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RESUMO

A capacidade de Gluconacetobacter diazotrophicus produzir acidos organicos
representa uma das suas potenciais aplicacdes biotecnoldgicas. Entretanto, a via
metabdlica do gluconato é bastante complexa e, muitas vezes, inviavel
economicamente. Este estudo tem como objetivo buscar uma maneira de otimizar a
sintese do produto de interesse. A opgéo sugerida € alterar as enzimas envolvidas na
conversao de gluconato em cetogluconatos, visando aumentar a concentracdo de acido
glicdnico. A mutagénese dirigida é uma técnica utilizada neste tipo de estudo,
entretanto, realizar e avaliar diversos tipos de mutagdes exige grande demanda de
tempo e recursos financeiros. A biologia computacional pode ajudar a encurtar o
caminho dos processos experimentais, por isto foi utilizada neste estudo. Apdés uma
busca no genoma de G. diazotrophicus, foram selecionadas oito ORFs relacionadas
com a produgdo de &cido gliconico. Como nenhuma delas possui uma estrutura
resolvida experimentalmente, foi utilizada uma técnica de predi¢cdo, a modelagem por
homologia, com o objetivo de inferir a respeito do funcionamento de cada proteina. Uma
estratégia de substituicdo de residuos selecionados por alaninas aliada a modelagem
molecular foi utilizada para avaliar o impacto dessa mutacdo. Um estudo da via
metabdlica do gluconato em diversos organismos forneceu dados suficientes para
eleger os dois melhores alvos para a mutagénese, uma gluconato 5-desidrogenase e
uma putativa gluconato quinase, ambas relacionadas com a conversdo de &cido
glicbnico em cetogluconatos. A partir de um estudo do mecanismo catalitico das
enzimas, foi possivel selecionar os possiveis residuos criticos para a atividade
enzimatica. Estes foram substituidos, in silico, por alaninas, e as consequéncias das
alteracdes foram analisadas. As mutagdes que acusaram um impacto no funcionamento
da enzima foram Arginina 106 e Serina 152 na gluconato 5-desidrogenase, e Histidina
133 na gluconato quinase. Espera-se que, ao substituirmos estes residuos, o potencial
catalitico seja minimizado ou até mesmo inativado, diminuindo a quantidade de
gluconato convertido em outros produtos. Estes resultados serdo testados
experimentalmente por colaboradores.

Palavras-chave: Gluconacetobacter diazotrophicus, &cido gliconico, modelagem
molecular, mutagénese sitio-dirigida.
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ABSTRACT

The ability of Gluconacetobacter diazotrophicus to produce organic acids
represents one of its potential biotechnological applications. However, the metabolic
pathway of gluconate is quite complex and often impracticable economically. This study
aims to find a way to optimize the synthesis product of interest. The suggested option is
to alter the enzymes involved in the conversion of gluconate into cetogluconates, to
increase the concentration of gluconic acid. Site directed mutagenesis is a technique
used in this type of study, however, implement and evaluate various types of mutations
requires a great deal of time and financial resources. The computational biology can
help shorten the path of experimental processes, so it was used in this study. After a
search in the genome of G. diazotrophicus, eight ORFs were selected related to the
production of gluconic acid. As there is little physical or structural information available
for this enzyme, we used a technique of prediction, homology modeling, in order to infer
about the function of each protein. A molecular modeling approach with an amino acid
replacement by alanines strategy was employed to assess the impact of this mutation. A
study of the metabolic pathway of gluconate in several organisms has provided sufficient
data to choose the two best targets for mutagenesis, a gluconate 5-dehydrogenase and
a putative gluconate kinase, both related to the conversion of gluconic acid in
cetogluconates. From a study of the catalytic mechanism of enzymes, it was possible to
select any residues critical for enzymatic activity. These were replaced in silico by
alanines, and the consequences of changes were analyzed. Detailed analysis of the
modeled structures reveals that the mutations that may cause an impact on the
functioning of the enzyme were Arginine 106 and Serine 152 in gluconate 5-
dehydrogenase, and Histidine 133 in gluconate kinase. It is expected that, in replacing
these residues, the catalytic potential is minimized or even inactivated, reducing the
amount of gluconate converted into other products. These results will be experimentally
tested by collaborators, and once proved right our findings may be applicable in the use
of this bacteria in biotechnological processes.

Keywords: Gluconacetobacter diazotrophicus, gluconic acid, molecular modeling, site
directed mutagenesis.
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CAPITULO 1 - INTRODUGAO

1.1. Gluconacetobacter diazotrophicus

As bactérias acido-acéticas sao aerobicas obrigatérias capazes de oxidar
diversos agucares e polidis, como D-glicose, glicerol, D-sorbitol e etanol. Este tipo de
reagdo € denominado fermentagdo oxidativa, uma vez que envolve oxidagdes
incompletas acompanhadas pelo acumulo dos produtos da oxidacdo no meio de cultura
(Matsushita et al., 2003).

Gluconacetobacter diazotrophicus é uma bactéria diazotrofica associativa,
endofitica, isolada primeiramente em cana de agucar (Saccharum spp.) (Gillis, 1989) e
posteriormente em outras plantas (James & Olivares, 1998). Aléem da cana de acucar,
pode associar-se a capim-elefante (Pennisetum purpureum), batata doce (/lpomoea
batatas), abacaxi (Ananas comosus) e café (Coffea arabica), demonstrando potencial
para beneficiar diversas plantas hospedeiras (Reis et al.,, 1994; Dobereiner et al., 1988;
Tapia-Hernandez et al., 2000; Weber et al., 1999)

A simbiose entre a bactéria em questdo e a cana de acgucar possui grande
relevancia devido a importancia econémica da colheita. O Brasil é responsavel por uma
grande parte da cultura de cana no mundo, sendo portanto um dos maiores produtores
de acgucar (Zanin et al., 2000; Orellana & Neto, 2006). Além disso, ha no pais um
programa de incentivo a produg¢ao de combustiveis alternativos, visando a preservacao
do meio ambiente.

G. diazotrophicus exerce um importante papel na agricultura, pois assimila
nitrogénio para as plantas infectadas por meio da Fixacdo Bioldégica de Nitrogénio
(FBN), utilizando a glicose como fonte de carbono (Luna, 2002). Embora muitos
organismos sejam capazes de contribuir com a FBN, esta bactéria destaca-se por fixar
N2 sem causar doencas (James et al., 1994). Atualmente, mais de metade do nitrogénio
necessario para o crescimento das plantas resulta deste processo (Saravanan et al.,
2008). Isto traz como consequéncia uma diminuicdo no numero de fertilizantes
utilizados, diminuindo a poluicdo proveniente da agricultura. O uso de bactérias



promotoras de crescimento de plantas como biofertilizantes esta sendo considerado
como meio alternativo ou suplementar de reduzir o uso de produtos quimicos nas
plantacbes. O estimulo do crescimento por microorganismos pode ser uma
consequéncia da fixagdo de nitrogénio, producdo de fitormdnios, biocontrole de
fitopatdgenos na raiz ou aumento na disponibilidade de minerais (Luna, 2010).

Muitas propriedades de G. diazotrophicus exaltam sua importédncia em varias
areas da biotecnologia. Um exemplo é a capacidade deste organismo em suportar altas
concentragdes de acgucar, caracteristica que demonstra sua adaptacao as plantagdes
de cana de agucar, onde o conteudo de sucrose é frequentemente alto. Além disso,
possui tolerancia a baixo pH e acidos organicos, sendo capaz de fixar nitrogénio a pHs
préximos de 2.5 (Tejera et al., 2003).

Esta bactéria também produz horménios relacionados ao crescimento de plantas,
como auxinas e giberelinas, como demonstrado em varios experimentos (Sevilla et al.,
2001). Além disso, tem sido relatado um possivel papel de defesa, devido a sua
atividade antagonista contra Xanthomonas albilineans e Colletotrichum falcatum por
meio da producdo de bacteriocina (Blanco et al, 2005) e de sua habilidade de
fermentar agucares em meio com pH abaixo de 3.0 (Muthukumarasamy, 2000),
respectivamente.

Podemos notar, portanto, que o organismo em questdo possui mdultiplas
qualidades que podem ser aplicadas na industria biotecnoldgica. Finalmente, nao
podemos deixar de ressaltar sua capacidade em produzir 4cidos organicos por meio da
fermentacdo oxidativa de diversas fontes de carbono. A biossintese desses acidos
envolve vias um tanto complexas, muitas vezes até invidveis economicamente
(Magnuson & Lasure, 2004). A peculiaridade desta espécie em crescer a condicbes
extremas poderia auxiliar no desenvolvimento de um processo mais estavel e
econdmico de biossintese de acido gliconico.

O sequenciamento do genoma da Gluconacetobacter diazotrophicus foi
finalizado em 2007, pelo projeto RioGene (Programa Genoma do Estado do Rio de
Janeiro). Esse projeto reuniu laboratérios fluminenses de diversas instituigcdes, entre

elas a Universidade Federal do Rio de Janeiro (UFRJ), Universidade do Estado do Rio



de Janeiro (UERJ), Universidade Estadual do Norte Fluminense Darcy Ribeiro (UENF),
Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro (UFRRJ), Pontificia Universidade Catdlica
do Rio de Janeiro (PUC-Rio), além da Empresa Brasileira de Pesquisa Agropecuéria
(EMBRAPA) Agrobiologia, recebendo o apoio da Fundagcdo de Amparo a Pesquisa do
Estado do Rio de Janeiro (FAPERJ) e do Conselho Nacional de Desenvolvimento
Cientifico e Tecnolégico (CNPq). Seus resultados relataram um genoma composto por
um cromossomo de 3,9 Mb e dois plasmidios com 16,6 e 38,8 Kb. (Bertalan et al,
2009).

Os dados do genoma representam uma importante fonte de informagédo que
pode ser usada para estudar mais profundamente a importancia biotecnol6égica desta
bactéria, visando compreender melhor suas vias metabdlicas e, posteriormente, utiliza-

la em outras plantas para otimizar a sintese de produtos de interesse.

1.2. Acido Glicénico

O acido gliconico € um acido organico simples, ndo corrosivo, volatil nem téxico,
que foi descoberto em meados de 1870. Dez anos apos, foram encontradas pela
primeira vez bactérias acido acéticas, capazes de oxidar diversos tipos de acucares
(Rohr et al., 1983). Desde entéo, a producao deste &cido foi demonstrada em diversas
espécies de bactérias, como Pseudomonas, Gluconobacter e Acetobacter, além de
varios tipos de fungos. Também pode ser encontrado em plantas, frutas, arroz, carnes e
outros produtos alimenticios (Ramachandran et al., 2006).

A producao de acido glicbnico e seus cetoderivados possui importante papel na
industria alimenticia, pois € muito utilizado para conservar, fermentar e conferir sabor
aos alimentos. Sao de grande importancia econémica também para as industrias
farmacéuticas, como fonte de calcio, nutricdo animal, precursor da vitamina C, na
producdo de agentes antimicrobianos, além de ser Gtil na industria téxtil e em outras
inimeras aplicagdes (Das & Kundu, 1987; Milson & Meers, 1985; Elfari et al., 2005).

O 4&cido gliconico pode ser convertido em outros &cidos, denominados
cetogluconatos. Um exemplo € o acido 5-ceto-D-Gluconato (5KGA), que pode produzir



acido xilarico, diversos condimentos e ser efetivamente convertido em &acido tartarico
(Matzerath et al., 1995). Este ultimo é de interesse consideravel, pois pode ser utilizado
como antioxidante na industria alimenticia, como um agente redutor de acidez na
industria téxtil e como um reagente quiral em sintese organica. Os métodos para
preparacado de SKGA séo baseados na fermentagado da glicose. Esses processos levam
a co-producdo do acido isomérico 2-cetogliconico (2KGA) e posteriormente também
acido 2,5 dicetoglicénico (2,5 DKGA) (Shinagawa et al, 1983; Weenk et al., 1984),
precursores de acido ascérbico (Salusjarvi et al., 2004). E importante ressaltar que a
maioria das bactérias acido acéticas produz tanto 2KGA quanto 5KGA via acido
gliconico, e os acumula simultaneamente no meio. As taxas de producdo variam de

acordo com as condi¢gdes do meio e caracteristicas de cada organismo.
1.2.1. Producao e Vias Metabdlicas

O &acido gliconico é produzido a partir da glicose por meio de uma simples reacao
de desidrogenacédo catalisada por uma glicose oxidase. A oxidagdo da glicose da
origem a uma glucona-&-lactona que, espontaneamente ou por meio de uma lactonase,
é convertida a acido gliconico. O ciclo do Gluconato encontra-se detalhado na Figura
1.1.
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Figura 1.1. Via metabdlica geral do Gluconato (Ramachandran et al., 2006)

Embora existam varias abordagens diferentes para a producéao de acido glicbnico
(quimicas, eletroquimicas, etc.) e varios agentes de oxidacdo disponiveis, estes
parecem ser mais custosos e menos eficientes do que o processo de fermentacédo. A
producdo por meio de enzimas é vantajosa por nao exigir processos de purificagao
(Godjevargova et al., 2004). Portanto, esta ultima tem sido a técnica mais utilizada na
manufatura destes acidos. Processos utilizando bactérias como Gluconacetobacter
oxydans tém ganhado cada vez mais importancia, embora o0 método com o fungo

Aspergillus niger seja ainda um dos mais amplamente empregados.



