico de X fastidiosa e seus ligantes e compara-los com as
informagdes dos moldes e estes resultados foram colocados em tabelas, que sdo mostradas
mais abaixo.

Quando dois atomos ndo carregados sdo aproximados, as nuvens eletronicas que os
rodeiam passam a influenciar umas as outras. Variagdes casuais nas posi¢de dos elétrons ao
redor de um dos residuos podem criar um dipolo elétrico transiente, o qual induz no aromo
seguinte um outro dipolo elétrico oposto, este também transiente. Os dois polos atraem-se
de forma fraca, mas o suficiente para trazer os dois nicleos mais proximos um do outro. A

forca desta atragdo fraca é chamada interagdo de van der Waals.

A medida que os dois nucleos se aproximam as duas nuvens eletronicas comegam a

repelir-se e em algum ponto a atragdo de van der Waals contrabalanga extamente esta forga
repulsiva, nesta situagdo os nucleos ndo podem ser mais aproximados e sdo ditos estarem
em contato de van der Waals. Foi verificada a quantidade de interagdes de van der Waals
(Tabela 9) existente nas enzimas da via do acido chiquimico de X. fastidiosa. As areas de
contato entre os inibidores e as enzimas foram calculadas através da rotina AEROMOL do

pacote CCP4 (Collaborative Computational Project N° 4., 1994), este tipo de analise é
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importante para saber o quanto o inibidor esta tendo contato com a minha proteina, quanto

maior for este valor mais especifico € o inibidor para aquele proteina.

Tabela 9 — Interagdes de van der Waals, area de contato e ligagdes intermoleculares de hidrogénio

para os modelos e moldes.

Enzimas | Quantidade de Interagdes | Quantidade de Liga¢des | Area de Contato (A%)

de van der Waals Intermoleculares de

Hidrogénio

DAHPS 16 12 (12) 81 (96)

DHQS 26 16 (16) 566 (582)

DHQD 14 11 (11) 144 (105)

EPSPS 28 16 (15) 211 (186)

*Dentro dos paréntesis estio os valores obtidos para as estruturas 3D usadas como moldes.

Analisando a tabela acima foi possivel verificar que a enzima DHQD de X. fastidiosa
tem uma area de contato maior do que seu respectivo molde, porque no seu sitio de ligagio
existem residuos que ndo se conservam facilitando assim a afinidade e especificidade entre
a enzima e o inibidor. E na enzima EPSPS de X. fastidiosa foi verificado também que
existem residuos que ndo se conservam no sitio de ligagdo e outro fator importante é a
ligagdo intermolecular de hidrogénio a mais que no molde, estes fatores fazem com que a
afinidade e especificidade do inibidor se torne ainda maior para EPSPS de X. fastidiosa.
Tabelas mais detalhadas de ligagdes intermoleculares de hidrogénio, sdo mostradas mais
abaixo.

A analise das superficies de potencial eletrostatico foi feita com o auxilio do programa
GRASP (NICHOLLS et al., 1991), que é mostrada na figura 37 A-D. Tal analise revelou a
presenca de complementaridade de cargas e forma na regido de contato entre as enzimas de

X. fastiosa e seus respectivos inibidores.
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Figura 30 —Superficie de Potencial Eletrostatica para os complexos (A) Xf/DAHPS:PGL, (B) Xf/DHQS:CRB,
(C) X/DHQD:FA1 e (D) XfEPSPS:GLP.

Através da sobreposi¢do dos complexos (Figura 31 A-D) que foram sobrepostos com

auxilio do programa LSQKAB do pacote CCP4 (Collaborative Computational Project N°

4., 1994), foi observado alteragdes no posicionamento das cadeias laterais dos residuos em

relagdo ao posicionamento e interagdo com o inibidor na enzima XfEPSPS por apresentar
uma liga¢do intermolecular de hidrogénio a mais que o molde e alguns residuos do sitio ndo

sdo conservados (Tabela 9 e 13; Figura 31D). Com isso a enzima XfEPSPS tem uma maior
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interagdo com o inibidor GLP e foi observado que a conformagao do sitio de ligagdo muda

ficando um pouco mais fechada, como podemos verificar na figura 31 D.

(A)

s

Figura 31 - Sobreposigio dos sitios de ligagio dos complexos dos modelos (linha grossa) e moldes (linha
fina): (A) Xf/DAHPS:PGL, (B) Xf/DHQS:CRB, (C) X/DHQD:FA1 ¢ (D) XfEPSPS:GLP
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As tabelas 10 a 13 mostram as ligagoes intermoleculares de hidrogénio detalhadamente.

Tabela 10 — Ligagdes de Hidrogénio entre o sitio ativo de XfDAHPS e PGL e entre o sitio ativo

EcDAHPS (molde) e PGL

PGL

X/DAHPS

Distancia (A)

EcDAHPS

Distancia (A)

0]

Arg92 NH2

32

Arg92 NHI

2.8

Ol

Arg92 NHI

2,9

Arg92 NH2

3.2

Ol

Lysl86 NZ

3.3

Lysl86 NZ

333

Lysl8 NZ

ol

Lys 186 NZ

29

02

Lys97 NZ

28

Lys97 NZ

2,8

02

Arg92

2.9

Arg92

3,0

02

His268

3,1

His268

3,1

Argl65

2.9

Argl65

2,9

Alal64

2,8

Alal64

2,8

LysI86

3.1

Lys186

2.9

Arg234

2.8

Arg234

2.8

Arg234

3:2

Arg234

3,1

Tabela 11 — Ligacoes de Hidrogénio entre o sitio ativo de XfDHQS e CRB ¢ entre o sitio ativo

EnDHQS (molde) e CRB.

