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Resumo

Glicosideo hidrolases (EC 3.2.1.-) sdo enzimas que hidrolisam ligacbes
glicosidicas. Neste trabalho realizamos estudos funcionais e estruturais de duas
glicosideo hidrolases: a celulase XF0810 de Xylella fastidiosa e a lisozima
digestiva 1 de Musca domestica (MdL1). A celulase XF0810 esta anotada no
genoma da X. fastidiosa como membro da familia 5 das glicosideo hidrolases (EC
3.2.1.4). Ap6s a amplificagdo, clonagem, expressdao e purificagdo da mesma;
prosseguimos com o0s experimentos de filtragdo em gel analitica, dicroismo
circular, DLS, ensaio enzimatico e cristalizacado desta proteina. Foi feito um estudo
de modelagem onde ficou evidenciado que a XF0810 n&do pertenceria a familia 5
pois quatro dos sete residuos conservados que caracterizam esta familia foram
substituidos, incluindo os dois residuos cataliticos de glutamato essenciais para o
mecanismo de clivagem de retencao. Isto foi comprovado através da auséncia de
atividade nos ensaios feitos com a proteina purificada. A MdL1 pertence a familia
22 das glicosideo hidrolases (EC 3.2.1.17) e foi cristalizada com o ligante N-
acetilquitotetraosideo para a difracao de raios X. A resolucao da estrutura (2H5Z
no PDB) foi realizada por meio do método de substituicdo molecular tendo como
modelo a estrutura nativa. A analise comparativa da MdL1 com outras lisozimas
de quatro classes diferentes de animais mostrou grande semelhanca e pequenas
diferencas apenas na regidao das voltas. Estas diferengcas foram utilizadas para
explicar as caracteristicas especiais de uma lisozima com fungéo digestiva. A volta

na regido definida pelos residuos 98-100 apresenta uma delecdo na MdL1,

XV



tornado-a menos exposta ao solvente, podendo justificar a resisténcia a protedlise.
O residuo GIn100 participa de uma interacao com o ligante. Os residuos Thr107 e
Asn46 sao apontados como responsaveis pelo decréscimo dos pK, dos grupos
carboxilas dos residuos cataliticos Glu32 e Asp50, respectivamente. A diminuicao

dos pKj, explica o pH étimo mais acido caracteristico de lisozimas digestivas.
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Abstract

Glycoside hydrolases (EC 3.2.1.-) are enzymes that hydrolyze glycoside
bonds. In this work we studied functional and structural features of two glycoside
hydrolases: the cellulase XF0810 of Xylella fastidiosa and the digestive lysozyme 1
of Musca domestica (MdL1). The cellulase XF0810 is annotated in the genome of
X. fastidiosa as member of family 5 of glycoside hydrolases (EC 3.2.1.4). After the
amplification, cloning, expression and purification of XFO0810; we continued with the
experiments of analytical gel filtration, circular dichroism, DLS, enzymatic assay
and crystallization of this protein. A homology model was built which showed that
XF0810 did not belong to family 5 because four of seven conserved residues that
characterize the family were substituted, including the two catalytic residues of
glutamate that are essential for the retention hydrolysis mechanism. This was
further confirmed by the absence of activity in the assays (exocellulase with PNPc)
performed with the purified protein. The MdL1 belongs to the family 22 of glycoside
hydrolases (EC 3.2.1.17) and was crystallized with the ligand N-acetilchitotetraose
for X-ray diffraction. The resolution of the structure (2H5Z in PDB) was
accomplished by molecular replacement with the native structure as the searching
model. The comparative analysis of MdL1 with other lysozymes of four different
classes of animals showed a high similarity and few differences appeared only in
the loops’ regions. These differences were used to explain the special
characteristics of the lysozyme with a digestive function. The loop in the region

defined by residues 98-100 presents one deletion in the MdL1, becoming less

Xvii



exposed to the solvent, this might justify the proteolysis resistance. The residue
GIn100 participates directly in an interaction with the ligand. The residues Thr107
and Asn46 are pointed out as responsible for a reduction in the pK, of the carboxyl
groups of catalytic residues Glu32 e Asp50, respectively. The reduction in pKj,

explains the more acidic pH optimum that characterizes the digestive lysozymes.
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1. Introducao