A reacao envolvendo a conversdo de glicose a acido glicbnico por fungos
filamentosos é catalisada pela enzima glicose oxidase (E.C. 1.1.3.4). Ela catalisa a
reacdo onde a glicose é desidratada a glucono-&-lactona, enquanto o hidrogénio é
transferido para seu co-fator, FAD. A enzima é induzida na presencga de altos niveis de
glicose e oxigénio no meio e pH préximo a 5.5 (Liu et al, 2001). A conversdo de
glucono-8-lactona a acido glicbnico pode ocorrer espontaneamente ou por meio de uma
lactonase. Um esquema da oxidagdo da glicose pelo fungo Aspergillus niger é
apresentado na Figura 1.2.

GLICOSE

Glucose
oxidase

GLUCONO- & -LACTONA

I I Espontaneamente/
Lactonase
ACIDO GLICONICO

Figura 1.2. Oxidacao da glicose por Aspergillus niger

A producéo de acidos organicos em bactérias 4cido acéticas é realizada por uma
glicose desidrogenase (GDH, E.C. 1.1.99.17), que oxida glicose a &cido glicénico. Este,
por sua vez, & oxidado por uma gluconato desidrogenase (GADH), transformando-se
em 2-cetogluconato. O ultimo passo da oxidagdo, ou seja, a oxidacao para 2,5
dicetoglicénico, € realizado por meio de uma a-cetoglutarato desidrogenase (KGDH).
Os passos da reacdo em questdo sdao demonstrados na Figura 1.3. Todas estas
enzimas estdo situadas na membrana dos organismos e sao induzidas pela alta
concentracao de glicose no meio (Velizarov & Beschkov, 1994).
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Figura 1.3. Via metabdlica para oxidagao da glicose por Gluconobacter
(Ramachandran et al., 2006)

GDH é uma proteina extracelular que possui Pirrologquinolina quinona (PQQ)
como coenzima. Existe também uma enzima intracelular, dependente de NADP?,
chamada glicose desidrogenase, envolvida na produc¢ao de acidos organicos. Estes sdo
exportados para a célula e catabolizados por meio de rea¢des na via pentose fosfato,
que é uma das vias essenciais do metabolismo de muitos organismos. Quando a
concentracao de glicose € maior do que 15 mM, esta via é reprimida, dando lugar ao
acumulo de acido glicénico.

Gluconacetobacter oxydans é uma bactéria aerdbica obrigatéria que oxida
glicose por meio de duas vias metabdlicas alternativas. A primeira requer uma
fosforilacdo inicial seguida pela oxidacao via pentose fosfato. A segunda é a via de
oxidacao direta da glicose, que resulta na formacdo dos acidos glicbnico e
dicetoglicbnico (Stadler-Szoke, 1980). Este organismo converte D-glicose em acido 2,5
dicetoglicbnico pela acao das trés enzimas descritas na Figura 1.3.

Existem dois sistemas enzimaticos separados em Gluconacetobacter oxydans
para reducao de glicose a 5KGA: o primeiro oxida glicose a glucono-6-lactona por meio
de uma glicose desidrogenase situada na membrana. Este produto intermediario é
convertido a acido gliconico por meio de uma lactonase. Posteriormente, a oxidacédo do



acido gliconico é realizada pelas enzimas Gluconato desidrogenase e a-cetoglutarato
desidrogenase, resultando na formacao de 2-KGA e 2,5-DKGA (Shinagawa et al., 1984).
A proteina de membrana Gluconato-oxidorredutase converte acido gliconico a 5SKGA
(Matsushita et al., 2003). O segundo sistema enziméatico esta localizado no citoplasma,
onde a glicose desidrogenase solluvel (dependende de NADP™) catalisa a formacéao de
glucono-d-lactona, que é convertida a acido glicdbnico por uma lactonase. A
Gluconato:NADP-5 oxidorredutase citoplasmatica converte &cido gliconico a 5KGA.

Uma representagdo esquematica destas reagdes é apresentada na Figura 1.4.

Glucose Glucose
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NADP*
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Figura 1.4: Esquema das vias metabdlicas envolvidas na biossintese de &cido glicdnico e ceto-derivados por G.
oxydans (Herrmann et al., 2004; Elfari et al., 2005)

Legenda: 2-KGA: acido 2-cetogliconico; 5-KGA: acido 5-cetoglicénico; GADH: Gluconato desidrogenase; GDH:
Glicose desidrogenase; GNO: Gluconato 5-oxidorredutase; PQQ: Pirroquinolina quinona; FAD: Flavina Adenina

Dinucleotideo; NADP*: Nicotinamida adenina dinucleotideo fosfato oxidado; NADPH: Nicotinamida adenina
dinucleotideo fosfato reduzida.

Como a reacao leva a formagédo de um produto acido, é necessaria a utilizacao
de agentes neutralizantes. Caso contrario, a acidez ird inativar as enzimas, resultando

na interrup¢ao da producao. Analisando este fato, podemos sugerir que a tolerancia de



Gluconacetobacter diazotrophicus a ambientes acidos seja uma caracteristica
importante a ser considerada na elaboragao de novos processos de producao.

A bactéria acido acética Gluconacetobacter diazotrophicus, exibiu altas taxas de
producao de acido gliconico. A oxidacao da glicose era menos sensivel a baixos valores
de pH do que em oxydans. A producéo de acido glicbnico esta diretamente associada
com o inicio do crescimento exponencial. Ao longo deste processo, um metabolismo
aerdbico intenso ocorre, com alto consumo de glicose e uma reducdo de pH
concomitante (Intorne et al., 2009). Acido gliconico, entdo, representa uma importante
fonte de carbono para a bactéria (Stephan et al, 1991). Além de uma glicose
desidrogenase dependente de NAD®, diazotrophicus contém uma glicose
desidrogenase dependente de PQQ, que era inicialmente responsavel pela produgéo
de acido glicénico. A produgéo de acido glicbnico por bactérias possui sucesso limitado
em escala industrial, j& que a oxidacdo prossegue com as reac¢des secundarias,
levando a acidos oxoglicbnicos (Ramachandran, 2006).

Embora a producao de acido glicbnico seja um simples processo de oxidagao
que pode ser realizado por meio de métodos eletroquimicos ou bioquimicos, a
producédo através de processos de fermentagdo envolvendo fungos e bactérias esta
bem estabelecida comercialmente. Progressos consideraveis tém sido feitos no
entendimento do mecanismo do processo de fermentagdo por meio de diferentes
microorganismos, € um processo de producao altamente eficiente foi desenvolvido ao
longo dos anos (Ramachandran, 2006). Entretanto, o desenvolvimento de um processo

mais novo e econémico para a conversao de glicose a acido glicbnico seria promissor.
1.3. Bioinformatica estrutural aplicada ao estudo de mutacoées

As proteinas sdao macromoléculas envolvidas na maioria dos processos
biolégicos. Seu papel em uma determinada via metabdlica constitui uma das
informagdes mais importantes que pode ser obtida nesta era da biologia de sistemas.
Tradicionalmente, a funcdo de uma proteina é estudada por meio de investigacoes
diretas na proteina nativa. Uma abordagem diferente de obter estas informacbes é
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manipular racionalmente uma proteina, para se obter novas propriedades funcionais e
estruturais, importantes na investigacao de interacdes biol6gicas. Esta técnica pode ser
denominada engenharia de proteinas, e tem como objetivo gerar moléculas
desconhecidas, muitas vezes com base em outras anteriormente estudadas (Alberghina,
2005).

As enzimas sao importantes alvos na engenharia de proteinas, e muitas delas ja
foram aplicadas em processos industriais. Métodos de desenho racional, mutagénese
aleatoria e evolucdo molecular tem sido aplicados na intengdo de controlar a
especificidade enzimatica (Shao & Arnold, 1996; Vita, 1997). Uma abordagem comum é
utilizar a base de uma proteina conhecida para introduzir novas propriedades a outra.
Estudos demonstraram que uma Unica alteracdo de aminoacido é suficiente para, por
exemplo, converter uma protease papaina a uma nitrila hidratase (Dufour et al., 1995).

Outra alternativa é construir proteinas hibridas nas quais diferentes mddulos
cataliticos e/ou regulatérios sao incorporados (Nixon et al., 1998). Sitios de ligagédo para
metais muitas vezes sdo Uteis para regular a atividade enzimatica. Por exemplo, a
introdugdo de um sitio de ligagdo de Cu?* é suficiente para permitir a regulagdo da
atividade da tripsina (Halfon & Craik, 1996). Também existem estudos onde houve
alteracao do cofator utilizado e que comprovam a eficiéncia do método na mudanca da
especificidade do substrato (Alberghina, 2005).

Na maioria das vezes, pouquissimos residuos sdo essenciais para uma interacao
(Bromberg & Burkhard, 2008), e o grande numero de aminoacidos existentes no interior
de uma proteina dificulta a andlise de sua funcdo. Substituir cada residuo de uma
proteina pelos outros 19 e estudar as variantes resultantes é impossivel. Se os dados
da estrutura tridimensional da proteina estiverem disponiveis, a escolha da substituicao
pode ser facilitada. Entretanto, na auséncia desta informacdo, os experimentos se
tornam mais dificeis, exigindo outros dados para limitar o alvo de mutagénese para as
substituicdes que provavelmente possuirdo resultados interessantes.

Uma maneira experimental de investigar a funcionalidade de uma proteina é
alterar os residuos que estdo hipoteticamente envolvidos na funcéo, pois isso causaria

um impacto significante na reagédo (Bogan & Thorn, 1998). Uma técnica muito utilizada
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para identificar sitios funcionalmente importantes é a mutagénese por varredura
(scanning mutagenesis), que consiste na substituicdo individual de residuos por um tipo
de aminoacido, que pode ser alanina, glicina, prolina ou cisteina (Clackson & Wells,
1995; Gardsvoll et al., 2006; Konishi et al., 1999; Kouadio et al., 2005; Qin et al., 2003).
Raramente mutag¢des multiplas sao testadas para o mesmo residuo (Xiang et al., 2006;
Yang et al., 2003), e a alanina é o aminoacido mais utilizado para substituigdes. Isto
acontece porque, diferente da glicina, a alanina retém a estereoquimica da molécula.
Além disso, a auséncia de cargas na cadeia lateral (que ndo ocorre em nenhum dos
outros 18 aminoacidos) torna improvavel que sejam introduzidos conflitos estéricos ou
eletrdnicos apds a substituicao (Coombs & Corey, 1998; Bromberg & Burkhard, 2008).

Se uma substituicdo nao resultar em uma significante mudanca de funcao, o
residuo original provavelmente ndo era critico para a atividade no tipo selvagem. A
maioria dos residuos se encontra nesta categoria. Geralmente, o interesse encontra-se
naqueles aminoacidos importantes funcionalmente, e sua substituicdo causara uma
mudanca consideravel na estrutura ou funcado da proteina. Entretanto, uma pequena
alteracdo na proteina pode afetar mdultiplas propriedades, como estrutura,
enovelamento, flexibilidade, estabilidade ou mesmo enzimaticas e de interacdo. Isto
dificulta a interpretacdo do conhecimento adquirido a partir de proteinas mutadas, pois
uma alteracdo na atividade da proteina, ocasionada por uma substituicdo, nao indica
que o residuo original estava diretamente envolvido em uma importante interagéo
funcional. A inativacao pode ser resultado, por exemplo, de um impedimento do correto
enovelamento da proteina.

A principal desvantagem da mutagénese por varredura na investigacao da
funcdo de macromoléculas sdo os recursos exigidos na fabricacdo, purificacdo e
andlise de um grande numero de mutantes. Por isso é necessério utilizar toda a
informacao disponivel para limitar o niumero de residuos candidatos a alteracdo. Por
exemplo, quando realizamos uma busca por residuos criticos, é sensato assumir que
eles estardao conservados em homélogos relacionados. Portanto, limitar a mutagénese
a residuos conservados € uma abordagem inicial para o emprego das substituicdes. No

caso das enzimas, existem propriedades que implicam em certos aminoacidos
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funcionalmente importantes, aos quais pode-se restringir a mutagénese (Coombs &
Corey, 1998).

Ainda analisando as desvantagens, estudos experimentais de mutacbes em
proteinas sdo caros e consomem um grande periodo de tempo, tornando o numero de
mutantes inclusos limitado. A partir de uma Unica molécula de proteina, a mutagénese
permitird a geracao de inUmeros mutantes. Entretanto, investigacées computacionais
de mutagénese podem ser realizadas em um grande numero de mutantes, e com
algoritmos e softwares eficientes, todos os possiveis resultados de uma dada proteina
podem ser analisados (Masso et al., 2006). Muitos estudos de mutagénese
computacional foram descritos recentemente (Chasman & Adams, 2001; Karchin et al.,
2005; Krishnan & Westhead, 2003; Ng & Henikoff, 2003; Verzilli et al., 2005; Wang &
Moult, 2001). O desafio € utilizar o conhecimento disponivel para definir as alteragoes
gue resultem em novos conhecimentos a respeito da fungéo da proteina, ou até mesmo

informacgdes potenciais para aplicacdes laboratoriais, médicas ou industriais.