CRB

XfDHQS

Distancia (A)

EnDHQS

Distancia (A)

Ol11

Arg247 NE

2:9

Lysl52 NZ

3,0

Ol11

Lysl49 NZ

29

Arg264 NE

2.9

Arg247

3,0

Arg264

29

Lys233

2,9

Lys250

2,9

Asn251

3,1

Asn268

3,1

His254

3,1

His271

3,1

Glul9gl

2,9

Glul94

2,9

Glul9l

3,1

Glul94

3,0

Aspl43

2,6

Aspld6

25

Lys194

3,2

Lys197

3.1

4 5, 6
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His254 His287 3,1
His276 : His271 3,1
Lys149 ; Lys152 2,8
Lys335 ; Lys356 2.7
Asnl59 Asnl62 3,0
Asn251 y Asn268 2.7

Tabela 12 - Ligag¢oes de Hidrogénio entre o sitio ativo de XfDHQD e FAL1 e entre o sitio ativo
ScDHQD (molde) e FAL.

FAl X/DHQD Distancia (A) ScDHQD Distancia (A)
Ol [Leul02 N 39 lel07 N 3,2

Ol |Leul03 N 2,8 Serl08 N 2,8

Ol | Serl03 29 Serl08 OG 2,6

02 |Leul02 2,9 llel07 N 2,9

02 Asn75 2,9 Asn79 2,9

03 |Argll2 2,9 Argl17 2,9

03 | His8l 2,8 His85 2,8
Asn75 29 Asn79 29

04 | Ala78 3,1 Ala82 3,1
04 |Argll2 3,0 Argl17 3,1

Ol

His106 28

Tabela 13 — Ligacoes de Hidrogénio entre o sitio ativo de XfEPSPS e GLP e entre o sitio ativo
EcEPSPS (molde) e GLP.

GLP X/EPSPS | Distancia (A) | ECEPSPS | Distancia (&)
Ol |[Lys22 NZ 2.9 Lys22 NZ 2,9
02 |GInl70 NE2 2,9 GInl71 NE2 2,9
02 [Argl23 NHI 2,8 Argl24 NHI 2,8
03 |Gly9s N 2,9 Gly9%6 N 2,8
03 [Argl23 NH2 2,8 Argl24 NH2 2,9
03 |Asn93 O 3,2 Lys4ll NZ 2,8
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Lys22 NZ ;4 Lys22 NZ 2,9

Arg388 NH2 , Arg386 NHI 3,1

Arg388 NE
Arg388 NE . Arg386 2,6
Arg347 Arg344 3,0
1le315 : Arg344 2,8
Arg347 Asp313 32
Asp316 ; Asp313 3,2
Asp316
Glu344 / Glu341
Glu34l
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Conclusio

7. CONCLUSAQO

A enzima XfEPSPS apresenta uma liga¢do de hidrogénio a mais e um contato de area de
superficie maior que o dos seu molde. Ja a enzima XfDHQD apesar de ter o mesmo nimero
de ligagdes de hidrogénio, apresenta uma area de contato de superficie maior que o seu
molde. Desta forma podemos afirmar que estes modelos estruturais estdo fortemente ligados
as enzimas. Todos os complexos analisados mostraram uma boa forma e complementaridade
de carga e também podem ser possiveis inibidores contra X. fastidiosa. Estes estudos podem

ser confirmados futuramente através de métodos experimentais.
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Abstract

The Xylella fastidiosa is a bacterium that is the cause of citrus variegated chlorosis (CVC). The shikimate pathway is of pivotal
importance for production of a plethora of aromatic compounds in plants, bacteria, and fungi. Putative structural differences in the
enzymes from the shikimate pathway, between the proteins of bacterial origin and those of plants, could be used for the development
of a drug for the control of CVC. However, inhibitors for shikimate pathway enzymes should have high specificity for X. fastidiosa
enzymes, since they are also present in plants. In order to pave the way for structural and functional efforts towards antimicrobial
agent development, here we describe the molecular modeling of seven enzymes of the shikimate pathway of X. fastidiosa. The
structural models of shikimate pathway enzymes, complexed with inhibitors, strongly indicate that the previously identified

inhibitors may also inhibit the X. fastidiosa enzymes.
© 2004 Elsevier Inc. All rights reserved.

Keywords: Shikimate pathway; Structural bioinformatics; Drug design; Xylella fastidiosa

Xylella fastidiosa (XJ) is a fastidious and gram-nega-
tive, xylem-limited bacterium which causes the citrus
variegated chlorosis (CVC), a serious disease of citrus
fruit [1]. The disease spread rapidly by graft propagation
with infected budwood and by sharpshooter vectors, and
became widely distributed in all citrus growing regions of
Brazil. CVC is one of the major concerns to the Brazilian
citrus industry. Certain strains of Xf also affect other
commercially important products such as coffee, nuts,
and other fruits [2].

In plants and microorganisms, all the key aromatic
compounds involved in primary metabolism, including
the three aromatic amino acids found in proteins, are

* Corresponding author.
E-mail address: walterfa@df ibilce.unesp.br (W.F. de Azevedo Jr.).
' HAA.C. and F.C. contributed equally to this work.
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produced via shikimate pathway. The shikimate path-
way is essential in algae, higher plants, bacteria, and
fungi, but absent from mammals that depend on these
compounds for your diet [3].

Xylella fastidiosa appears to be capable of synthesizing
an extensive variety of enzyme cofactors and prosthetic
groups, including biotin, folic acid, pantothenate and
coenzyme A, ubiquinone, glutathione, thioredoxin, glut-
aredoxin, riboflavin, flavin mononucleotide (FMN), fla-
vin adenine dinucleotide (FAD), pyrimidine nucleotides,
porphyrin, thiamin, pyridoxal 5'-phosphate, and lipoate
().

The shikimate pathway consists of seven enzymes
that catalyze the sequential conversion of erythrose-4-
phosphate and phosphoenolpyruvate to chorismate [4]
(Fig. 1). All pathway intermediates can also be consid-
ered branch point compounds that may serve as sub-
strates for other metabolic pathways [5].
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Fig. 1. The shikimate pathway in the sequence of seven metabolic steps, from phosphoenolpyruvate and erythrose 4-phosphate until the conversion

to chorismate.