1.1. Glicosideo hidrolases

Os carboidratos nas formas de mono-, di-, oligo- e polissacarideos
desempenham um papel Unico na natureza. O niumero de possiveis combinacoes
para um pequeno oligossacarideo resulta em uma diversidade estrutural e
funcional para estes compostos. Oligo- e polissacarideos desempenham um papel
central na cadeia de processos biologicos tais como estoque e utilizagdo de
alimento, invasdo viral e eventos altamente seletivos de sinalizacdo celular. As
enzimas que hidrolisam estes agucares - glicosideo hidrolases - também estédo
implicadas em um amplo espectro de processos bioldgicos. As interagdes entre
carboidrato e proteinas tiveram um significante avanco em particular na area
clinica, varias estruturas de cristais foram resolvidas de enzimas relacionadas ao
metabolismo de carboidratos proporcionando assim, um ponto de partida para o
desenho racional de drogas. Como exemplo relacionado com a area médica
podemos citar os defeitos nos genes que codificam glicosideo hidrolases que sao
responsaveis por muitas doencas genéticas como desordens de estoque
lisossomal. Para esses casos, inibidores especificos de glicosideo hidrolases
podem ser investigados quanto ao potencial agente terapéutico (von ltzstein &
Colman, 1996; Davies & Henrissat, 1995).

Varios sistemas de classificagdo existem para glicosideo hidrolases
baseados na especificidade do produto ou do substrato, modo de ataque

(exo/endo) e mecanismos estereoquimicos. Em 1991, a classificacdo de



glicosideo hidrolases baseando-se nas similaridades de sequUéncias de
aminodacidos foi introduzida (Henrissat, 1991). Esta classificacdo é atualizada
frequentemente (Henrissat & Bairoch, 1993) (Henrissat & Bairoch, 1996), e
fornece cerca de 60 familias de glicosideo hidrolases baseada na similaridade
seqlencial tendo 27 familias com estrutura conhecida.

As glicosideo hidrolases (E.C 3.2.1.x) sdao a chave para o metabolismo de
carboidratos e sao encontradas nos trés maiores reinos (archeabacteria,
eubactéria e eucariotos). A nomenclatura proposta pela Unido Internacional de
Bioguimica e Biologia Molecular é baseada no tipo de reacdo que a enzima
catalisa ou em sua especificidade pelo substrato. Para glicosideo hidrolases, EC
3.2.1.x, os trés primeiros digitos indicam que estas enzimas hidrolisam ligacoes o-
glicosil, enquanto o ultimo numero indica a especificidade do substrato e as vezes
reflete 0 mecanismo molecular. Henrissat & Davies, em 1997, mostraram as
limitacdes da utilizagdo deste sistema de classificacdo, pois este nao reflete as
caracteristicas estruturais da enzima, o substrato e seus produtos
estereoquimicos. O termo exo/endo providencia uma terminologia adicional, mas
freqientemente € dificil de determinar. A estereoquimica da hidrélise € de extrema
importancia, mas nao é uma base para a classificagdo global. A classificacdo de
glicosideo hidrolases em familias baseadas na similaridade de sequéncia de
aminoacidos é complementar a outras classificacbes e juntamente com a
determinacédo de estrutura 3D proporciona uma ferramenta de predicdo para os

cientistas modernos (Henrissat & Davies, 1997).