1.4. Aplicacoes da Modelagem Molecular Comparativa

A modelagem por homologia é um meio eficiente de se obter informagdes Uteis a
respeito da proteina de interesse. A aplicacdo dos modelos construidos por meio desta
técnica esta diretamente relacionada com a sua precisdo. Podemos classificar os
modelos em trés tipos: de baixa, média e alta precisdo. Cada um deles possui
qualidade suficiente para auxiliar em determinadas investigagbes, conforme

representado na Figura 1.5.
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Figura 1.5: Aplicagbes dos modelos construidos por meio de modelagem por homologia. Esta figura ilustra a
relagéo entre a precisédo do modelo e suas potenciais aplicagbes. E representado o grau de informagéo estrutural
disponivel em uma variagdo de 80 a 100% (que corresponderiam a modelos de resolugdes de 3,5 a 1A,
respectivamente). Nos melhores indices de precisdo, é possivel analisar atomos individuais. No outro extremo,
apenas o padrao de enovelamento pode ser predito. (Eswar et al., 2007)

Os modelos de baixa precisao sao baseados em uma identidade de sequéncias
em torno de 30%. Apesar deste baixo valor, esses modelos muitas vezes estdo
enovelados corretamente, e esta informagao pode ser muito Gtil na predicdo da fungéao
de uma proteina.
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Os modelos baseados em uma identidade em torno de 35-40% podem ser
considerados de média precisdo. Como os sitios ativos e os de ligacao sdo geralmente
mais conservados do que o restante da molécula, a modelagem destas areas € muitas
vezes mais precisa (Sanchez & Sali, 1998). A interagdo com o ligante é mais
diretamente determinada pela estrutura do sitio de ligacao do que por sua sequéncia,
portanto esses modelos permitem um refinamento da predigdo funcional. Além disso, a
partir deles podem ser obtidas informacdes da estrutura alvo que nao estdo presentes
no molde, como a predicdo da localizagdo do sitio ativo (em grupos de residuos
carregados) ou do tamanho do ligante (a partir do volume da cavidade do sitio ativo)
(Xu et al., 1996). A aplicagdo a qual se destina este trabalho também € direcionada a
modelos de média precisdo. Estes podem ser utilizados para construir mutantes sitio-
dirigidos com capacidade de ligagdo alterada ou exterminada, nos quais depois serao
testadas hipoteses a respeito da relacdo sequéncia-estrutura-fungdo. Existem muitos
exemplos em que modelos in silico foram utilizados para inferir fungbes de proteinas,
ajudando a sugerir localizacdo de sitios ativos, parceiros de interacdo e inclusive
possibilitando a criagdo de mutantes para alterar fenétipos distintos (Kryshtafovych,
2008).

Os modelos mais precisos, por sua vez, sao 0os baseados em uma identidade
maior ou igual a 50%. Estes quase nao contém erros e sdo comparaveis a modelos de
alta resolucdo (~ 1,5A) resolvidos por cristalografia de raio-x. Devido a isso, podem ser
utilizados no estudo do mecanismo catalitico e aprimoramento de interacdes (Eswar et
al., 2007).

1.5. Possiveis erros da modelagem molecular comparativa

Os modelos construidos por meio de modelagem por homologia muitas vezes
podem possuir erros. Felizmente, dependendo do que esta sendo analisado, muitos
destes erros ndo afetardo as investigagdes bioldgicas. Portanto, conhecer as limitagcdes
dos modelos construidos € um importante aspecto a ser considerado na modelagem.

Os tipos de erros mais encontrados estao, na maioria das vezes, relacionados a
implementagédo incorreta da metodologia da modelagem. Sao exemplos, erros na
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escolha do molde, na elaboragdo do alinhamento e no posicionamento das estruturas
secundarias. Outros tipos de erros podem ocorrer devido a baixa identidade entre as
sequéncias alvo e molde, como enovelamento incorreto de /loops ou erros nas

conformacgdes das cadeias laterais (Bujnicki, 2009).
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CAPITULO 2 — OBJETIVOS

2.1. Justificativa

A producédo de &cido glicbnico e cetoderivados por microorganismos possuli
grande impacto e aplicagdo comercial nas industrias farmacéutica, alimenticia, téxtil,
entre outras. Apesar de existirem varias abordagens para a produgédo deste &cido,
quimicamente, por exemplo, estas parecem ser menos eficientes e mais custosas do
que o processo de fermentagdo realizado por fungos e bactérias. Mesmo assim, a
biossintese destes acidos envolve vias muito complexas, muitas vezes inviaveis
economicamente.

Métodos de producdo utilizando fungos sdo amplamente empregados, e a
utilizacdo de bactérias neste processo tem sido cada vez mais eficiente. Um exemplo é
a bactéria Gluconobacter oxydans, que converte glicose a &cido glicénico e,
posteriormente a cetogluconatos como 2KGA e 5KGA. Uma das dificuldades nesta via
metabdlica € que, como o produto da reagdo € um acido, se ndo houver a agéao de
neutralizantes no meio, essa acidez ira inativar as enzimas correspondentes,
interrompendo a produgéo. Este fato nos motiva a buscar um microorganismo resistente
a tais ambientes indspitos.

Gluconacetobacter diazotrophicus € uma bactéria diazotréfica, associativa e
endofitica, que é encontrada em diversas espécies de plantas, como a cana de agucar.
Possui duas caracteristicas de alta importancia para o presente estudo, a tolerancia a
ambientes acidos e a capacidade de produzir 4cidos orgéanicos. Além do acido glicénico,
este organismo produz 2KGA, 5KGA e 2,5DKGA.

Os dados relacionados anteriormente, somados ao recente sequenciamento do
genoma de G. diazotrophicus fornecem informacdes essenciais para um estudo mais
aprofundado da producgéo de acido gliconico e seus cetoderivados por esta bactéria.

A funcdo de uma proteina em determinada via metabdlica geralmente é estudada
por meio de investigacdes diretas na propria macromolécula. Atualmente existem
maneiras de alterar uma proteina em um local determinado com o objetivo de inferir a
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respeito de seu funcionamento. Este método é denominado mutagénese sitio dirigida, e
possui diversas abordagens, como a mutagénese por varredura.

Estudos experimentais de mutacées em proteinas, todavia, consomem grandes
periodos de tempo e muitos recursos financeiros. As investigacdes realizadas através
de métodos computacionais podem ser utilizadas como meio de encurtar o caminho dos

processos experimentais e propor solugdes de uma maneira mais dirigida.
2.2. Objetivos Especificos

O objetivo desse estudo é gerar informagbes que possam auxiliar no
desenvolvimento de um processo mais simples e eficiente de producdo de acido
gliconico em Gluconacetobacter diazotrophicus. Este projeto esta vinculado a uma linha
de pesquisa desenvolvida na Embrapa Agrobiologia e na Embrapa Informatica

Agropecuaria.
2.3. Atividades
As atividades desenvolvidas durante este trabalho para atingir o objetivo proposto foram:

1. Levantar referencial teérico através de:

a. Revisao da literatura;
b. Disciplinas de p6s-graduagao.

2. Analisar dados fornecidos pela EMBRAPA Agrobiologia e definir plano de
trabalho;

3. Levantamento de sequéncias de aminoacidos e estruturas homélogas em
bancos de dados de estruturas, buscando encontrar determinadas proteinas com
sequéncias similares as sequéncias alvo;

4. Levantamento e aprendizagem no uso de softwares utilizados para visualizagao,
edicdo, modelagem, docagem e dindmica molecular;

Modelagem comparativa das sequéncias alvo;
Validagéo e andlise estrutural dos modelos obtidos;
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7. Modelagem das estruturas com substituicdo dos aminoacidos escolhidos por
alaninas;

8. Refinamento dos modelos através de dindamica molecular, apds substituicao;

9. Validacéao e andlise estrutural dos modelos obtidos com as alteracoes;

10. Sugestdo de mutacdes sitio-dirigidas baseada nas informagdes obtidas durante
0 estudo;

11. Preparacao de artigo e tese.
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CAPITULO 3 - MATERIAIS E METODOS

A metodologia aplicada neste trabalho pode ser resumida na figura 3.1, na forma
de um pipeline, o qual sera detalhado ao longo do capitulo em questao.

Busca por

Sequenciamento do Homélogos — PDB Construgdo dos
Genoma de ) J ) Modelos
Gluconacetobacter Escolha dos
diazotrophicus Templates MODELLER
» Andlise da
Sugestoes de Interagdo com os
Mutacoes Ligantes
Sitio-Dirigidas
LIGPLOT

1 !

Minimizacgo de

Substitui¢do dos Validagdo do IS i
iduos Melhor Modelo nergia e Dindmica
mport = = Molecular
importantes por
alaninas PROCHECK GROMACS

Figura 3.1: Pipeline referente a metodologia utilizada no estudo.

3.1. Modelagem Molecular

A grande maioria dos processos bioldgicos existentes requer o envolvimento de
uma ou mais moléculas de proteina. Na era da biologia de sistemas, é cada vez mais
importante entender a respeito do funcionamento do proteoma dos organismos. O papel
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dos complexos protéicos e suas redes de interacdo na regulagdo e funcao celular
ganharam destaque nas recentes pesquisas biolédgicas.

Conhecer a estrutura tridimensional de proteinas é essencial para estudar as
interagGes bioquimicas nas quais estas estdo inseridas. O aumento exponencial do
namero de genes sequenciados (Figura 3.2) evidencia a pequena quantidade de
estruturas resolvidas mundialmente (Figura 3.3) (Venselaar et al., 2010). Isto se deve
ao fato de que existem apenas duas técnicas espetroscopicas capazes de produzir

coordenadas tridimensionais de macromoléculas a resolucdo atébmica, a ressonancia

magnética nuclear (RMN) e a cristalografia de raio-x.
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Figura 3.2: Crescimento do banco de dados Genbank. A Ultima atualizagao, em junho de 2010, relata
120.034.097 entradas e 115.169.689.543 pares de bases depositados.
Fonte: http://www.ddbj.nig.ac.jp/images/breakdown stats/DBGrowth-e.qgif - 27/08/2010
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Figura 3.3: Crescimento do banco de dados de estruturas de proteinas, o PDB. As barras azuis indicam
0 numero de estruturas depositadas em cada ano, e as vermelhas representam o total de estruturas
depositadas até o momento. A (ltima atualizagao (24/08/2010) indicava 5.243 estrtuturas depositadas
em 2010, e 67.529 no total.

Fonte: http://www.pdb.org/pdb/statistics/contentGrowthChart.do?content=total&seqid=100 — 27/08/2010

Os métodos experimentais para determinacdo de estruturas de proteinas sao
bastante complexos e exigem grande demanda de tempo e recursos financeiros. Além
disso, embora sejam bastante confiaveis, ainda é um desafio obter informagbes a
respeito dos aspectos dindmicos das subunidades e das consequéncias das muitas
modificagbes as quais as moléculas sdo submetidas. Se a maioria das interacdes
ocorre nestas areas dinamicas, pode-se considerar esta dificuldade de predicdo como
um problema consideravel. Seria importante, entdo, o desenvolvimento de métodos que,
além da informacgéao estrutural, nos permitisse inferir a respeito da dindmica e regulagcéao

funcional das proteinas (Zhou & Robinson, 2010).


http://www.pdb.org/pdb/statistics/contentGrowthChart.do?content=total&seqid=100
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O constante aumento da necessidade desta informacgao tridimensional faz da
predicdo de estruturas de proteinas um dos maiores desafios da biologia estrutural
computacional. Nos dltimos anos, diversos métodos computacionais foram
desenvolvidos, visando validacdo, modelagem, analise de interacdes, entre outros.
Estes vem se estabelecendo, em muitas areas, como alternativas viaveis para encurtar
0 caminho dos processos experimentais.

Muitos projetos de genémica estrutural foram iniciados nos ultimos anos com o
objetivo de resolver experimentalmente um grupo cuidadosamente selecionado de
proteinas. Estas poderiam ser utilizadas como moldes para modelagem computacional
de aproximadamente 100 vezes mais proteinas relacionadas (Burley et al.,1999). A
maioria das estruturas depositadas recentemente sdo advindas destes projetos (Burley
et al., 2008). Apesar de esta abordagem evidenciar a importancia dos métodos
experimentais, acredita-se que, no futuro, uma grande parte dos modelos
tridimensionais serdo obtidos a partir de predicao (Manjasetty et al., 2007).

A sugestdo de Anfinsen e colaboradores, no final dos anos 50, de que a
informacdo necessaria para guiar o enovelamento de uma proteina estaria em sua
prépria sequéncia de aminoacidos, criou a possibilidade de criar novas metodologias
para a predicdo de estruturas (Sela et al.,, 1957). Sabe-se que a estrutura de uma
proteina pode fornecer informacdes importantes para a compreensao de sua funcao.
Considerando este conceito, podemos sugerir que é possivel formular uma hipétese a
respeito da funcao de uma proteina apenas a partir de sua sequéncia de aminoacidos.