The molecular organization and structure of the shi-
kimate pathway enzymes varies considerably between
microrganism groups. Bacteria have seven individual
polypeptides, each possessing a single enzyme activity,
which are encoded by separated genes. Plants have a
molecular arrangement similar to bacteria, i.e., sepa-
rated enzymes encoded by separated genes, with the
exception of dehydroquinase and shikimate dehydroge-
nase, which have been shown to be present as separated
domains on a bifunctional polypeptide. Plant enzymes,
although nuclear encoded, are largely active in the
chloroplast and accordingly possess an N-terminal
transit sequence. In contrast, all fungi examined to date
have monofunctional 3-deoxy-p-arabino-heptuloson-
ate-7-phosphate synthases and chorismate synthases
and a pentafunctional polypeptide termed AROM. The
AROM polypeptide has domains analogous to the
bacterial enzymes: dehydroquinate synthase (DHQS),
S-enolpyruvylshikimate-3-phosphate synthase (EPSPS),
shikimate kinase (SK), dehydroquinase (DHQD), and
shikimate dehydrogenase (SDH) [4].

Chorismate is converted by five distinct enzymes to
prephenate, anthranilate, aminodeoxychorismate, is-
ochorismate, and p-hydroxybenzoate. These metabolites
comprise the first committed intermediates in the bio-
synthesis of Phe, Tyr, Trp, folate, menaquinone, and the
siderophore enterobactin, and ubiquinone, respectively.
The synthesis of these precursors is in most cases highly
regulated [6].

In monogastric animals, Phe and Trp are essential
amino acids that have to come with the diet and Tyr is
directly derived from Phe. Since bacteria use in excess 90%
of their metabolic energy for protein biosynthesis, for
most prokaryotes, the three aromatic amino acids repre-
sent nearly the entire output of aromatic biosynthesis, and
regulatory mechanisms for shikimate pathway activity
are triggered by the intracellular concentrations of Phe,
Tyr, and Trp. This is not so in higher plants, in which the
aromaticamino acids are the precursors for a large variety
of secondary metabolites with aromatic ring structures
that often make up a substantial amount of the total dry
weight of a plant. Among the many aromatic secondary

metabolites are flavonoids, many phytoalexins, indole
acetate, alkaloids such as morphine, UV light protectants,
and, most important, lignin [7].

In microrganisms, the shikimate pathway is regulated
both by feedback inhibition and by repression of the
first enzyme 3-deoxy-p-arabino-heptulosonate-7-phos-
phate (DAHPS). In higher plants, no physiological
feedback inhibitor has been identified, suggesting that
pathway regulation may occur exclusively at the genetic
level. This difference between microrganisms and plants
is reflected in the unusually large variation in the pri-
mary structures of the respective first enzymes [5].

Shikimate pathway enzymes are attractive targets for
drug development, however any new inhibitor for shi-
kimate pathway enzymes should have high specificity for
Xf enzymes, since they are also present in the plants.
Therefore, detailed structural information about the
protein targets will help us to identify structural differ-
ences between enzymes of plant and Xf, which may
serve as basis to design specific inhibitor against shikim-
ate pathway enzymes of the X. fastidiosa. The seven
enzymes modeled in the present work were 3-deoxy-p-
arabino-heptulosonate-7-phosphate synthase (DAHPS),
3-dehydroquinate synthase (DHQS), 3-dehydroquinate
dehydratase (DHQD), shikimate-5-dehydrogenase (SDH),
shikimate kinase (SK), 5-enolpyruvylshikimate-3-phos-
phate synthase (EPSPS), and chorismate synthase (CS).

Knowledge of the three-dimensional structures of the
enzymes will undoubtedly aid in the design of useful
inhibitors that may be used as a bactericide against
X. fastidiosa.

Methods

Molecular modeling. Homology modeling is usually the method of
choice when there is a clear relationship of homology between the
sequence of a target protein and at least one known structure. This
computational technique is based on the assumption that tertiary
structures of two proteins will be similar if their sequences are related,
and it is the approach most likely to give accurate results [8). There are
two main approaches to homology modeling: (1) fragment-based
comparative modeling [9,10] and (2) restrained-based modeling [11].
For modeling of the shikimate pathway we used the second approach.
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Model building of shikimate pathway enzymes was carried out using
the program MODELLER [11]. MODELLER is an implementation of
an automated approach to comparative modeling by satisfaction of
spatial restraints [12-14]. The modeling procedure begins with an
alignment of the sequence to be modeled (target) with related known
three-dimensional structures (templates). This alignment is usually the
input to the program. The output is a three-dimensional model for the
target sequence containing all main-chain and sidechain non-hydrogen
dtoms.

Since there are no three-dimensional structures available for shi-
kimate pathway enzymes of the X. fastidiosa (targets) the models were
built based on the atomic coordinates of shikimate pathway enzymes
(templates), which were solved by crystallographic methods (Table 1).
The percentage of primary sequence identity (Table 1) between enzymes
of Xf and of templates indicates that the crystallographic structures of
enzymes (templates) are good models to be used as templates for the
enzymes of X. fastidiosa (targets). The alignment of enzymes of the X.
Justidiosa (targets) and of templates is shown in Figs. 2A-G.

Next, the spatial restraints and CHARMM energy terms enforcing
proper stereochemistry [15) were combined into an objective function.
Finally, the model is obtained by optimizing the objective function in
Cartesian space. The optimization is carried out by the use of the
variable target function method [16] employing method of conjugate
gradients and molecular dynamics with simulated annealing. Several
slightly different models can be calculated by varying the initial
structure. A total of 1000 models were generated for each enzyme and
the final models were selected based on stereochemical quality. All
optimization process was performed on a Beowulf cluster with 16
nodes (BioComp, AMD Athlon XP 1800+).

Analysis of the models. The overall stereochemical quality of the
final models for each enzyme of the shikimate pathway of the
X. fastidiosa was assessed by the program PROCHECK ([17]. The root
mean square deviation (rmsd) between Ca-Ca atom's distance was
superposed using the program LSQKAB from CCP4 [18]. The cutoff
for hydrogen bonds and salt bridges was 3.3A. The contact area for
the complexes was calculated using AREAIMOL and RESAREA [18].
The root mean square deviation (rmsd) differences from ideal geome-
tries for bond lengths and bond angles were calculated with X-PLOR
[19,20). The G-factor value is essentially just log-odds score based on
the observed distributions of the stereochemical parameters. It is
computed for the following properties: torsion angles (the analysis
provided the observed distributions of ¢-¥, x1-x2, x-1, x-3. -4, and @
values for each of the 20 amino acid types) and covalent geometry (for
the main-chain bond lengths and bond angles). These values® average
was calculated using PROCHECK [17]. The Verify-3D measures the
compatibility of a protein model with its sequence, using a 3D profile
[21-23).