1.2. Mecanismo de acao das glicosideo hidrolases

A hidrolise enzimatica de ligagdes glicosidicas ocorre por meio da catalise
acida que requer dois residuos de aminoacidos: um doador de prétons e um
nucledfilo/base (Koshland, 1953; Sinnott, 1990). Essa hidrélise é usualmente
promovida por residuos de aspartato e/ou glutamato, encontrados em sitios ativos
e altamente conservados durante a evolugao das glicosideos hidrolases (Gilkes et
al., 1991). A hidrdlise ocorre via dois mecanismos principais, retencao ou inversao,
na configuragdo anomérica do atomo de carbono do glicosideo hidrolisado
(Koshland, 1953). Em ambos 0s mecanismos, retencdo ou inversao, a posi¢cao do
doador de prétons é idéntica. Nas enzimas que utilizam o mecanismo de retencéo,
a base catalitica nucledfilica é proxima do carbono anomérico do acgucar. Esta
base, por outro lado, € mais distante nas enzimas que utilizam o mecanismo de
acao de inversdo o qual deve acomodar uma molécula de 4gua entre a base e o
acucar. Essa diferenca resulta em uma distancia média entre os dois residuos
cataliticos de ~5,5 A nas enzimas de retencdo é de ~10 A nas enzimas de
inversao (figura 1).

As enzimas estudadas neste trabalho (celulase e lisozima) utilizam somente
0 mecanismo de retencdo que se inicia com a ligacdo inicial do substrato a
enzima, seguido do ataque catalisado pelo acido do grupo nucledfilo da enzima ao
centro anomérico do substrato, formando o intermediario glicosil-enzima (McCarter
& Withers, 1994, Sinnott 1990). Este intermediario é entdo hidrolisado por um

ataque catalisado por base, feito por uma molécula de agua ao centro anomérico



do substrato formando o produto e retornando a enzima ao estado de protonagao

original (McCarter & Withers, 1994, Sinnott 1990).

(@) N

=
b Lo

{ |
>
t:gr&ﬂ = R |
L M
®) } }
b

Figura 1: Os dois principais mecanismos da hidrélise enzimatica de ligagdes
glicosidicas que foram primeiramente propostos por Koshland. (a) No mecanismo
de retencdo o oxigénio glicosideo é protonado por uma catalise acida (AH) e a
assisténcia nucleofilica para o aglicon € providenciada pela base B". O resultado
glicosil enzima é hidrolisada por uma molécula de agua e sua segunda
substituicdo nucleofilica no carbono anomérico gera um produto com a mesma
estereoquimica do substrato. (b) O mecanismo de inversao, no qual a protonacao
do oxigénio glicosidico e a liberacao do aglicon é acompanhada por ataque
concomitante de uma molécula de agua que € ativada pelo residuo base (B"). Esta
simples substituicdo nucleofilica resulta em um produto com estereoquimica
oposta ao substrato (Davies & Henrissat, 1995).



1.3. Sitios de ligacao do substrato das glicosideo hidrolases

O mapeamento dos subsitios de ligagcdo de agucares nas glicosideo
hidrolases iniciou-se em 1960 com estudos de enzimas amiloliticas. Os subsitios
das enzimas eram marcados por i, i+1, i+2 até i+n, com 0os nUmeros aumentando
positivamente na direcao da extremidade redutora do substrato. A razdo foi que
em quimica de agucares, os oligbmeros sdo desenhados por convencdao com a
extremidade ndo redutora no lado esquerdo e a redutora no direito. A figura 2a
ilustra uma enzima exo-amilolitica marcada com os subsitios 1, 2, 3, 4, 5 e 6 (da
extremidade ndo redutora a redutora) com a clivagem entre subsitios 1 e 2. Este
sistema é inapropriado para exoamilases que clivam a terminagéao nao redutora do
acucar. Além disso, a descoberta de subsitios anteriores do subsitio 1 obrigou
alguns autores a incluirem subsitios negativos.

Em 1978 Suganuma e colaboradores continuaram utilizando a
nomenclatura 1, 2, 3...n e simultaneamente introduziram o conceito de marcacao
de subsitios relativos ao ponto de clivagem enzimatica. Subsitios sdo marcados
como —n representando a extremidade ndo redutora e n a redutora e a clivagem
ocorre entre 0s subsitios +1 e -1. Entdo os subsitios na extremidade redutora séo
marcados +1, +2, +3 até +n e na extremidade nao redutora -1, -2, -3 até —n (figura
2c-9).