A técnica de predicao de estrutura de proteinas mais usada e geralmente mais
precisa é a modelagem comparativa (Marti-Renom, et al., 2000; Tramontano et al., 2001;
Eswar et al., 2007). Na auséncia de uma estrutura determinada experimentalmente, tais
modelos podem ser usados para verificacdo de hipoteses ou para complementar
experimentos. Quando a identidade entre as sequéncias de aminoacidos do alvo e do
modelo é alta, os modelos determinados por modelagem comparativa podem até
mesmo ser usados para avaliar possiveis ligantes ou para inferir sobre o mecanismo
catalitico de uma enzima (Bjelic & Aqgvist, 2004; Chmiel et al., 2005; Caffrey et al., 2005;
Xu et al., 2005, Eramian et al., 2008). Embora informacdes valiosas possam ser obtidas
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a partir da sequéncia, sua alta maleabilidade muitas vezes impossibilita 0 encontro de
residuos relevantes No caso das enzimas, pode-se assumir uma funcao similar entre
duas proteinas se a identidade de sequéncia entre elas for maior que 40%. Estima-se,
no entanto, que 75% das enzimas homélogas compartilhem menos de 30% de posicdes
idénticas (Todd et al., 2001).

A modelagem comparativa baseia-se no conceito de que a estrutura € mais
conservada do que a sequéncia, € que uma pequena mudanga na sequéncia
geralmente resulta em uma pequena mudanca na estrutura tridimensional. Sendo assim,
se as proteinas forem estreitamente relacionadas, a modelagem comparativa permite
obter um modelo tridimensional para uma proteina de estrutura desconhecida (alvo)
baseada em uma ou mais proteinas de estruturas conhecidas (molde/template)
(Johnson et al., 1994; Sali & Blundel, 1993; Sanchez & Sali, 1997; Marti-Renom et al.,
2000; Fiser et al., 2002; Fiser & Sali, 2002; Ginalski, 2006; Petrey and Honig, 2005).

Todos os atuais métodos de modelagem baseada em moldes consistem de 5
passos principais (Figura 3.4). O primeiro é a busca por proteinas com estruturas
conhecidas que sao relacionadas a sequéncia alvo. O segundo consiste em definir as
estruturas que serdo usadas como molde. O terceiro passo é alinhar as sequéncias
escolhidas com a sequéncia alvo. O quarto € construir um modelo para o alvo, baseado
em seu alinhamento com os moldes. O ultimo passo trata-se da validacao dos modelos
construidos, por meio da utilizacdo de inumeros critérios. Uma relacdo detalhada de

cada etapa sera descritas nos topicos 3.1.1 a 3.1.5.
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Figura 3.4: Etapas da modelagem comparativa. Representa a metodologia frequentemente utilizada para obtencao de
modelos adequados para determinado estudo. O primeiro passo consiste na busca de sequéncias homélogas a
sequéncia alvo. Em seguida sdo determinados os moldes para modelagem. O alinhamento das sequencias é feito e
utilizado como arquivo de entrada para o quarto passo, a modelagem em si. A ultima etapa consiste na avaliagdo dos

modelos construidos, para verificar o mais adequado para o estudo em questao.
Fonte: http:/biskit.pasteur.fr/luse/workflows/img/homology modelling.png — 27/08/2010

A busca pelo molde adequado tradicionalmente é feita a partir da execucao de
uma busca no BLAST (Altschul, 1990) contra o banco de dados de proteinas (PDB)
(Berman et al., 2007). Geralmente esta é feita comparando a sequéncia alvo com a
sequéncia de cada uma das estruturas do banco de dados. Esta abordagem é
frequentemente bem sucedida quando o alvo é similar a alguma estrutura do banco.


http://biskit.pasteur.fr/use/workflows/img/homology_modelling.png
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Entretanto, as sequéncias que estdo préximas ao limiar da modelagem por homologia
muitas vezes nao sao detectadas (Sander e Schneider, 1991).

O desenvolvimento do PSI BLAST (Altschul et al., 1997) e de métodos de
reconhecimento de enovelamento (Jones, 1999) aprimoraram a busca por utilizarem um
perfil ao invés de uma Unica sequéncia na pesquisa no banco de dados. Além disso, o
aumento no numero de estruturas depositadas aumenta as chances de se encontrar

estruturas homologas.

3.1.2. Definicdo de moldes

Existem muitas abordagens diferentes para definir o molde mais adequado para
a modelagem. A forma mais simples € selecionar a estrutura com a maior identidade de
sequéncia em relacdo a sequéncia alvo. Entretanto, muitas vezes sdo encontradas
varias sequéncias com identidade similar, sendo mais preciso utilizar outros critérios de
selecao para melhorar a qualidade da modelagem.

Juntamente com a identidade, a similaridade entre sequéncias deve ser
observada. A substituicdo de um residuo por outro ndo implica, necessariamente, na
alteracao da estrutura. No caso de uma substituicdo conservativa, na qual o aminoacido
original possui a mesma caracteristica que o atual (polar, apolar, etc.), muito
provavelmente havera uma conservagao da estrutura da molécula.

O tamanho das sequéncias também deve ser analisado, pois uma alta identidade
pode significar um falso resultado se a area de cobertura na sequéncia alvo for
pequena. Uma cobertura de 80 — 90% da sequéncia, aliada a uma alta identidade, nos
permite supor que as proteinas possuem uma similaridade na estrutura como um todo.
Por sua vez, uma baixa cobertura aliada a uma alta identidade pode indicar, por
exemplo, que as proteinas possuem apenas um dominio em comum. No caso das
proteinas que apresentaram baixa similaridade de sequéncia com outros membros de
sua possivel familia, foram realizadas buscas baseadas na similaridade estrutural,
utilizando o programa 3D-BLAST (Tung et al., 2007; Yang & Tung, 2006).
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A existéncia de motivos ou dominios conservados ndo deixa de ser importante, ja
que estes estao relacionados a fungdes especificas. Um dominio conhecido conservado
pode auxiliar na inferéncia do funcionamento da proteina.

Apos analise dos aspectos relacionados a sequéncias, devemos considerar a
qualidade do modelo experimental. Além da resolucao da estrutura, que € uma medida
de avaliacdo muito utilizada, dados como R-factor, R-free e muitos outros que auxiliam
na definicdo da credibilidade das estruturas disponiveis, podem ser analisados na
escolha do molde mais adequado. Fatores que impliguem na auséncia de informacéo,
como grandes partes da sequéncia que ndo sdo alinhados com algum modelo estrutural
(gaps) ou muitos residuos faltantes no arquivo PDB, devem ser identificados para que
sejam realizados procedimentos de otimizagdo, como uma modelagem especifica no
local.

A escolha dos critérios utilizados para selecionar o molde mais adequado
depende, principalmente, do propésito da modelagem. No presente estudo, por
exemplo, é importante avaliar a interacdo estrutura-ligante. Portanto, deve haver um
equilibrio entre os parametros que definem um bom molde. Os moldes que possuem
estruturas resolvidas livres e complexadas com o substrato tiveram preferéncia neste
trabalho, pois facilitam a compreensdo do funcionamento da enzima. A maioria das
proteinas candidatas a molde possui mais de uma estrutura resolvida. Foi escolhida,
sempre que existente, a proteina livre de substrato para realizar a modelagem. As
estruturas complexadas foram comparadas a estas para verificar mudancas

conformacionais ocorridas devido a interagdo com os ligantes.

3.1.3. Alinhamento de sequéncias

Em geral, programas de modelagem por homologia exigem informacdes a
respeito da equivaléncia entre as sequéncias para a construgdo de um modelo
adequado. Muitas delas sdo definidas a partir de um correto alinhamento entre a
sequéncia alvo e a sequéncia molde. Portanto, uma vez que o molde é escolhido, é

necessario utilizar um método de alinhamento eficiente. Este é obtido com certa
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facilidade se a identidade entre as sequéncias for igual ou maior que 40%. Entretanto,
se esta for menor que 30%, muitas vezes o primeiro alinhamento ndo é o mais
adequado. Nestes casos, € importante fazer a correcdo manualmente, pois este € um
fator que afeta a qualidade do modelo construido (Fiser, 2010).

Existem varios programas disponiveis para alinhar um determinado ndmero de
sequéncias relacionadas, e o utilizado neste estudo foi o CLUSTAL W (Thompson et al.,
1994). Além do alinhamento entre as sequéncias alvo e molde, foram realizados
alinhamentos multiplos com proteinas da mesma familia, para que fossem obtidas
informacgdes adicionais como residuos conservados, areas de superficie, insercoes e
delecoes.

A existéncia de um modelo estrutural como molde facilita na construgcdo do
alinhamento, que pode ser melhorado através da inclusdo de informagdes estruturais.
Por exemplo, deve-se evitar gaps em estruturas secundarias ou regides enterradas.
Podemos concluir, portanto, que a qualidade do alinhamento esta diretamente
relacionada com a qualidade do modelo a ser construido.

3.1.4. Construcdo dos modelos

O programa escolhido para a construcao dos modelos foi o0 MODELLER 9v6
(Fiser & Sali, 2003; Sali & Blundell, 1993), por ser uma ferramenta amplamente utilizada
que produz resultados satisfatérios. Neste programa é implementada a modelagem por
satisfacdo de restricbes espaciais, na qual sdo geradas constricdes ou limitagdes na
estrutura da sequéncia alvo, baseadas no alinhamento com as estruturas relacionadas.
Para obtencdo do modelo final, estas constricbes s&o aliadas a uma funcao objetivo
que é otimizada por meio de uma combinacdo de gradientes conjugados e dinamica
molecular (Petrey et al., 2003).

Para construgdo do modelo mais adequado, foram realizadas modelagens com
um molde, varios moldes e refinamento de loops, de acordo com a necessidade de
cada proteina. Neste também foram realizados alinhamentos, os quais foram

comparados aos gerados pela ferramenta CLUSTAL W (Thompson et al., 1994) e
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modificados manualmente sempre que julgado necessario. Estes casos possuem como
objetivo manter as estruturas secundarias integras, ou manter conservados o0s residuos
importantes para a interagcdo com o substrato.

Foram construidos dez modelos para cada sequéncia alvo, e a escolha do mais
indicado foi feita levando-se em conta a menor fungao objetivo encontrada. A fungéo
objetivo do MODELLER é uma medida de quao bem o modelo satisfaz as restricoes
espaciais inseridas. Menores valores da fungéo objetivo indicam um melhor ajuste aos
dados inseridos e, portanto, estes modelos provavelmente sdo mais acurados (Sali &
Blundell, 1993). Estes sédo otimizados por meio da dinamica molecular, que sera
discutida no item 3.4.

3.1.5. Validacao do modelo

Apés a construcao dos modelos, é necessario investigar a existéncia de erros. A
qualidade de um modelo pode ser predita inicialmente a partir da similaridade entre as
estruturas do alvo e do molde. A avaliagdo da estereoquimica de um modelo (dngulos,
ligagbes e distancias entre atomos) pode ser feita por meio de diversas ferramentas.
Neste estudo foi utilizado o programa PROCHECK (Laskowski et al., 1993), que avalia
a condicdo do modelo gerado por meio da qualidade da estereoquimica geral e
individual de cada residuo.

Uma das visualizacdes feitas € do grafico de Ramachandran (Figura 3.5), que
representa os angulos diédricos ¢ e Y dos residuos da estrutura correspondente. Estes
angulos determinam o grau de liberdade de uma ligagdao peptidica (Figura 3.6). Sua
analise permite estimar quais residuos estdo em posi¢cdes menos favoraveis na
estrutura, muitas vezes sendo resultado de erros na modelagem. E necessario enfatizar,
no entanto, que muitos aminodcidos estdo situados nessas regides devido a uma
funcionalidade especifica na molécula de proteina, ndo devendo ser considerado um

erro.
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residuos
Regides mais favordveis [A, B, L] 139 92,1 %
Regides permitidas [a, b, 1, p] 12 7,9%
Regides generosamente permitidas [~a, ~b, ~1, ~p] 0 0,0 %
Regides ndo permitidas 0 0,0 %
151 100%

Residuos ndo prolina e néo glicinas

Figura 3.5: Gréafico de Ramachandran. Nele estdo representados os angulos phi e psi de cada residuo, indicando se
as conformagbes adotadas por ele sdo favoraveis ou ndo a estrutura. As regibes em vermelho sdo as mais
favoraveis, onde se encontram 92,1% dos residuos. O restante, 7,9%, esta localizado em regides ainda permitidas,
representadas em marrom claro. Os espagos em amarelo e branco representam regides generosamente permitidas e
nao favoraveis, respectivamente. Nota-se que os residuos de prolina e glicina ndo sao levados em conta nos dados.
Estes devem ser analisados separadamente, por apresentarem caracteristicas estereoquimicas préprias.

Fonte: http://www.ebi.ac.uk/pdbsum/ —27/08/2010

Figura 3.6: Representagdo dos angulos phi e psi de um aminodcido. Cada amino&cido possui dois graus de
liberdade, ou seja, podem girar em duas ligagdes. O angulo de rotagdo phi (¢) situa-se em torno da ligagédo N-Ca, e o

psi (@) em torno de Ca-C (Mount, 2001)


http://www.ebi.ac.uk/pdbsum/
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Além deste grafico, existem outras ferramentas de avaliacdo, como a predigéo de
estrutura secundaria (Figura 3.7). Estas sdo comparadas as estruturas secundarias do
molde, disponiveis no PDB, para verificar a similaridade correspondente
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Figura 3.7: Representacdo da predicdo de estruturas secundarias do modelo construido. Em roxo estdo
representadas as a-hélices, em rosa as fitas-f3. As letras A, B e C em vermelho determinam as folhas-f nas quais
as fitas se situam e motivos especificos sdo representados porf e Y.