Table |

Results and discussion
Quality of the models

The atomic coordinates of crystallographic structures
(Table 1) solved to resolution better than 2.0 A (with
two exceptions) were used to build up an ensemble of
structures to be used as starting models for modeling
of the X. fastidiosa structures. The atomic coordinates of
all waters were removed from the templates.

The analysis of the Ramachandran diagram ¢
plots for the templates (Table 2) was used to compare
the overall stereochemical quality of the X. fastidiosa
structures against that of templates solved by biocrys-
tallography. They present over 89.0% of the residues in
the most favorable regions.

Qverall description and interactions with inhibitors

Among the seven enzymes modeled in the present
work four proteins were modeled with inhibitors
(DAHPS:Mn?*:PGL, DHQS:CRB:NAD, DHQD:FAL,
and EPSPS:glyphosate:S3P), because only these tem-
plates have inhibitors in their crystallographic structure.

The structures of all molecular models were super-
posed with their templates (Figs. 6A-G). The rmsd for
each superposition is given in Table 1. It was considered
only Ca in the superposition. The rmsd value of bond
lengths and bond angles is presented in Table 2.

The superpositions of the complexes are shown in
Figs. 5A-E and the average G-factor and Verify 3D
values are shown in Table 3.

3-Deoxy-p-arabino-heptulosonate-7-phosphate synthase

The first step of the shikimate pathway is the con-
densation of phosphoenolpyruvate (PEP) with the four-
carbon sugar p-erythrose-4-phosphate (E4P) to produce
3-deoxy-p-arabino-heptulosonate-7-phosphate (DAHP)

The crystallographic structures of the shikimate pathway enzymes used as templates, the percentage of amino acid identity, and rmsd value after

superposition of templates and targets

Enzymes PDB access  Resolution References

code (A)

Organism

rmsd (A)
Site

Sequence
identity (%)

Protein

DAHPS*
DHQS*
DHQD*
SDH*
SK*

1GGl1
1DQS
1GUIL
INYT
1L4Y
IWE2
2SHK
1G6S
1QX0

2.00
1.80
1.80
1.50
2.00
2.30
2.60
1.50
2.00

[24]
[26]
130]
132)
138]
1391
[40)
[46]
1491

EPSPS*
Csl

Escherichia coli (Ec)

Emericella nidulans (En)
Streptomyces coelicolor (Sc)

E. coli (Ec)

Mycobacterium turberculosis (Mt)
M. turberculosis (Mt)

Erwinia chrysanthemi (Ech)

E. coli (Ec)

Streptococcus pneumoniae (Sp)

61.1
38
42.5
42.3
326
326
s
299
30.6

0.086
0.055
0.059

0.665
0.039
0.055
0.166
0.452
0.366
0.377
0.118
0.650

1.419
0.582

“ DAHPS, 3-deoxy-n-arabino-heptulosonate-7-phosphate synthase; DHQS, 3-dehydroquinate synthase; DHQD, 3-dehydroquinate dehydratase;
SDH, shikimate-5-dehydrogenase; SK, shikimate kinase; EPSPS, 5-enolpyruvylshikimate-3-phosphate synthase; and CS, chorismate synthase.
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Fig. 2. (A) The sequence alignment for DAHPS from X. fastidiosa and E. coli (1GG1); (B) DHQS from X. fastidiosa and E. nidulans (1DQS); (C)
DHQD from X. fastidiosa and S. coelicolor; (D) SDH from X. fastidiosa and E. coli (INYT); (E) SK from X. fastidiosa and Mycobacterium tur-
berculosis (1LAY-1WE2), E. chrysanthemi (2SHK); (F) EPSPS from X. fastidiosa and E. coli (1G68S); and (G) CS from X. fastidiosa and Streptococeus
pneumoniae (1QX0). The alignments were performed with the program CLUSTAL W [54], the meaning of the special characters in the last line
being: (*) indicates positions which have a single, fully conserved, (:) indicates that one of the following ‘strong’ groups is fully conserved, and (.)
indicates that one of the following ‘weaker’ groups is fully conserved.

and inorganic phosphate [5]. This reaction is catalyzed
by the enzyme DAHPS, a metal-activated enzyme,
which in microrganisms is the target for negative-feed-
back regulation by pathway intermediates or by end
products. The basic structure of DAHP was confirmed
by several different chemical syntheses [7). Typically, the
comparison of the primary amino acid sequence of plant
with DAHPS shows a surprisingly low 20% pairwise
identity. In fact, PRETTYBOX (GCG program pack-
age), a program used to make multiple sequence align-
ments, identifies only 24 invariant residues for all known
DAHPS [5].

The Fig. 3A shows the secondary structure of
XfDAHPS in the complex with manganese (1l) ion
(Mn**) and 2-phosphoglycolate (PGL). This model
shows that the protein has 8 (B/a) barrel enhanced by
several additional secondary structure elements, in-
cluding a C-terminal tail that forms a three-stranded,
anti-parallel B-sheet with the p6éa/p6b strands [24]. The
active site of X/DAHPS consists of a channel between
C-terminal and N-terminal region of the 8 (B/a) barrel
with bound Mn?* and PGL.

We observed a total of 12 hydrogen bonds between
XfDAHPS:Mn**:PGL, in binary model, involving the
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Fig. 2. (continued)

residues Arg92, Lys97, Alal64, Argl65, Lys186, DHQS is a NAD"-dependent metalloenzyme that

Arg234, and His268. For the EcDAHPS:Mn?*:PGL 12
hydrogen bonds involving the residues Arg92, Lys97,
Alal64, Argl65, Lys186, Arg234, and His268 were ob-
served. The contact areas for the complexes of Ec-
DAHPS:Mn**:PGL and XfDAHPS:Mn**:PGL are 96
and 81 A2, respectively.