A nomenclatura alfabética dos subsitios de glicosideo-hidrolases foi
introduzida por cristalégrafos Phillips e colaboradores (1967) por meio da analise
da estrutura da HEWL (Lysozyme Hen Egg White), onde foram identificados seis

subsitios de ligacao para sacarideos marcados de A-F, no qual A é a extremidade



nao redutora e F é a extremidade redutora do substrato. O ponto de clivagem é

entre os subsitios D e E (figura 2b).
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Figura 2: Desenho esquematico dos subsitios de ligacdo de acucares em diversas
glicosil-hidrolases. Por convencao as extremidades nao redutoras sdo desenhadas
na esquerda e as extremidades redutoras na direita. Os pontos de clivagem estao
indicados pelas setas. (a) subsitio marcado por numeros aplicados a
glucoamilase; (b) subsitios marcados por letras aplicados a HEWL; (c) subsitios da
HEWL marcados pelo esquema proposto —n para +n; (d) o sistema —n, +n aplicado
para monoglicosidades nao especificas e dissacaridadases; (e) o sistema —n, +n
aplicados para enzimas que clivam monossacarideos da extremidade nao
redutora do substrato tais como glucoamilase; (f) o sistema —n, +n aplicado para
enzimas que clivam unidades de dissacarideos da extremidade nao redutora do
substrato tais como B-amilase; (g) o sistema —n, +n aplicado para enzimas que
clivam unidades de dissacarideo da extremidade redutora do substrato proposta
para celobiohidrolase | de T. ressei (Davies et al., 1997).



1.4. Celulases (E.C.3.2.1.4) (familia 5)

As celulases sao enzimas que catalisam a hidrolise de ligacbes B-1,4
glicosidicas entre os residuos de glicose da celulose. A familia 5 € uma das
maiores familias de [-glicohidrolase (Sakon et al., 1996). A seqUéncia dos
membros da familia 5 é diversa e relatada por manter sete residuos conservados
proximos ao sitio catalitico (Wang et al.,, 1993) equivalentes a Arg62, His116,
Asn161, Glu162, His238, Tyr240 e Glu282, numeracdo de Acidothermus
cellulolyticus (Sakon et al., 1996). Essas familias apresentam mecanismo de
clivagem de retencdo (Davies & Henrissat, 1995) proposto inicialmente por
Koshland (1953). Dois residuos conservados da familia 5 estdo diretamente
envolvidos na reacdo: o Glu282 foi identificado como nucledfilo (Tull et al., 1991) e
o Glu162 foi denominado como doador de préton, base B e acido AH

respectivamente (figura 1 e 3).

Na figura 3a podemos ver um exemplo do mecanismo de acdo catalisado
pela enzima B-mananase do organismo Thermomonospora fusca no substrato
especifico para hidrélise de ligagdes O-glicosidicas. Neste exemplo € mostrado o
mecanismo de retencdo da configuracdo anomérica do substrato, no qual o
oxigénio glicosidico (residuo +1) & protonado pelo doador de prétons (Glu128) e o
atomo de carbono anomérico (residuo -1) é atacado pelo nucledfilo (Glu225),
resultando num intermediario (manosil-mananase) que é entdo hidrolisado por
uma molécula de agua gerando o produto com a mesma configuragdo anomérica

do substrato (Hilge et al., 1998). A figura 3b ilustra a representacdo esquematica



da rede de ligag6es de hidrogénio enzima-oligossacarideo no complexo covalente
intermediario da celulase de Bacillus agaradharens que adquire a conformagao de
cadeira, as moléculas de agua que sdo importantes para a ligacdo com o
substrato e para manutencao do mecanismo de clivagem estdo representadas
pelas esferas, (Varrot et al., 2000). Na figura 3c podemos observar os estados de
transicdo do mecanismo catalitico que foi esquematizado assumindo o minimo
movimento do substrato e a ndao movimentacao dos atomos da proteina da

celulase de Acidothermus cellulolyticus (Sakon et al., 1996).