Fonte: http://www.ebi.ac.uk/pdbsum/ —27/08/2010

Muitas das andlises foram realizadas a partir da observacédo das estruturas em
ferramentas de visualizagdo. As mais utilizadas foram Pymol (DelLano, 2002), Swiss
Pdb Viewer (Guex & Peitsch, 1997) e Visual Molecular Dynamics (VMD) (Humphrey et
al., 1996). Este ultimo também foi utilizado para gerar modelos estruturais com mais de
uma cadeia, como por exemplo o tetrdmero da Gluconato 5-desidrogenase. Também
foram feitas modelagens a partir destas estruturas e comparadas com as elaboradas a
partir de apenas um mondmero.


http://www.ebi.ac.uk/pdbsum/
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3.2. Dinamica Molecular

Proteinas sao moléculas com grande flexibilidade conformacional, a qual é muito
importante para sua funcionalidade. E possivel obter informagdes sobre mudancas
conformacionais das macromoléculas a partir de simulagdes da dindAmica molecular.

A dinamica molecular é, provavelmente, a técnica mais poderosa para simulacao
de movimentos de proteinas dentre os métodos tedricos existentes. Apesar dos
avangos substanciais de algoritmos, a teoria bdasica por tras das simulagdes de
dindmica molecular € bastante simples. As posicdes e os momentos dos atomos sao
especificados, e estes interagem entre si, ao longo do tempo, segundo as leis da
mecanica classica. Os atomos “movimentam-se” através de potenciais de interacao,
chocando-se uns contra os outros (em um sistema fluido), de um modo bastante similar
ao que acontece na realidade.

Na maioria das interacdes, a agua € o principal ambiente das proteinas. Para
que a simulagado se aproxime ao maximo do real, € necessario adicionar moléculas de
agua e ions em concentragao fisioldégica ao sistema, visando a solvatacao da proteina.
Estes elementos sdo inseridos no interior de uma caixa, construida com base na
estrutura da proteina, para que seja ajustada a sua forma.

As equacgdes sao resolvidas simultaneamente em pequenos espacos de tempo,
tomando-se o0 devido cuidado para que a pressao e temperatura do sistema
mantenham os valores desejados. A Figura 3.8 representa os passos de uma dinamica
molecular. A ferramenta utilizada para a execugao desta etapa do trabalho foi o pacote
GROMACS (Van der Spoel et al., 2005).



32

Coordenadas iniciais

Minimizar estrutura

Atribuir Velocidades Iniciais

Aguecimento

Equilibrar a Dindmica

Redefinir velocidades

Temp
OK?

Executar a Dinamica

Analise das Trajetorias

Figura 3.8: Etapas da Dinamica molecular (Van der Spoel, 2005)

3.3. Interacoes proteina-ligante

As proteinas estdo envolvidas em diversos sistemas bioldgicos, e todas elas
possuem uma funcéo especifica. Uma das mais importantes fungcdes relacionadas a
superficie de uma proteina sdo suas interagcbes com outras moléculas. A ligacao
seletiva de um ligante a uma proteina especifica € determinada pelo reconhecimento
estrutural e energético entre ambos, e as ligacdes diretas entre elas (Figura 3.9) sao
extremamente importantes para a interagdao (Béhm, 2003).
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Figura 3.9: Interacdes frequentemente encontradas em complexos proteina-ligante. (B6hm, 2003)

A busca por sitios de ligacdo em estruturas de macromoléculas podem ser
classificados em trés tipos, por docagem, cavidades ou similaridade (Kinoshita et al.,
2009). A abordagem utilizando docagem é feita otimizando a avaliagdo da adaptacéo
do ligante nas estruturas das proteinas.

Outra alternativa é realizar uma busca por cavidades na estrutura da proteina
(Laurie & Jackson, 2005). Este método tem como objetivo identificar potenciais sitios de
ligacdo, mas nao fornece informacdes a respeito dos possiveis ligantes. Portanto, para
otimizar a predicao destes sitios, seria promissor que esta técnica fosse combinada a
outra, como a de busca por similaridade.

A informacédo mais confiavel para inferir sobre potenciais sitios de ligacdo, na
abordagem de busca por similaridade, € a homologia. Se proteinas complexadas
possuirem uma alta identidade entre si, provavelmente o modo de ligacao sera similar.

A atual existéncia de dados experimentais disponiveis a respeito de estruturas
tridimensionais de complexos proteina-ligante permitem sua utilizagédo na identificacao
de caracteristicas comuns entre os sitios de ligacao.

Este tipo de analise foi utilizado neste trabalho. Estudos aprofundados a respeito
das interacbes proteina-ligante dos moldes foram realizados por meio da ferramenta
LIGPLOT (Wallace et al., 1995). Seus resultados foram extensivamente estudados e as
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informagdes obtidas a partir deles foram utilizadas na predicdo de mutagdes sitio-

dirigidas de interesse.

3.4. Mutagénese sitio-dirigida

A mutagénese in silico do modelo foi realizada com o objetivo de verificar as
possiveis consequéncias de uma substituicio de aminoacidos considerados
importantes. Estes foram substituidos, inicialmente, todos de uma vez, e posteriormente,
um a um, na sequéncia FASTA. Esta sequéncia alterada foi utilizada para realizagcao de
um novo processo de modelagem, e as mudancas conformacionais ocorridas devido as
substituicdes foram determinantes na escolha dos residuos potenciais para a
mutagénese experimental.

O estudo do mecanismo catalitico dos moldes € determinante na escolha dos
residuos selecionados, pois a partir disso € possivel entender o funcionamento da
molécula, facilitando a identificacdo dos aminoacidos essenciais. A docagem dos
provaveis ligantes no modelo construidos foi realizada com o objetivo de verificar se
houve alteracao nas interagées apds as mudancgas.
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CAPITULO 4 - DESENVOLVIMENTO

O capitulo em questdo aborda, detalhadamente, a aplicacdo da metodologia
descrita no capitulo 3, para cada sequéncia alvo. E importante salientar que este
trabalho é realizado em colaboragdo com a EMBRAPA Agrobiologia, que participou do
projeto de sequenciamento da Gluconacetobacter diazotrophicus. Esta bactéria vem
sendo estudada por seus pesquisadores por muitos anos, fato que possibilitou uma
busca minuciosa por ORFs importantes na producdo de acido gliconico e seus
cetoderivados. A partir deste estudo, foram selecionadas oito ORFs possivelmente
relacionadas ao produto de interesse. Estas representam o ponto de partida do

presente estudo, e estao relacionadas na tabela 4.1:

Tabela 4.1: ORFs de G. diazotrophicus possivelmente relacionadas com a produgéo de Acidos Organicos.
ORF Produto

GDI0293 | Putativa Chiguimato Quinase

GDI0691 Gluconato 5-desidrogenase

GDI1760 | Glucoquinase

GDI1785 | Putativa Isoquinolina 1-oxidorredutase subunidade alfa

GDI1864 | Glucoquinase

GDI2456 | Putativa precursora de L-aminoacido oxidase

GDI2625 | Glicose 1-desidrogenase

GDI3432 | 2 ketogluconate reductase

A metodologia de pesquisa foi aplicada para todas as ORFs selecionadas, pois
todas apresentaram resultados satisfatérios para a execugao da modelagem. Entretanto,
apds um estudo mais detalhado da via de producdo de acido glicdnico, o trabalho foi
direcionado a anélise das ORFs mais diretamente relacionadas a sintese dos produtos
de interesse. Estas representam trés das oito sequéncias selecionadas, e a aplicagao
da metodologia nestas esté descrita nos tdpicos 4.1 a 4.3.



4.1. ORF GDI0691

A ORF GDI0691 é uma sequéncia de 261 aminoacidos que origina uma

gluconato 5-desidrogenase (Ga5DH - E.C. 1.1.1.69), uma enzima com capacidade de

catalisar uma oxidorreducao reversivel entre acido glicbnico e 5-ceto-D-gluconato.

Quando a energia se esgota, Ga5DH pode converter 5-ceto-D-gluconato em &cido

gliconico, fornecendo uma fonte de carbono e NADP™ para a bactéria (Sweeney et. al.,

1996). Por outro lado, sob condigcbes de excesso de energia, a reacdo oposta pode

ocorrer como um meio de armazenamento de energia (Klasen et. al.,, 1995). Uma busca

em bancos de dados de vias metabdlicas resultou na identificacdo da participacéao

desta enzima no metabolismo de cetogluconatos em Escherichia coli, representada na

Figura 4.1.
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Figura 4.1: Via de metabolismo de cetogluconatos em E. coli. A enzima de interesse, circulada em vermelho,
catalisa a conversao reversivel de D-gluconato a 5-dehidro-D-Gluconato. Seus produtos, por sua vez, podem ser
transformados em 2-ceto-L-Gluconato, 2,5-didehidro-D-gluconato e 6-fosfo-D-gluconato.

Fonte: http://biocyc.org/META/NEW-IMAGE ?type=PATHWAY &object=KETOGLUCONMET-PWY
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Esta enzima pertence a familia das desidrogenases/redutases de cadeia curta
(SDR), que geralmente catalisam reacdes dependentes de NAD(P)(H) com uma grande
variedade de especificidade de substrato (Bray et. al, 2009). Seus membros
compartilham motivos sequenciais de sitios de ligagdo ao co-fator (TGxxxGxG) e da
tétrade catalitica (N-S-Y-K), que algumas vezes podem apresentar variagoes (Filling et.
al., 2002). As estruturas das SDR sé&o nitidamente homélogas, com um padrdo comum
de enovelamento a/f caracterizado por uma folha- 3 central com hélices em ambos os

lados, tipico dominio de enovelamento Rossmann (Persson et al., 2009).
4.1.1. Procura e selecao do molde

A busca por estruturas homélogas a ORF GDI0691 no BLAST contra o PDB
resultou em diversas sequéncias com um bom alinhamento com a sequéncia alvo. Duas
gluconato 5-desidrogenases possuiam boas pontuagdes, entretanto, devido a melhores
valores de identidade e resolugao, por exemplo, foi escolhida a estrutura de cdédigo PDB
3CXR. Este representa uma enzima da espécie Streptococcus suis, € possui uma
estrutura relacionada, de codigo 3CXT, que retrata a mesma enzima, do mesmo
organismo, entretanto, complexada com o substrato. Os aspectos analisados para sua
escolha estao descritos na tabela 4.2.

Tabela 4.2: Caracteristicas analisadas para escolha do molde adequado da ORF GDI0691

Molde 3CXR/3CXT
Produto Gluconato 5-desidrogenase de S. suis
Tamanho da sequéncia 182 aa
Identidade/Similaridade 42% / 58%
Gaps 11 (4%)
Dominios Conservados Superfamilia NADB_Rossmann
Resolucéo 2.0A
Residuos faltantes 1-3, 208-213, 270, 271
Estrutura sem substrato Sim — 3CXR
Estrutura com substrato Sim — 3CXT
Ligantes CA (ion célcio), NAP (l\fADIID Nicotinamida adenina dinucleotideo
fosfato), GCO (acido gliconico)




4.1.2. Alinhamento de sequéncias e interagdo com os ligantes
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Apé6s andlise dos alinhamentos construidos com as ferramentas CLUSTAL W e

MODELLER, o resultado mais adequado foi gerado, e estd demonstrado na Figura 4.2.
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Figura 4.2: Alinhamento das sequéncias da ORF GDI0691 e o molde escolhido, de codigo 3CXR. As cores
representam as caracteristicas dos residuos. Os aminodacidos destacados com setas foram identificados como
participantes na interacdo com o substrato. As setas vermelhas indicam interagcdo com NAP e as azuis com

GCO.

No alinhamento foram observados os residuos conservados e, no caso de

substituicdo, se esta foi conservativa, ou seja, nao teve alteracdo das caracteristicas do

residuo alterado. Além disso, foi feita uma analise para verificar se o alinhamento

estava adequado, como por exemplo, sem gaps interrompendo estruturas secundarias.

A andlise dos residuos importantes para a enzima foi feita por meio do estudo de

sua interagdao com os ligantes. As ferramentas utilizadas nesta etapa foram o CLUSTAL

W, para construcdo de alinhamentos multiplos com membros da mesma familia, € o0

LIGPLOT, que gera representacoes esquematicas da interacao proteina/ ligante. Foram

analisadas as interagcdes com os ligantes NAP e GCO. A figura 4.3 representa as

interacdes dos ligantes com a proteina.
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Figura 4.3: Representacdo esquematica da relacdo proteina-ligante. Os ligantes Nap e Gkr sédo representados
em azul, inodci i

e 0s aminoacidos que interagem com eles, em marrom. As distancias entre os &tomos sao
demonstradas pelos tracejados verdes,e as esferas azuis, vermelhas e pretas representam nitrogénio, oxigénio e
carbono, respectivamente.

Figura preparada com a ferramenta LIGPLOT



40

Vale ressaltar que no banco de dados de estruturas, o PDB, constava a presenca
de glucarato (GKR) e nao gluconato (GCO) como ligante da Ga5DH de S. suis. Com a
analise da sua estrutura realizada e os estudos feitos a respeito da enzima no decorrer
desse trabalho, foi possivel detectar o erro de anotagéo e notificar os responsaveis pela
deposicao da estrutura. Esses confirmaram o erro na anotagcdo do PDB e fizeram a
devida corregao.