3-Dehydroquinate synthase

The second enzyme of the shikimate pathway, 3-de-

hydroquinate synthase (DHQS), requires catalytic
amounts of NAD* and a divalent cation for activity.
For the bacterial enzyme, Co** and Zn?* are the most
active metal ions [25]).

unesp @,

converts DAHP to dehydroquinate [26]. DHQS is acti-
vated by inorganic phosphate, one of the reaction
products, and the enzyme also requires catalytic
amounts of NAD™* for activity, even though the enzyme
catalyzed reaction is redox neutral. Conversion of
DAHP to DHQ proceeds by way of an intramolecular
exchange of the DAHP ring oxygen with carbon 7,
driven by the cleavage of the phosphoester. The reaction
involves an oxidation, a P-elimination of inorganic
phosphate, a reduction, a ring opening, and an intra-
molecular aldol condensation [5].

The Fig. 3B shows the secondary structure of
XfDHQS in complex with [1R-(1a, 38, 4a, 5B)-5-(phos-
phonomethyl)-1,3,4-trihydroxycyclohexane-1-carboxylic
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acid (CRB) and nicotinamide-adenine-dinucleotide
(NAD"). The structure is composed of an N-terminal
a/Bdomain and a C-terminal a-helical domain [26].
The N-terminal domain includes a Rossmann fold,
but surprisingly binds NAD™ in an inverted orientation
to that observed in all other classic Rossmann-fold
proteins. This domain consists of a seven-stranded

HESLTLQPIARVDGTINLPGSKSVSNRALLLAALAHGKTVLTNLLDSDDVRENLNALTAL
EDYFII.HQGTPLHGVLSIPGDK3ISWWMLLDGTSRIDGFLEL!DTCST&I ILARL

. 2o W s W AW W AN s s AWAT X2 2 e WrreW s W oW
GVSYTLSADRTRCE I IGNGGPLHAEGALELFLGNAGTANRPLAALLCLGSND IVLTGEPR

GVRIETPLS-TQRIVHGVGVDGLQASHIPLDCGNAGTGHRLLAGLLVAQPFDSVLVGDAS
™ ¥ o oFo® : T RETEW _EW EE, K LI L R P

. H H . & . . .

HKERPIGHLVDALRLGGAKITYLEQENYPPLRLQGGF TGGNVDVDG-SVSSQFLTALLET
LS KRPMRRVTDPLSQNGARIDTSD-DGTPPLRIYGGQLLHGIDYF I!WLSAOIH].VLLA

WFs s, "' " L 4 . "l" " L B ‘ *: W3 '

APLAPEDTVIRIKGDLVSKPYIDITLNLEKTFGVE IENQHYQQFVVKGGQSYQSPGTYLV

GLYLMT\NREP——-——HPTRDYT!RILTHGVDID-VSTGCARLRG@LCITDITIP
" ogaEEgw R RLITLT sreEw 1 '

EGDASSASYFLARAAIKGGTVRVTGIGRNSNQGD IRFADVLEKNGATICWGDDY IS~~~
ADFSSAAFYLVAASVIPGSD ITLRAVGLNPRR--IGLLTVLRLEGANIVESNRHEQGGEP

o SREN FRQEMLLW R, 2l 2NN, 3 W MR OBERLY .10 .

CTRGELNAIDMDENHIPDAANTIATAALFARGTTTLRNIYNWRVKETDRLFA
VVDLRVRYAPLQGTRVPEDLVADNIDEFPALFVAAAAAEGQTVVSGAAELRVKESDRLAA

' | LIPE 1 WY wrwm ¥.p T SERW EEN ¥

HATELRKVGAEVEEGHDYIRITPPEKLNFAEIATYNDHRMANCFSLVALSDTPVTILDPK

KVTGLRVLGVQVDETADGATIHGG~-PIGHGTINSHGDHRIARAFSIAGQL SVSWRIEDV
LR BN T Y NS P B . . " JEER AN wE

CTAKTFPDYFEQLARISQAA
ANVATSFPDYETLARSAGFG

ves ¥ il L0 G

MRYLTAGESHGPRLTAIIEGIPAGLPLTAED INEDLRRRQGGYGRGGRNKI
RGANTFGRLLAVTTFGESHGPAIGCVIDGCPPGLELAAEEFAHDLQRRATGRSRHTSARR

: N ORTEEEE g Wy W W TR RyEEg: AW EE W W :
ENDQUVF TSGVRHGKTTGAP ITHDVINKDHQRVLD INSAED IEDRLESKREKITHPRPGHA
EADEVEILSGVYEGRTTGTPIALLIRNTDQRSRDYATIAR= ==~ ===m=m——— QFRPGHA
* WW oz WER K AEWEE:: o B Wagp ., ;T FEREW
DLVGGIKYRFDDLRNSLERSSARETTERVAVGAVAKRLLAELDHEE IANHVVVFGGKE IDV
DYTYWQKYGIRDPRGGG-RISARETTHRVAAGVVAKKWLKQR YGVIVRGFLSQL

L e 3 W TAATRRARENNT & *OW: * . ¥ K ;B
PENLTVAEIRKQRAAQSEVS IVNQEREQE IKDYIDQIKRDGD TIGGVVETVVGGVPVGLGS
GEIRPEGFAWDAVEDNPFFWPQAAQVPELEAYRD ALRKSGNSVGARVDVVAEGVPPGWGE

L Yiw ¥u o $0f Wy Mi? ogpag,tagpe, .M, TR R oA,
YVQWDRERLDARLAQAVVS INAFKGVEFGLGFEAGYRKGSQVNDE ILVSKEDGYTRRTNNL