No Protein Data Bank (PDB) (Bernstein et al,, 1997) estao depositadas
estruturas de celulases de varios organismos e familias. Especificamente na
familia 5 das celulases encontramos estruturas dos organismos: 1ECE
(Acidothermus  cellulolyticus), 1HIN (Thermoascus aurantiacus), 1BQC
(Thermomonospora fusca), 1H5V (Bacillus agaradharens) e 1CEC (Clostridium
thermocellum). Essas familias apresentam o enovelamento comum de barril (B/a)
g, a estrutura de um barril-TIM, na figura 4 podemos observar a estrutura celulase

1ECE.
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Figura 3: (a) Reacdo catalisada da enzima B-mananase do organismo
Thermomonospora fusca (Hilge et al., 1998), os residuos cataliticos estao
sublinhados em vermelho (b) Representacdo esquematica da rede de ligagdes de
hidrogénio enzima-oligossacarideo da celulase de Bacillus agaradharens (Varrot
et al., 2000). (c) Estados de transicdo da reacdo da celulase de Acidothermus
cellulolyticus (Sakon et al., 1996).
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Nas estruturas de proteinas, em geral, os dominios mais frequentes sao os
dominios alfa-beta (a/B) que consistem em um nucleo de fitas B (paralelas ou
torcidas) envoltas por hélices a. A maioria das enzimas glicoliticas sdo estruturas
a/B. Nestes dominios a regido formada por loops participa na ligacao e acao
catalitica. Existem trés principais classes de proteinas a/B, na primeira classe
(onde estéa inserida a celulase da familia 5) é descrita como um nucleo de fitas 8
torcidas e paralelas organizadas fechadas juntas na forma de barril, as hélices a
que conectam as fitas B estao fora deste barril. Este dominio estrutural € chamado
de barril-TIM devido a estrutura da enzima triosefosfato isomerase, onde foi
primeiramante observado. A estrutura do barril (a/B)s € encontrada em muitas
proteinas diferentes, na maioria enzimas com seqiéncias de aminoacidos e
fungcdes completamente diferentes. Nestas estruturas as fitas e alfa hélices a
formam um “esqueleto” estrutural da enzima enquanto os loops/voltas contém os
aminoacidos responsaveis pela quimica catalitica. No barril as cadeias laterais
hidrofébicas das hélices a estdo empacotadas contra as cadeias laterais
hidrofébicas das fitas B. As hélices a sdo antiparalelas e adjacentes as fitas B que
as conectam. Assim o barril € como se fosse uma concha de residuos hidrofébicos
vindos da hélice a e folha 3. O outro lado das cadeias das fitas  apontam para o
interior do barril formando um nucleo hidrofébico, este nucleo entao consiste
exclusivamente dos residuos das cadeias laterias das fitas 8. O empacotamento
das interagbes entre hélices a e fitas B sdao dominados por residuos de
aminoacidos hidrofébicos. O sitio ativo em todo barril a/f € um bolsdo formado
pela regido do loop que conectam as carboxilas terminais das fitas B com os

aminos terminais das hélices a.
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Figura 4: Enovelamento barril TIM (a/B)s da estrutura da celulase de
Acidothermus cellulolyticus (Sakon et al., 1996).

1.5. Celulase de Xylella fastidiosa: XF0810

No ano de 2000 o genoma da X. fastidiosa foi seqienciado (Simpson et al.,
2000), sendo este o primeiro genoma de um fitopatdbgeno, representando
destaque da ciéncia brasileira no cenario mundial. Para o estudo do projeto foram
selecionados genes da X. fastidiosa que codificam hidrolases (celulases,
glicosidases e peptidases), vide anexo |. Devido as dificuldades encontradas para
a realizacdo do projeto inicial tais como a expressao das proteinas na forma
insoltvel, concentramos nossas atividades na celulase XF0810. As celulases s@o
importantes para a X. fastiosa, pois estdo associadas a obtencao de glicose e
colonizagdo do sistema vascular da planta, afetando, desta forma o

desenvolvimento das plantas infectadas. Especula-se que as celulases séao
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utilizadas para romper as paredes da membrana primdria das pontuagdes,
permitindo a migracao das bactérias de um vaso a outro.