Analisando a Figura 4.3, é possivel identificar quais residuos interagem com a
enzima em questao. Estes foram marcados no alinhamento (Figura 4.2), com o objetivo
de verificar a conservacdo na sequéncia-alvo. Os resultados desta analise estédo
representados na tabela 4.3, onde os asteriscos (*) representam a conservacao do

residuo.

Tabela 4.3: Residuos que interagem com os ligantes no PDB 3CXT.

3CXR GDI0691 3CXR GDI0691
Tyr 24 Gly
lle 26 *
Asp 45 Gly
Asp 71 *
Gly 100 *
Arg 104 *
Arg 157 *
Tyr 163 * Tyr 163 *
Lys 167 *

Pode-se observar, neste caso, que a grande maioria dos residuos importantes na
interagdo com o substrato estdo conservados na sequéncia alvo. Um mecanismo
catalitico é proposto por Zhang e colaboradores (2009), e seu estudo € importante para
analise dos residuos interessantes para mutagénese. Este sera discutido mais adiante.
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4.1.3. Modelagem comparativa e dindmica molecular

Apos verificar a semelhanga entre as sequéncias alvo e molde, foi realizada a
modelagem molecular, que foi realizada utilizando o template 3CXR, que nao esta
complexado com os ligantes. Foram construidos dez modelos e, como explicado no
Capitulo 3, o melhor foi escolhido de acordo com a menor funcao objetivo. A estrutura
selecionada foi o0 modelo 5, e este foi submetido a minimizacdo de energia e dindmica
molecular, ambas realizadas na ferramenta GROMACS. O resultado desta etapa pode
ser conferido por meio de uma sobreposi¢cao da estrutura molde e do modelo construido,
representada na Figura 4.4.

Figura 4.4: Alinhamento estrutural do molde (em azul) e melhor modelo construido (em rosa), apds
dindmica. Observando o modelo final antes e apds a dindmica molecular, nota-se que as diferengas entre
molde e alvo ocorreram ap6s sua execugdo. Os residuos envolvidos na interagdo com os ligantes estdo
destacados, e é visivel uma conservagao também estrutural destes.

Figura preparada com a ferramenta Swiss-pdb Viewer.
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4.1.4. Validacdo do modelo

O modelo final construido foi submetido a uma avaliacdo estereoquimica geral
por meio da ferramenta PROCHECK. Seu resultado é disponibilizado na forma de
diversas representagcoes esquematicas, entre elas o grafico de Ramachandran,
representado na Figura 4.5, e a predicao de estruturas secundarias (Figura 4.6), que

sdo comparadas as estruturas do molde (Figura 4.7) para verificar se estas foram

mantidas integras.

Pyl idegces)

45 W 15 180

Ph1 i tgrﬂ-u
Numero de %
residuos
Regides mais favordveis [A,B, L] 202 92,7 %
Regides permitidas [a,b, ], p] 14 6,4 %
Regides generosamente permitidas [~a, ~b, ~1, ~p] 1 0,5 %
Regides ndo permitidas 1 0,5 %
Residuos ndo prolina e ndo 218 100%
glicinas
Residuos finais (exc Gly e Pro) 2
Residuos Glicina 28
Residuos Prolina 13
Total de Residuos 261

Figura 4.5: Grafico de Ramachandran do modelo construido para a ORF GDI0691. As regides em vermelho
sao mais favoraveis, e um modelo com mais de 90% dos residuos nesta regiao é considerado adequado. O
residuo situado na regido “ndo permitida” deve ser analisado para verificar as consequéncias deste

posicionamento
Fonte: PdbSum/ PROCHECK
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Fonte: PdoSum/ PROCHECK
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Figura 4.7: Predigdo de estruturas secundarias molde 3CXR. As a-hélices estdo representadas em rosa e

vermelho escuro, e as fitas-f em setas amarelas.
Fonte: PDB
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Os resultados apresentados neste item nos permitem considerar o modelo final
construido adequado para a continuacdo dos experimentos. Este apresenta uma
estrutura similar ao molde, mantendo os residuos considerados importantes
conservados, assim como suas estruturas secundarias. Além disso, sua qualidade
estereoquimica e a identidade e resolugdo do molde proporcionam dados suficientes
para a realizacao da etapa final, a sugestao de locais para mutagénese sitio-dirigida.

4 1.5. Mecanismo catalitico

Para auxiliar na definicdo das mutagdes mais indicadas é importante estudar o
mecanismo catalitico de cada enzima. No caso da gluconato 5-desidrogenase, Zhang e
colaboradores sugeriram um mecanismo um pouco diferente dos propostos
anteriormente (2009). Este propbe a existéncia de uma tétrade catalitica (Arg104-
Ser150-Tyr163-Lys167), adicionando a Arginina 104 a triade (Ser-Tyr-Lys) normalmente
funcional em outras enzimas SDR. Uma descricdo do mecanismo catalitico é feita a
sequir.

A Arginina 104 e a Serina 150 conservadas interagem com o gluconato e
exercem um papel importante no reconhecimento do substrato. A Arginina 157 interage
com o substrato, e com a ajuda do ion metal e de moléculas de agua, este é
posicionado em uma posigao favoravel para que ocorra 0 mecanismo catalitico. A Lisina
167 interage com a Tirosina 163, e esta por sua vez forma uma ponte de hidrogénio
com o gluconato. O processo termina com a liberacdo do 5-ceto-D-gluconato do sitio
ativo.

A partir dessa analise, podemos obter mais informagdes a respeito da fungcédo dos
residuos cataliticos. Uma substituicdo da serina por alanina resulta em uma perda
quase completa de todas as atividades enzimaticas (menos de 0,04% de atividade
residual comparada a atividade do tipo selvagem). Entretanto, a substituicao desta por
uma treonina da origem a uma enzima mutante, totalmente ativa. Isso indica que uma
cadeia lateral hidroxila nesta posicdo € essencial para a atividade -catalitica
(Oppermann, et. al., 1997).



45

Uma proteina mutante obtida por mutagénese sitio dirigida (R104A) possui
atividade 20% menor do que a Ga5DH nativa, sugerindo que a Arginina carregada
positivamente pode facilitar o acesso e a orientacdo do substrato (carregado
negativamente) no interior do sitio ativo. Isto sustenta a ideia de uma tétrade catalitica
em contraste a triade ja estabelecida.

4.2. ORF GDI0293

A ORF GDI0293 possui 182 aminoacidos, e suas anotacbées no genoma
sequenciado pelo projeto RioGene indicam que seu produto € uma chiquimato quinase
(E.C. 2.7.1.71). Essa ORF esta envolvida na via metabdlica do chiquimato (também
conhecido como corismato), onde catalisa sua fosforilacdo usando ATP como substrato,
resultando em chiquimato 3-fosfato e ADP (Figura 4.8). A enzima em questao pertence
a familia estrutural das nucleosideo monofosfato quinases (NMP), que se destacam por
sofrerem grandes mudancgas conformacionais durante a catélise (Vonrhein et. al., 1995).
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Figura 4.8: Via metabdlica da biossintese do corismato em organismos diversos. A enzima de interesse, em
destaque, catalisa a conversao reversivel de chiquimato a chiquimato 3-fosfato, uma das etapas da sintese do
corismato.

Fonte: http://biocyc.org/META/NEW-IMAGE ?type=REACTION&object=SHIKIMATE-KINASE-RXN&redirect=T

4.2.1. Procura e selecdo do molde

A busca no BLAST contra o PDB por sequéncias homélogas a ORF GDI0293
resultou em um “hit” especifico GntK, referente as gluconato quinases, e a uma super
familia conservada, das nucleotideo/nucleosideo quinases (NK). Essa ultima consiste
de multiplas familias de enzimas que compartilham similaridade estrutural e estédo

funcionalmente relacionadas a catalise de transferéncias reversiveis de grupos fosfato
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de nucleosideos trifosfatos para nucleosideos monofosfatos. (Marchler-Bauer et. al.,
2009).

Apenas dois alinhamentos significantes foram identificados, o0s quais
representavam a mesma sequéncia de nucleotideos, de cédigos TKNQ e 1KO4. Ambos
sao referentes a enzima Gluconato quinase de Escherichia coli, que possui trés
estruturas relacionadas, 1KO5, 1KO8 e 1KOF. Estas representam a enzima
complexada com trés diferentes ligantes, ATP (Adenosina 5-trifosfato), GP6 (gluconato
6-fosfato) e AMPPCP (Acido fosfo metilfosfonico), respectivamente.

Gluconato quinase (2.7.1.12) € uma enzima envolvida na via de degradacao de
acido organico (D-gluconato), e possui topologia similar as NMP, como a chiquimato
quinase. Essa enzima é responsavel por catalisar a conversdao de D-gluconato a 6-
fosfo-D-gluconato na via de metabolismo de cetogluconatos, como mostrado na Figura
4.9.
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F T
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HADPH 2-ketoaldonate
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NADPH H ™ 1{1 1)- ¢
4 . ARE
H ™) 2-ketoaldonate E
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A A=
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b
4
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H ™, 111215 HADEPIH 11169
HADP* - HAD(P)* -2~

D-gluconate kinase (Ec): Ec-idnK
27112

6-phospho-D-gluconate

Figura 4.9: Via de metabolismo de cetogluconatos em E. coli. A enzima de interesse, circulada, catalisa a conversao
de D-gluconato a 6-fosfo-D-gluconato.

Fonte: http:/biocyc.org/META/NEW-IMAGE ?type=PATHWAY&object=KETOGLUCONMET-PWY




48

A semelhanca entre a ORF estudada e a gluconato quinase nos incentivou a
buscar maiores informacdes a respeito da anotacdo desta sequéncia. No segundo
genoma sequenciado de G. diazotrophicus, consta que a sequéncia em questao refere-
se a uma carboidrato quinase, grupo no qual se insere a gluconato quinase. Foi
sugerido aos pesquisadores da EMBRAPA Agrobiologia que fosse realizada uma
analise da anotacao deste gene, pois a gluconato quinase possui papel fundamental no
metabolismo de acidos organicos e sua identificacdo resultaria em uma otimizagao do

projeto. As caracteristicas do molde escolhido estdo descritas na tabela 4.4.

Tabela 4.4: Caracteristicas analisadas para escolha do molde adequado da ORF GDI0293

Molde 1KNQ/1KO5/1KO8/1KOF
Produto Gluconato quinase
Tamanho da sequéncia 165 aa
Identidade/Similaridade 42% / 61%
Gaps 2 (1%)
Dominios Conservados Superfamilia NK / Hit especifico: GntK
Resolugao 2.0A
Residuos faltantes 1,2,174,175
Estrutura sem substrato Sim — 1KNQ
Estrutura com substrato Sim — 1KO5, 1KO8, 1KOF

_ ATP (1KO5), 6PG (Gluconato 6-fosfato — 1KO8), ACP
Ligantes ; . ,

(Acido fosfo metilfosfénico — 1KOF)

4.2.2. Alinhamento de sequéncias e interagdo com os ligantes

Foi realizada uma andlise dos alinhamentos gerados, e o melhor resultado
encontra-se demonstrado na Figura 4.10. As consideragdes aplicadas na primeira ORF
foram aplicadas em todas as outras. Estas se encontram na pagina 43. As interacoes
com os ligantes sdo demonstradas nas Figuras 4.11, 4.12 e 4.13.
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Figura 4.10: Alinhamento das sequéncias da ORF GDI0293 e o molde escolhido, TKNQ. As cores representam as
caracteristicas dos residuos. Os aminoacidos destacados com setas foram identificados como participantes na
interacdo com o substrato. As setas vermelhas indicam interagdo com ATP (adenosina trifosfato), as verdes com 6PG

(Gluconato 6-fosfato) e as azuis com ACP ( acido fosfo metilfosfonico).
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Figura 4.11: Representacdo esquematica da relagéo proteina-ligante do PDB 1KO5. O ligante ATP esta
representado em azul, e os aminodcidos que interagem com ele, em marrom. As distancias entre os
atomos sdo demonstradas nos tracejados verdes, e as esferas azuis, vermelhas e pretas representam

nitrogénio, oxigénio e carbono, respectivamente.
Figura preparada com a ferramenta LIGPLOT
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Figura 4.12: Representagcdo esquemdtica da relagdo proteina-ligante do PDB 1KO8. O ligante 6PG
(Gluconato 6-fosfato) esta representado em azul, e os aminoacidos que interagem com ele, em marrom.
Distancias entre atomos em verde, e as esferas azuis, vermelhas e pretas representam nitrogénio, oxigénio

e carbono, respectivamente.
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Figura 4.13: Representacdo esquematica da relacdo proteina-ligante do PDB 1KOF. O ligante ACP (Acido
fosfo metilfosfonico) esta representado em azul, e os aminoacidos que interagem com ele, em marrom.
Distancias entre atomos em verde, e as esferas azuis, vermelhas e pretas representam nitrogénio, oxigénio

e carbono, respectivamente.
Figura preparada com a ferramenta LIGPLOT
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Analisando as Figuras 4.11 a 4.13, podemos identificar os residuos que

interagem com a enzima em questdo. Estes foram marcados no alinhamento (Figura

4.10), com o objetivo de verificar a conservagao na sequéncia-alvo. Os resultados estdo

representados na tabela 4.5, onde os asteriscos (*) representam a conservagédo do

residuo.

Tabela 4.5: Residuos que interagem com os ligantes no PDB 3CXT.