PIYG--KLDGELAAALMS INAVEGVEIGAGFGSTVQRGTEHRDLETP-----LGFLSNHA
1 LA LT AR PRE I IR 221 PR AR L BFTEEES | PRI Y 17y

GGFEGGNTNGQP IVVRGVNKP IPTLYKPLNSVD IETHEPYRATVERSDPTALPAAGHVHE
GGIIGGITTGQPIIVSIALRPTSSLRLPGETVDVDGHPVQVITKGREDPCVGIRAPPIAE
LLTER TR IR AL L TE US| IS S S 1 PR LI B 1 * g
AVVATVLAQEILERFSSD-NLEELREAVAKHRDYTRNY-
ANVALVLEDQALRHRAQCGDVGERSPCILENVGFRNADD

RIEE ET 3 TP 2. T OTIa. 41 D 1 3

Fig. 2. (continued)
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f-sheet, with strand order 1296534 (Fig. 3B). Strands Bl
and B2 form a B-hairpin which is connected by helix al
to a five-stranded Rossmann-fold structure [27,28). This
conformation orientates the NAD* so that the active
site is on the opposite side of the sheet to that seen in all
other known Rossmann type NAD*-binding proteins
[26], comprising a faf unit and a faPaf unit. Strands 7
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Table 2
Analysis of the Ramachandran plot and rmsd from ideal geometry for the templates and models of X. fastidiosa

Enzymes Region of the Ramachandran plot rmsd

Most favorable Additional Generously Disallowed Bond lengths Bond angles
(%) allowed (%) allowed (%) (%) (A) ©)

94.4 (90.5) 49 (8.1) 0.7(1.4) 0.0 (0.0) 0.019 (0.012) 2,92 (1.50)
91.2 (92.5) 1.2 (1.5) 1.3 (0.0) 0.3 (0.0) 0.020 (0.13) 3.70 (2.30)
DHQD 96.8 (92.2) 32(7.0 0.0 (0.8) 0.0 (0.0) 0.020 (0.019) 4.12 (1.80)
SDH 93.2 (93.3) 5.6 (6.7 0.9 (0.0) 0.4 (0.0) 0.032 (0.018) 4.51 (1.80)
SK 93.8 (90.5) 5.6 (8.8) 0.6 (0.7) 0.0 (0.0) 0.020 (0.005) 3.63 (1.20)

(93.4) (59) 0.7) (0.0) (0.017) (1.90)

(95.6) (4.4) (0.0) (0.0) (0.013) (1.70)
EPSPS 89.0 (90.8) 7.1 (8.9) 2.5(0.3) 1.4 (0.0)
Cs 90.7 (93.1) 1.3(6.9) 1.7 (0.0) 0.3 (0.0)

In parentheses arc values obtained for the templates used for modeling.

DAHPS
DHQS

0.022 (0.013) 3.92 (2.58)

Table 3
Analysis of the 3D profile and G-factor for the templates and models X. fastidiosa

Enzymes 3D profile*

G-factor®

Total score

Ideal score

Sideal SCOTE

Torsion angles

Covalent geometry

DAHPS
DHQS
DHQD
SDH
SK

EPSPS
Cs

13523 (153.33)
15027 (180.65)
58.79 (67.47)
12598 (131.02)
69.16 (82.02)

(83.33)

(68.25)
175.97 (230.44)
145.42 (163.31)

159.94 (154.87)
169.15 (173.76
67.17 (67.62)

125.42 (123.58)
81.82 (74.95)
(74.95)
(71.74)

196.36 (195.44)

170.07 (171.92)

0.8455 (0.9905)
0.888S (1.0395)
0.8755 (0.998S)
1.004S (1.060S)
0.8545 (1.0945)

(1.1125)

(0.9535)
0.896S (1.1795)
0.8555 (0.9495)

0.12 (0.18)
-0.05 (0.07)
-0.03 (0.04)
~0.12 (—0.05)
0.02 (0.30)
(0.08)
(-0.01)
-0.21 (0.08)
-0.16 (0.00)

—0.10 (0.45)
-0.36 (~0.02)
-0.46 (<0.17)
~0.83 (0.31)
-0.21 (0.57)
(0.23)
(-0.51)
-0.87 (0.31)
~0.73 (<0.16)

In parentheses are values obtained for the templates used for modeling.
“Total score: sum of the 3D-1D scores (statistical preferences) of each residue present in protein. Ideal score: Siau = exp(—0.83 + 1.008xIn(L)):
where L is number of amino acids Siq.;. Score: compatibility of the sequence with their 3D structure. It is obtained total score/ideal score. Sisq) score

above 0.4555¢|e.| T

P Ideally, scores should be above ~0.5. Values below ~1.0 may need investigation.

and P8 form a separated B-hairpin. Both DHQS and the
classic Rossmann-fold domains bind NAD(P)* at the
C-terminal end of the sheet [27,28].

However, uniquely among known NAD(P)*-binding
protein structures, the phosphate moieties of NAD* in
DHQS are associated with the glycine-rich first turn of
the second BaPapP unit, rather than the first (Ba)pap
unit [26-28].

We observed a total of 16 hydrogen bonds in the binary
complex X/DHQS:NAD*:CRB, involving the residues
Aspld3, Lysl49, Asnl59, Glul9l, Lysl194, Lys233,
Arg247, Asn251, His254, His276, and Lys335. For the
EnDHQS:NAD™*:CRB 16 hydrogen bonds involving the
residues Aspl46, Lys152, Asnl62, Glul94, Lysl97,
Lys250, Arg264, Asn268, His271, His287, and Lys356
were observed. The contact areas for the complexes of
EnDHQS:NAD*:CRB and X/DHQS:NAD™:CRB are
582 and 566 A?, respectively.

3-Dehydroquinate dehydratase

The third step of the shikimate pathway, dehydration
of DHQ to give 3-dehydroshikimate (DHS), is catalyzed
by DHQD that exists in two forms: types 1 and 11 [5]. In

higher plants, the third and fourth steps of the shikimate
pathway are catalyzed by a bifunctional enzyme [25].
This enzyme belongs to the superfamily of NAD(P)H-
dependent oxidoreductases, which function in anabolic
and catabolic enzyme pathways as well as in xenobiotic
detoxification. This superfamily is usually subdivided
into several families, including short chain dehydro-
genases, medium chain dehydrogenases, aldo-keto re-
ductases, iron-activated alcohol dehydrogenases, and
long chain dehydrogenases [29].