Como foi anotado no genoma da X. fastidiosa, o0 gene XF0810 codificaria a
enzima celulase que pertenceria a familia 5 das celulases. Fizemos um
alinhamento estrutural da celulase XF0810 e ao analisarmos o alinhamento,
verificamos a nao conservacao de 4 dos 7 residuos importantes que participam do

sitio ativo da familia 5 de celulases .

1.6. Lisozimas (E.C.3.2.1.17) (familia 22)

As lisozimas sao enzimas que catalisam a hidrélise de ligagbes glicosidicas
B-1,4 entre o acido n-acetilmuramico (NAM) e residuos de n-acetilglucosamina
(NAG) de peptideoglicanas da parede celular bacteriana. Baseados na seqiiéncia
e na similaridade estrutural, estas enzimas sao classificadas nas familias 22, 23,
24, 25 e 73 de glicosideo hidrolases (Coutinho & Henrissat, 1999). Na familia 22,
onde existem 219 lisozimas encontradas em vertebrados, invertebrados e fungos,
a lisozima da clara de ovo de galinha (Hen Egg White: HEWL) € o membro melhor
caracterizado desta familia.

A lisozima HEWL foi a primeira estrutura de uma enzima resolvida pelo
método de difracao de raios X (Blake et al., 1965), a estrutura cristalografica do
complexo co-cristalizado com tri-N-acetiglucosamina (NAG)s; resultou em
propostas para o mecanismo de agao catalitico com a indicacao de dois residuos
cataliticos, Glu35 e Asp52. Analisando o mecanismo de agdo proposto, foi
verificado que o residuo catalitico Glu35 age como acido protonando o oxigénio

glicosideo enquanto o outro residuo catalitico Asp52 age como grupo estabilizador
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eletrostatico do ion carbonium intermediario (Phillips, 1967). Recentemente este
mecanismo foi revisado e uma catalise via um intermediario covalente (glicosil-
enzima) formado com o residuo catalitico aspartato foi proposto (Vocadlo et al.,
2001). A carboxila do Glu35 atua como acido e protona o oxigénio da ligacao
glicosidica, o Asp52 efetua um ataque nucleofilico ao carbono do substrato
formando um intermediario “glicosil-enzima“. Posteriormente o Glu35
desprotonado atua como base ativando uma molécula de agua que realiza um
ataque nucleofilico sobre o intermediario covalente regenerando o Asp52 e

liberando o segundo produto (figura 5).
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Figura 5: Dois possiveis mecanismos cataliticos para HEWL. Via A o mecanismo
de Koshland proposto por Vocadlo e via B o mecanismo de Philips. R, cadeia
oligossacarideo, R’, cadeia lateral peptideo (Vocadlo et al., 2001).
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O mecanismo de catélise das lisozimas da familia 22 depende da agéao dos
dois residuos cataliticos com grupos carboxila em estados de ionizagao diferentes,
o Glu35 apresenta um pKa em torno de 6,5 enquanto o Asp 52 apresenta um pKa
proximo de 3,5 (Yang & Hamaguchi, 1980; Mckenzie & White, 1991), logo no pH
6timo da enzima (em torno de 5,0), o0 Asp52 encontra-se desprotonado e o Glu35

esta protonado.