1KO5 GDI0293 1KO8 GDI0293 GDI0293

Ser 17 * Ser 17 *

Gly 18 * Gly 18 * Gly 18 *

Ser 19 (C)

Gly 20 * Gly 20 *

Lys 21 * Lys 21 *

Ser 22 (T) Ser 22 (T)

Ala 23 (T Ala 23 (N)
His 127 *

GiIn 158 (N) GIn 158 (N)

Analisando a tabela e as propriedades dos aminoacidos em questao, podemos

presumir que a proteina alvo possui estrutura similar a proteina molde. Isso ocorre

devido ao fato de que muitos aminoacidos estdo conservados nas sequéncias, e as

mutagbes ocorridas sdo conservativas, ou seja, mantém as caracteristicas principais

dos residuos envolvidos. Foi realizada uma analise mais detalhada do papel de cada

um deles na interacdo com o substrato, fundamental para a indicacdo de mutacdes

significantes. Esta sera abordada mais adiante.
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4.2.3. Modelagem comparativa e dindmica molecular

O resultado desta etapa esta representado na Figura 4.14, que retrata a

sobreposicao da estrutura molde e do modelo construido.

Figura 4.14: Alinhamento estrutural do molde (em azul) e do melhor modelo (em rosa), apds dindmica
molecular. Os residuos envolvidos na interagdo com os ligantes estdo destacados.
Figura preparada com a ferramenta Swiss-pdb Viewer.

4.2.4. Validagcao do modelo

As figuras 4.15, 4.16 e 4.17 demonstram a qualidade do modelo obtido para a
ORF GDI0293.
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Figura 4.15: Grafico de Ramachandran do modelo construido para a ORF GDI0293. As regides em
vermelho sdo mais favoraveis, e um modelo com mais de 90% dos residuos nesta regido € considerado

adequado.

Fonte: PdbSum/PROCHECK
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Figura 4.16: Predigdo de estruturas secundarias do modelo construido para a ORF GDI0293. As regides

em roxo representam a-hélices e as setas na cor rosa indicam fitas-§.
Fonte: PdbSum/PROCHECK

SCOP Gluconate Kinase (d1knga_)

PEBMSTTHHDHH | YVLMGVSGSGHSAVASEVHHQLHAAFLDGDFLHPRRH | EHMASGEPLNDD
FOE g 10 20 30 a0 50 &0

Gluconate Kinase (d1knga_)

PEBDRHMQHLHDHHFHMQRTHHVSL | VCSHLHHHYRDLLREGHPNLSF | YLHGDFDVI ESR
FDE g 70 80 a0 100 110 120

SCOP Gluconate Kinase (d1knga_)

E-sspj\_ﬂ_\/\m_ﬂ_ﬂ. _\MMA/\_

PEBLHARKGHF FHTQMLVTQFETLQEPGADETDVLVVD| DQPLEGVVAST IEVI KKGK
FOE 454 130 140 150 160 170

Figura 4.17: Predicdo de estruturas secundarias do molde 1KNQ. As a-hélices sédo representadas em rosa

e vermelho escuro, e as fitas- em setas amarelas.
Fonte: PDB

Apos as diversas anadlises apresentadas neste item, o modelo final construido
pode ser considerado adequado para a continuagado dos experimentos. Esse apresenta

uma estrutura similar ao molde, mantendo os residuos importantes conservados, assim
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como suas estruturas secundarias. Os dados obtidos a respeito da estrutura sao
suficientes para a realizacao da etapa final do estudo, a sugestédo de sitios de mutacao.

4.2.5. Mecanismo catalitico

A analise do mecanismo catalitico da enzima de interesse é essencial para a
definicdo de mutacdes sitio dirigidas com um objetivo especifico. O modelo estudado foi
proposto por Kraft e colaboradores, e € relativo ao mecanismo catalitico de uma
gluconato quinase.

Os substratos possuem diferentes sitios de ligacao, e a interacao desses parece
ocorrer de forma ordenada. O sitio de ligagdo do ATP e acessivel sem a ligagdo do
gluconato. Esse, por sua vez, parece ser incapaz de se ligar a seu sitio ativo antes da
ligacdo com o ATP. Apo6s a ligagdo do ATP ha uma mudanga conformacional
consideravel, que resulta em uma ampliacdo do sitio ativo. Esta conformacdo mais
aberta possibilita 0 acesso do gluconato a seu sitio ativo.

A gluconato quinase catalisa a rea¢do posicionando o ATP e o gluconato em
uma posigao favoravel para a reacao. O ion magnésio auxilia na orientagdo do grupo y-
fosforil alinhado ao gluconato, criando a geometria correta para a transferéncia do
fosforil (Walker et. al., 1982). A cadeia lateral da lisina 21 conservada € essencial para a
transferéncia do fosforil, estabilizando sua carga durante a catédlise (Kraft et. al., 2002).
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CAPITULO 5 - RESULTADOS

Diversos estudos foram realizados com o objetivo de sugerir substituicdes
interessantes nas sequéncias alvo envolvidas com a via metabdlica de sintese de acido
glicbnico da bactéria Gluconacetobacter diazotrophicus. Primeiramente, foram feitos
estudos a respeito da via metabdlica de sintese de acido gliconico e seus cetoderivados.
Este passo foi determinante na escolha das enzimas que seriam utilizadas para otimizar
sua producdo. Posteriormente, foi feita uma andlise do mecanismo catalitico das
enzimas alvo, para identificacdo dos residuos essenciais para seu funcionamento.

Depois de identificar os principais alvos de mutagéo, estes foram substituidos,
um a um na sequéncia, para verificar, in silico, as consequéncias das alteragbes. Para
finalizar, foram feitas predicbes de ancoragens dos ligantes nas estruturas modificadas,
para analisar possiveis efeitos que possam ocorrer in vivo, otimizando a sintese do
produto de interesse. A analise do mecanismo catalitico foi descrita no capitulo 4, itens

4.1.5e4.2.5, e 0s outros itens serdo descritos a seguir, nos itens 5.1 e 5.2.

5.1. Analise da via metabdlica

A via de producédo de acido gliconico e seus cetoderivados ndo esta disponivel
em bancos de dados, quando se trata da bactéria Gluconacetobacter diazotrophicus.
Entretanto, essa via ja foi estabelecida em outros organismos, podendo ser utilizadas
para inferir sobre a sintese na bactéria de interesse. Foram feitas adaptacdes as vias ja
depositadas, juntamente com pesquisadores colaboradores da Embrapa Agrobiologia,
agregando a elas as informagdes disponiveis a respeito do microorganismo em questao.
Estas analises originaram uma hipo6tese da via metabdlica de acido glicbnico em G.

diazotrophicus, a qual esta demonstrada na Figura 5.1.
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2,5-diketo-D-gluconate reductase 2-ketoaldonate reductase

(E.C.: 1.11.274) 2,5 diketo D-Gluconate (E.C:111.)
(2,5KGA)

2 ketoaldonase reductase Gluconate S-dehydrogenase
(E.C.:11.1215) (E.C.:1.1.1.69)
2-keto-D-Gluconate = DGluconate —>  5Sketo-D-Gluconate

(2KGA) (SKGA)

Gluconate kinase

(E.C.:2.7.1.12)
6-Phospho-D-Gluconate

Figura 5.1: Sugestdo da via metabdlica de acido gliconico e cetoderivados em G. diazotrophicus. O
Gluconato é convertido em diversos produtos, como 2KGA e 5KGA. Estes, por sua vez, se convertem em
outro cetogluconato.

Nesta hipotese, podemos notar que o acido glicénico, representado como D-
gluconate, passa por diversas reacdes para ser convertido em outros produtos. Isto faz
com que a concentragédo de acido glicbnico no organismo de interesse seja pequena. A
partir da andlise desta via, foram determinadas quais enzimas seriam mais efetivas na
sintese do acido em questdo. Estas ja foram citadas anteriormente, e consistem de
gluconato quinase e gluconato 5-desidrogenase. O objetivo é impedir a conversao de
gluconato em 6-fosfo-D-gluconato e 5-ceto-D-gluconato, consequentemente
aumentando a concentragdao de acido glicbnico na bactéria. A Figura 5.2 representa o
objetivo deste estudo.

2.5-diketo-D-gluconate reductase 2-ketoaldonate reductase
(E.C.:1.1.1.274) 2,5-diketo-D-Gluconate (E.C:11.1.)
(2,5KGA)
2-ketoaldonase reductase Gluconate\S-dehydrogenase
(E.C.:1.1.1.215) (E.C.N.1/.69)
2-keto-D-Gluconate < D-Gluconate =+ 5-keto-D-Gluconate

(2KGA) (5KGA)

Muconate kinase

(E.C-2.7.1.12)

6-Phospho-D-Gluconate

Figura 5.2: Objetivo do estudo. Inativando as enzimas que realizam a conversdo de acido gliconico em
outros &cidos, é possivel aumentar a concentragédo deste acido na bactéria. As marcagdes em verde indicam
os locais escolhidos para mutagénese sitio dirigida.
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5.2. Mutagénese sitio-dirigida

Apés definir as enzimas mais indicadas para otimizar a produgdo de acidos
organicos, analisar suas estruturas e estudar seus mecanismos cataliticos, foi possivel
sugerir algumas mutagdes sitio-dirigidas. Com o objetivo de otimizar estes resultados,
foram feitas algumas simulacbes computacionais visando a obtencao de hipéteses a
respeito das mudangas que irdo ocorrer in vivo. Primeiramente, foi construida uma
estrutura do melhor modelo com os ligantes do molde. Depois foram feitas as
alteracées dos residuos importantes, um a um, por alaninas. As mudancas
conformacionais visualizadas serviram de base para definir os melhores alvos para

mutacao.
5.2.1. ORF GDI0691

O molde utilizado para a construcdo dos modelos da ORF em questédo, a
estrutura cristalografica da gluconato 5-desidrogenase de Streptococcus suis (PDBID
3CXR), possui uma estrutura relacionada depositada no PDB, complexada com dois
ligantes: NAP (NADP Nicotinamida adenina dinucleotideo fosfato) e GCO (acido
glicdnico) (PDBID: 3CXT). A interagédo dos ligantes com a enzima é feita por meio dos
residuos representados na tabela 5.1.

Tabela 5.1: Residuos que interagem com os ligantes na estrutura 3CXT.
L
Tyr 24
lle 26
Asp 45
Asp 71
Gly 100

Arg 104
Arg 157
Tyr 163 Tyr 163
Lys 167
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Utilizando a ferramenta Swiss-Pdb Viewer, foi construida uma estrutura na qual
se encontra 0 modelo construido por modelagem e os ligantes de seu respectivo molde.
O objetivo era analisar se os ligantes se posicionariam na mesma posicao, e quais as

interagcGes seriam modificadas. O resultado esta representado na Figura 5.3.

Nap273(A)

&
.
[ I Gkr274(A)
% :

Figura 5.3: Representagdo esquematica da interagdo modelo-ligante. Os ligantes Nap e Gkr sédo representados
em roxo, € 0s aminodcidos que interagem com eles, em marrom. As distancias entre os atomos sao
demonstradas pelos tracejados verdes, e as esferas azuis, vermelhas e pretas representam nitrogénio, oxigénio

e carbono, respectivamente.
Figura preparada com a ferramenta LIGPLOT
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Analisando a figura, e considerando o alinhamento das duas sequéncias,

podemos notar que a maioria das interacdes foi mantida apds a ancoragem dos ligantes

no modelo construido por modelagem. A tabela 5.2 demonstra a conservagdo das

interacoes.

Tabela 5.2: Comparagéao da interagdes dos ligantes com o molde e o modelo.

3CXT Modelo 3CXT Modelo
Tyr 24 -
lle 26 lle 23
Asp 45 -
Asp 71 Asp 73
Gly 100 Gly 102
Arg 104 Arg 106
Arg 157 Arg 159
Tyr 163 Tyr 165 Tyr 163 Tyr 165
Lys 167 Lys 169

Estes residuos sao considerados importantes para o funcionamento da molécula,

e sao fortes candidatos a mutagénese. Entretanto, para refinar as mutacoes sugeridas,

foi feito um estudo do mecanismo catalitico, relatado no item 4.1.5. Os residuos da

tétrade catalitica encontrada no molde foram selecionados, sendo eles: Arginina 104,

Serina 152, Tirosina 165 e Lisina 167. A serina, embora ndo tenha interacao direta,

possui um papel importante no reconhecimento do substrato. Estes foram modificados

um a um na sequéncia, e foram feitas anadlises para verificar o impacto destas

alteragbes na estrutura ou funcionamento da molécula. Os residuos sugeridos para

realizacdo da mutagénese sitio dirigida sdo a Arginina 106 e a Serina 152. Suas

analises serdo demonstradas nos itens 5.2.1.1 e 5.2.1.2.
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5.2.1.1. Arginina 106

A mutagdo da Arginina 106 por uma alanina resultou em uma perda das
interacbes da tétrade catalitica com os ligantes. A fungcdo deste residuo esta
relacionada com o reconhecimento do substrato, sendo que, provavelmente, sua carga
positiva facilita a orientacdo e o acesso do substrato, carregado negativamente. Além
disso, um estudo comprovou uma atividade catalitica 20% menor do que a da enzima
nativa quando ocorre esta mutacao (Zhang e. al., 2009). As mudancas na estrutura e na
interacdo com o substrato estdo representadas nas Figuras 5.4 e 5.5.