The overall topology of the type I DHQD is an eight-
stranded o/p barrel while the type 11 DHQD subunit
consists of a five-stranded f-sheet core flanked by four
a-helices. The type 1 enzymes catalyze a cis (syn)-dehy-
dration involving loss of the 2-pro-R hydrogen via a co-
valent imine intermediate, while the type Il enzymes
catalyze a trans (anti)-dehydration which results in the
loss of the 2-pro-S hydrogen, probably via an enolate
intermediate [3].

Fig. 3C shows the secondary structure of X/DHQD
in complex with 2,3-anhydro-quinic acid (FAl). The
cnzyme is an a/f protein with a central five-stranded
parallel B-sheet whose observed strand order is 21345,
which is a flavodoxin-like fold, as defined in the SCOP
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Fig. 3. Ribbon diagrams for: (A) X/DAHPS:PGL:Mn?*, (B) X/DHQS:CRB:NAD*, (C) X/DHQD:FAI, (D) X/SDH:NAD"*, (E) X/SK:ATP:
Mg*+:SHK, (F) X/EPSPS:glyphosate:S3P, and (G) XfCS:FMN:EPSP. Figures were generated by Molscript [55] and Raster3d [56).

Fig. 4. Electrostatic potential surface for the complexes: (A) Xf/DAHPS:PGL, (B) X/DHQS:CRB, (C) Xf/DHQD:FAl, (D) X/EPSPS:glyphosate, and
(E) XfCS:FMN calculated with GRASP [53].
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Fig. 5. Stereo views of the interdomain interface region illustrating the binding pockets of the molecular models (thick line) with their template
structures (thin line). (A) X/DAHPS:PGL, (B) X/DHQS:CRB, (C) X/DHQD:FAI, (D) X/EPSPS:glyphosate, and (E) XfCS:FMN.

[31] classification of protein folds. There are four main
a-helices in the structure, with al and a4 on one face of
the B-sheet and o2 and a3 on the other face. The active
site in type 11 DHQD is located in the cleft formed at the
carboxy edge of the B-sheet between strands Bl and B3,
which is common not only to enzymes with a flavo-
doxin-like fold but also to a/f [30].

We observed a total of 11 hydrogen bonds between
X/DHQD and FA1 involving the residues Asn75, Ala78,
His81, Leul02, Serl03, and Argll2. For the
ScDHQD:FAI 11 hydrogen bonds involving the residues
Asn79, Ala82, His85, His106, 11e107, Ser108, and Argl17
were observed. The contact areas for the complexes of
ScDHQD:FAI and XfDHQD:FAI are 105 and 144 A2,

respectively.
Shikimate-5-dehydrogenase
The shikimate dehydrogenase catalyzes the fourth

reaction in the shikimate pathway, the NADP-depen-
dent reduction of 3-dehydroshikimate to shikimate [5]).

This compound, which differs from shikimic acid only
by the addition of a hydroxyl group at Cl, is the pre-
cursor to the ubiquitous plant secondary product chlo-
rogenate. To date, two independent families of quinate/
shikimate dehydrogenases have been identified. The first
consists of NAD-dependent dehydrogenases, and the
second consists of membrane-associated dehydrogenases
that utilize pyrrolo-quinoline-quinone as a cofactor [32].

Both types of dehydrogenases are involved in the
catabolic quinate pathway, which allows growth of
microrganisms with quinate as the sole carbon source by
its conversion into protocatechuate and subsequent
metabolism by the B-ketoadipate pathway [32].

Fig. 3D shows that the secondary structure of X/SDH
in complex with nicotinamide-adenine-dinucleotide
(NAD™) displays an architecture with two a/p domains
separated by a wide cleft. The first three p-strands follow
a regular a/P succession, with the helices a1 and o2
parallel to the B-strands, flanking opposite sides of the
sheet. The domain is completed by a C-terminal a-he-
lical hairpin (29 and «l0), which packs against the
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Fig. 6. Superposition of the molecular models (thick line) with their template structures (thin line). (A) X/DAHPS, (B) X/DHQS, (C) X/DHQD, (D)
XfSDH, (E) X/SHK, (F) X/EPSPS, and (G) XfCS.




H.A. Arcuri et al. | Biochemical and Biophysical Research Communications 320 (2004) 979-991 989

B-sheet on the same side as al [32]. This structure reveals
an enzyme with a deep cleft, which contains the active
site formed at the junction of two domains. The C-ter-
minal domain is easily recognizable as a Rossmann-fold
dinucleotide-binding domain, responsible for binding
the NADP cofactor. The N-terminal substrate binding
and dimerization domain, an a-f-a sandwich, repre-
sents a unique topological fold [33].

Shikimate kinase

In the fifth step of the shikimate pathway, shikimate
kinase catalyzes the phosphorylation of shikimate to
yield shikimate 3-phosphate (S3P) [5].

Fig. 3E shows the secondary structure of XfSK in the
complex with shikimate and ADP/Mg?*. It is an /B
protein consisting of a mixed B-sheet surrounded by a-
helices. A central five-stranded parallel B-sheet (B1-B5)
presents the strand order 23145. The fB-strands are
flanked on either side by a-helices (xl and a8 on one
side, ad, a5, and a7 on the other) [34). The ordering of
the strands 23145 classifies it as belonging to the same
structural family as the nucleoside monophosphate
(NMP) kinases. The XfSK structure exhibits the walker-
A motif located between B1 and al forming a canonical
phosphate-binding loop (P-loop). The core of the SK
structure forms a classical mononucleoside-binding fold
[35]. It has been reported that NMP kinases undergo
large conformational changes during catalysis. The re-
gions responsible for this movement are NMP-binding
site and the lid domain, The NMP-binding site is formed
by a series of helices between strands 1 and 2 of the
parallel B-sheet. The lid domain is a region of variable
size and the structure following the fourth B-strand of
the sheet [36,37). The docking simulations of shikimate
to Erwinia chrysanthemi and Mycobacterium turbercu-
losis identified that shikimate binds in a position anal-
ogous to nucleotide monophosphate in NMP kinases
[38-40]. The shikimate-binding domain, which follows
strand P2, consists of helices o2 and a3, and the N-ter-
minal region of helice ad.