Figura 5.4: Sobreposicdo da Ga5DH antes e apds a substituicdo da Arginina 106 por uma alanina. O modelo em
azul representa a enzima antes da substituicdo, e 0 modelo em rosa representa o modelo apds a modificagao.
Os ligantes estao representados em azul escuro, e a alanina alterada em vermelho.

Figura preparada com a ferramenta Swiss-Pdb Viewer
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Map273(A)

I Ckr274(4)

(a) (b) GEr274(A)

Figura 5.5: Representagédo esquematica antes (a) e depois (b) da interagdo do modelo com os ligantes apos a
substituicdo da Arginina 106 por uma alanina. As interagbes com os residuos da tétrade catalitica foram
totalmente perdidas. Os ligantes estdo representados em azul, e os aminodcidos que interagem com ele, em
marrom. Distancia entre os atomos representadas em verde, e esferas azuis, vermelhas e pretas representam

nitrogénio, oxigénio e carbono, respectivamente.
Figura preparada com a ferramenta LIGPLOT

5.2.1.2. Serina 152

A serina da tétrade catalitica das enzimas SDR, embora nao interaja diretamente
com os ligantes, também possui um papel importante no reconhecimento do substrato.
Estudos de Opperman e colaboradores, em 2003, demonstraram que uma substituicdo

deste residuo por uma alanina resulta em uma perda quase total das atividades



63

enzimaticas. Esta substituicdo, quando realizada in silico, resultou em uma mudanca
consideravel na estrutura (Figura 5.6), e em uma grande perda na interagcdo com 0s
substratos, principalmente com o gluconato (Figura 5.7), sustentando a ideia de que

este residuo é essencial para a atividade enzimatica em questéo.

Figura 5.6: Sobreposicdo da Ga5DH antes e apds a substituicdo da Serina 152 por uma alanina. O modelo em
azul representa a enzima antes da substituigdo, e 0 modelo rosa representa o modelo apds a modificagéo. Os
ligantes estao representados em azul escuro, e a alanina alterada em vermelho.

Figura preparada com a ferramenta Swiss-Pdb Viewer
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[ Gkr274(A)

Gkr274(A)

(a) e (b)

Figura 5.7: Representacdo esquematica da interagdo do modelo com os ligantes antes (a) e apds (b) a
substituicdo da Serina 152 por uma alanina. Os ligantes estdo representados em roxo, e 0os aminoacidos que
interagem com ele, em marrom. Distancia entre os dtomos representadas em verde, e esferas azuis, vermelhas
e pretas representando nitrogénio, oxigénio e carbono, respectivamente.

Figura preparada com a ferramenta LIGPLOT

5.2.2. ORF GDI0293

O molde utilizado para a construcdo dos modelos desta ORF (PDBID 1KNQ)
possui trés estruturas relacionadas, complexadas com diferentes ligantes: 1KO5 (ATP),
1KO8 (6PG — Gluconato 6-fosfato) e 1KOF (ACP — Acido fosfo metilfosfonico). Os
substratos ACP e ATP foram considerados muito similares, e por isso somente um
deles foi relatado no artigo destas estruturas (Kraft et. al., 2002). Estes substratos

interagem com a enzima por meio dos residuos representados na tabela 5.3.
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Tabela 5.3: Residuos que interagem com os ligantes nas estruturas 1KO5 e 1KO8.

Ser 17 Ser 17
Gly 18 Gly 18
Ser 19
Gly 20
Lys 21
Ser 22
Ala 23

His 127

Gln 158

Como no item anterior, foi construido um modelo com os ligantes citados acima,
com o objetivo de analisar as mudangas nas interacdes entre eles. O resultado esta

representado nas Figuras 5.8 e 5.9.

His133

6pg502(A)

Gly23

Figura 5.8: Representagédo esquematica da interacdo modelo-ligante. O ligante 6PG esta representado em roxo,
e 0s aminoacidos que interagem com ele, em marrom. As distancias entre os atomos sdo demonstradas pelos
tracejados verdes, e esferas azuis, vermelhas e pretas representando nitrogénio, oxigénio e carbono,
respectivamente.

Figura preparada com a ferramenta LIGPLOT
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Figura 5.9: Representagdo esquematica da interagdo modelo-ligante. O ligante ATP esta representado em roxo,
e 0s aminodcidos que interagem com ele, em marrom. As distancias entre os atomos sdo demonstradas pelos
tracejados verdes, e esferas azuis, vermelhas e pretas representando nitrogénio, oxigénio e carbono,
respectivamente.

Figura preparada com a ferramenta LIGPLOT

Analisando as figuras e considerando o alinhamento das sequéncias, podemos
notar que a maioria das interagdes foi mantida apés a ancoragem dos ligantes no
modelo construido por modelagem. Na Tabela 5.4 estdo listados os residuos que
interagem com os substratos nas estruturas molde, e a conservacao destas interacoes

no modelo construido.
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Tabela 5.4: Comparagéao da interagdes dos ligantes com o0 molde e o modelo.

1KO5 Modelo 1KO8 Modelo
Ser 17 - Ser 17

Gly 18 Gly 23 Gly 18 Gly 23
Ser 19 Cys 24

Gly 20 Gly 25

Lys 21 Lys 26

Ser 22 Thr 27

Ala 23 Thr 28

His 127 His 133

GIn 158 Asn 163

Estes residuos sao considerados importantes para o funcionamento da molécula,
e sao fortes candidatos a mutagénese. Para refinar as sugestées de mutacoes, foi feito
um estudo do mecanismo catalitico, relatado no item 4.1.5. A mutagénese foi aplicada
em todos os residuos, e o resultado mais significante foi com a Histidina 133. Esta é
considerada essencial para a transferéncia do substrato, e suas analises serao

demonstradas no item 5.2.2.1.

5.2.2.1. Histidina 133

A substituicdo da Histidina 133 por uma alanina ndo alterou consideravelmente a
interacdo da enzima com o ATP, a maioria das interacdes foram mantidas. Entretanto, a
mutagdo altera a principal interagdo da enzima com o gluconato, podendo resultar na
diminuicdo ou até mesmo perda da atividade catalitica. Nota-se também que a mutacao
gera uma grande mudanga estrutural no loop no qual a histidina se encontra,
dificultando ainda mais a entrada do gluconato. As mudangas na estrutura e na
interacdo com o substrato estdo representadas nas Figuras 5.10, 5.11 € 5.12.



68

Figura 5.10: Sobreposicao da Gluconato quinase antes e apds a substituicao da Histidina 133 por uma alanina. O
modelo em azul escuro representa a enzima antes da substituicdo, e o modelo colorido por RMS representa o
modelo apds a modificagdo. A area de superficie e cadeias principal e lateral dos ligantes estdo em rosa, e a

alanina alterada em preto.
Fonte: Swiss-Pdb Viewer

Thr27

Lys26 ‘\(Q\.
{

B ) Gly23

_ il .ﬁi
Thr2g 3 a4 iyl
o :
=it 317 : .-fhr:‘.-’
® & s Atp302(A)°
Atp303(B)
Arg129

(@) .r.\./% Serl6]

Figura 5.12: Representagdao esquematica da interacdo do modelo com o ligante 6PG antes (a) e apos (b) a
substituicdo da Histidina 133 por uma alanina. O ligante esta representado em roxo, e os aminoacidos que
interagem com ele, em marrom. Distancia entre os dtomos representadas em verde, e esferas azuis, vermelhas

e pretas representando nitrogénio, oxigénio e carbono, respectivamente.
Figura preparada com a ferramenta LIGPLOT
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His133

6pgS02(A)

Gly23

6pg502(A)

(a) (b)

Figura 5.12: Representagao esquematica da interagdo do modelo com o ligante 6PG antes (a) e apos (b) a
substituicdo da Histidina 133 por uma alanina. O ligante esta representado em roxo, e os aminoacidos que
interagem com ele, em marrom. Distancia entre os atomos representadas em verde, e esferas azuis, vermelhas
e pretas representando nitrogénio, oxigénio e carbono, respectivamente.

Figura preparada com a ferramenta LIGPLOT
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CAPITULO 6 - CONCLUSOES E DESENVOLVIMENTOS FUTUROS

A produgao de &cidos organicos por microorganismos € um processo de grande
impacto e aplicacdo comercial para a producao e conservacao de alimentos, farmacos e
sintese de produtos biodegradaveis. Dentre eles, destaca-se o acido gliconico, que
possui papel importante nas industrias alimenticia, farmacéutica, téxtil, entre outras.
Este € encontrado em diversas espécies de bactérias, assim como em plantas, frutas e
outros produtos alimenticios.

Um exemplo de microorganismo produtor de &cido glicbnico é a bactéria
Gluconacetobacter diazotrophicus, que foi isolada inicialmente em cana-de-acucar e
posteriormente em outras plantas. Trata-se de uma diazotréfica associativa e endofitica,
que exerce um papel importante na agricultura por assimilar nitrogénio para as plantas
por meio da Fixacao Bioldgica de Nitrogénio.

A capacidade de Gluconacetobacter diazotrophicus produzir acidos organicos
derivados da oxidacdo incompleta da glicose inclusive em condigbes de fixacdo de
nitrogénio representa mais uma das suas potenciais aplicacdes biotecnoldgicas. No
entanto, para garantir a eficiéncia desses processos biol6gicos é necessario entender
0s mecanismos envolvidos. A via metabdlica do acido glicbnico, entretanto, é bastante
complexa e, muitas vezes, inviavel economicamente. Diante disso esse projeto foi
realizado para buscar uma maneira de otimizar a produgdo destes acidos nessa
determinada bactéria. A opcao sugerida € alterar as enzimas envolvidas na conversao
de acido gliconico em cetoderivados, para que aumente a concentracdao de gluconato
nas reacoes. Esta alteracdo nas proteinas pode ser feita por meio de mutagdes sitio-
dirigidas, entretanto, os processos experimentais exigem grande demanda de tempo e
recursos financeiros.

Utilizamos entdo ferramentas de biologia computacional para realizacdo de
mutagénese in silico visando obter informacdes a respeito das consequéncias que
essas causardo a uma proteina especifica. No presente estudo, as enzimas de
interesse nao possuiam estrutura tridimensional resolvida, sendo necessario recorrer a
uma técnica de predicao estrutural, a modelagem por homologia. A partir desta, foram
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construidos modelos confiaveis das sequéncias-alvo, e estes foram utilizados para
inferir a respeito do funcionamento de cada enzima.

Apos andlise estrutural dos modelos construidos, foi realizado um estudo da via
metabdlica do acido gliconico e de cada enzima envolvida. As proteinas consideradas
melhores alvos para a mutagénese foram uma gluconato 5-desidrogenase e uma
gluconato quinase, enzimas diretamente relacionadas com a conversdo de &cido
glicbnico em cetogluconatos.

Uma vez definidas as enzimas potenciais, foi realizada a analise do mecanismo
catalitico de cada uma, visando encontrar os residuos cataliticos essenciais para seu
funcionamento. Para entender a contribuicdo desses residuos no mecanismo da
enzima, foram feitas mutagdes in silico para alaninas e dindmica molecular foi realizada
nos mutantes. Os resultados da dinamica revelam a variabilidade conformacional e os
possiveis movimentos para os residuos da enzima mutada, para que estes fossem
comparados aos modelos sem alteragoes.

Uma das maneiras de se determinar a importancia de um residuo na proteina é
substitui-lo e verificar as consequéncias dessa alteracdo. Se, apds a alteragédo, houver
uma grande mudanca estrutural ou na interagdo com o substrato, o residuo substituido
deve ter grande importancia no funcionamento da enzima. Estas analises também
foram feitas in silico, e a partir delas foram obtidos os resultados do presente estudo.

A ORF GDI0691, referente a uma gluconato 5 desidrogenase, foi modelada com
base em uma Ga5DH de outra bactéria, Streptococcus suis. Esta ultima possui dois
ligantes, NAP e Gluconato. Relata-se que a interagdo com estes ligantes depende de
uma tétrade catalitica, principal alvo, portanto, para a mutagénese sitio dirigida. Dentre
0s quatro residuos substituidos, duas alteragbes produziram resultados mais
significativos: Arginina 106 e Serina 152, ambos relacionados com o reconhecimento do
substrato. A troca da arginina por alanina resultou em uma alteracdo na interacdo com
o substrato, e estudos concluiram que esta alteracdo diminui a atividade catalitica da
enzima. A substituicdo da serina, por outro lado, teve como consequéncia uma
significante mudanca estrutural, e uma perda na interagdo com o0s substratos,

principalmente o gluconato.
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Em relacdo a ORF GDI0293, indica-se apenas um residuo para mutagénese, a
Histidina 133. Sua substituicdo nao alterou consideravelmente a interagdo da enzima
com o ligante ATP, entretanto a principal interagdo com o gluconato foi perdida, o que
pode resultar na diminuicdo ou até mesmo perda da atividade catalitica. Além disso, a
mutacao gera uma grande mudanga estrutural no loop no qual a histidina se encontra,
dificultando ainda mais a entrada do gluconato.

Os resultados apresentados neste trabalho serdo transmitidos aos
pesquisadores da Embrapa Agrobiologia, que pretendem realizar estudos
experimentais para comprovar a eficacia dos métodos computacionais. A Bioinforméatica

sugere solugdes, mas a comprovagao experimental € necessaria.
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