5-Enolpyruvylshikimate-3-phosphate synthase

In the sixth step of the shikimate pathway, a second
phosphoenolpyruvate (PEP) enters in the pathway. It is
condensed with S3P to yield 5-enolpyruvylshikimate-3-
phosphate (EPSP) and inorganic phosphate. EPSP
synthase (EPSPS) is the only cellular target for the
herbicide glyphosate. Glyphosate binding is competitive
with PEP. For a long time, the ternary complex enzyme-
S3P-glyphosate has been considered a transition state
analog in which glyphosate takes the place of PEP [5].
Enzyme-ligand distances within the glyphosate-con-
taining ternary complex were measured by NMR [41],
and now reports from several laboratories indicate that

the complex may not be a transition state analog, be-
cause PEP and glyphosate binding is apparently not
identical [42,43].

The mode of action of glyphosate on EPSPS has been
debated over the past two decades. While studies sug-
gested that glyphosate is an intermediate-state analog of
the EPSPS reaction it was later proposed that glypho-
sate might act as an allosteric inhibitor. This ambiguity
was partly due to the lack of structural information
about EPSPS. However, the nature of the binding site of
either S3P or glyphosate remained obscure until re-
cently, when the crystal structures of EPSPS complexed
with S3P (binary complex) or complexed with S3P and
glyphosate (ternary complex) were determined to atomic
detail. Comparison of ligand-free EPSPS with the binary
complex suggests that the two globular domains ap-
proach each other on S3P binding, such that the active
site emerges in the interdomain cleft [44].

The two flat surfaces of the hemispheres, which in
projection form a “V,” are almost normal and accom-
modate the N-terminal of the six helices in each domain.
The helical macrodipolar effects create a potential well
that facilitates the binding of glyphosate and S3P. The
domains are composed of three copies of a Papapp
folding unit (Fig. 3F). The four-stranded B-sheet struc-
tures contain both parallel and antiparallel strands and
the helices are parallel [45].

We observed a total of 16 hydrogen bonds in the ter-
nary complex X/EPSPS:S3P:glyphosate, involving the
residues Lys22, Asn93, Argl23, GInl70, lle315, Asp316,
Arg347, Glu344, and Arg388. For the EcEPSPS:S3P:
glyphosate it was observed 15 hydrogen bonds involving
the residues Lys22, Gly96, Argl24, Ginl71, Asp313,
Glu341, Arg344, Arg386, and Lys411. The contact areas
for the complexes of EcEPSPS:glyphosate and XfEP-
SPS:glyphosate are 186 and 211 A?, respectively.

Chorismate synthase

The seventh and final step in the main trunk of the
shikimate pathway is the trans-1,4 elimination of phos-
phate from EPSP. Under the influence of the enzyme
CS, this enol ether undergoes loss of phosphoric acid to
produce chorismate. In this reaction, the second of the
three double bonds of the benzene ring is introduced.
The reaction is catalyzed by CS and requires reduced
flavin for activity even though the overall reaction is
redox neutral [5].

In chorismate synthase catalysis, the reduced flavin is
apparently directly involved in the mechanism of the
reaction [5). The CS catalyzed reaction requires reduced
flavin mononucleotide (FMN) and substrate EPSP to
produce chorismate, a phosphate molecule, and reduced
FMN. It is an unusual reaction in that the redox state of
the functional cofactor FMN remains unchanged. An-
other unusual feature of the CS catalyzed reaction is the
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nonconcerted anti-1,4-elimination of the 3-phosphate
and the C-(6-pro-R) hydrogen 4. It is expected that the
three-dimensional structure of CS can significantly en-
hance our understanding of its enzymatic mechanism for
this unusual chemistry [46,47].

Studies on CS from bacteria, fungi, and plants revealed
that in these organisms the reduced FMN cofactor is
made available in different ways to CS: chorismate syn-
thases in fungi—in contrast to those in bacteria and
plants—carry a second enzymatic activity which enables
them to reduce FMN at the expense of NADPH [48].

The Fig. 3F shows the secondary structure of XfCS in
the complex with EPSP and FMN. XfCS has been
predicted to be an a—f barrel as a result, of secondary
structure prediction efforts, is clearly very different from
what was expected. It comprises a single large core do-
main, which is surrounded by loops and discrete stret-
ches of secondary structure. The core consists of an
internal two long a-helices, sandwiched between a pair
of four-stranded antiparallel p-sheets [49].

We observed a total of four hydrogen bonds between
the ternary complex XfCS:EPSP:FMN, involving the
residues His106, Ala239, and Lys293. For the SpCS:
EPSP:FMN 6 hydrogen bonds involving the residues
His110, Asn251, Ala252, and Lys311 were observed. The
contact areas for the complexes of SpCS:EPSP:FMN and
XfCS:EPSP:FMN are 542 and 476 A?, respectively.

Conclusions

The specificity and affinity between enzyme and its
inhibitor depend on directional hydrogen bounds and
ionic interactions, as well as on shape complementarity of
the contact surfaces of both partners [50-52]. The elec-
trostatic potential surface of the all models was calculated
with GRASP [53] and shown in Figs. 4A-E. Analysis of
these structural models indicates that inhibitors such as
glyphosate for EPSPS and FAI for DHQD are strongly
bound to the enzymes. All complexes show good shape
and charge complementarity and exhibit a higher number
of intermolecular hydrogen bonds, which strongly indi-
cates that these inhibitors could also inhibit X. fastidiosa
enzymes. Especially interesting is the XfEPSPS:glypho-
sate:S3P complex that shows 16 intermolecular hydrogen
bonds, more than that observed for Escherichia coli en-
zyme (14 bonds), and a higher contact area, which indi-
cates that glyphosate may have higher affinity for
X/EPSPS than that observed for EcEPSPS. Further
inhibitor analysis may confirm this prediction.
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