1.7. Lisozimas digestivas

Lisozimas da familia 22 geralmente fazem parte do sistema de defesa
contra bactéria (Jolles & Jollés, 1984), entretanto, algumas delas estdo também
envolvidas na digestao de bactérias e sdo encontradas nos vertebrados que tem
uma camara de fermentacdo em seus intestinos (por exemplo, ruminantes como
Bos taurus, Dobson et al., 1984) e em insetos que se alimentam de material
organico em decomposicao (por exemplo, a mosca doméstica Musca domestica e
mosca de fruta Drosophila melanogaster, Lemos & Terra, 1991; Prager, 1996).
Estas lisozimas apresentam diversas adaptagdes a fungao digestiva tais como um
alto nivel de expressdo no intestino, resisténcia a hidrdlise por proteinases
presentes no trato digestivo e atividade bacteriolitica com pH étimo acido (Dobson
et al., 1984). Resisténcia a inativacao pelas proteinases acidas foi descrita para
lisozima de vaca, a qual € aproximadamente seis vezes mais resistente a pepsina
do que a HEWL (Dobson et al., 1984). Alinhamentos de seqliéncias de lisozimas
digestivas tém sido usados para propor uma base molecular destas adaptacoes
onde foi verificada a reducdo do numero de ligacbes peptidicas labeis a acidos e

uma diminuicao no nimero de aminodacidos basicos como arginina (Prager, 1996).
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1.8. Lisozimas digestivas de Musca domestica

Duas lisozimas digestivas sao encontradas no intestino médio da Musca
domestica: lisozima 1, AAQ20048 e lisozima 2, AAQ20047 (Cancado et al, 2006).
Baseado na similaridade sequencial com a HEWL, as lisozimas 1 e 2 de Musca
domestica foram classificadas como lisozimas da familia 22.

A lisozima 1 apresenta 122 aminoacidos € massa molecular de 13816 Da
apresentando 55,4% de similaridade e 38,5% identidade com a HEWL, esta exibe
um pH 6timo de 4,5 sob Micrococcus lysodeikticus e € resistente a catepsina D
(uma protease acida). A lisozima 2, apresenta 122 aminodcidos e massa
molecular de 13890 Da, sendo muito similar a lisozima 1 (81% similaridade e 70%

identidade) (Cancado et al, 2006).

1.9. Estrutura terciaria de lisozimas

A estrutura terciaria das lisozimas digestivas ndo é conhecida, embora 17
diferentes lisozimas da familia 22 ja terem sido resolvidas, correspondendo a 492
estruturas no Protein Data Bank (PDB) (Bernstein et al., 1997). As lisozimas da
familia 22 apresentam o mesmo enovelamento com poucas diferengcas em suas
estruturas. A estrutura da HEWL (figura 6) foi elucidada por Phillips em 1965,
apresenta um enovelamento a/B e dependendo do critério, consiste em 5 ou 7
hélices a e 3 fitas B antiparalelas, a enzima é aproximadamente elipsoidal em sua

forma com uma ampla cavidade em um lado formando o sitio ativo.
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Figura 6: Estrutura da lisozima 1HEWL (Cheetham et al., 1992).

As estruturas terciérias de duas lisozimas do sistema imune de insetos séo
conhecidas. O nucleo da estrutura da lisozima do bicho-da-seda Tasar Antheraea
mylitta (AmL) (Jain et al., 2001) e da lisozima de bicho da seda Bombix mori (BmL)
(Ito et al., 1995) séo similares ao da HEWL, embora diferengas foram observadas
nos residuos de aminoacidos que formam o sitio ativo e em algumas voltas
externas como a delecdo de alguns residuos de aminoacidos em vérias voltas
destas estruturas.

Existem quatro classes de animais com lisozimas da familia 22
representadas no PDB: mamiferos, aves, peixes e insetos onde todas estas

classes estao representadas por estruturas associadas a fungao imune.
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2. Objetivos

Inicialmente os objetivos foram de estudar as propridades estruturais e

funcionais das hidrolases de X. fastidiosa com a finalidade de proporcionar um

melhor entendimento dos mecanismos de patogenicidade da bactéria. Devido as

dificuldades encontradas no decorrer do trabalho, focamos nossas atividades para

o estudo funcional e estrutural da glicosideo hidrolase celulase putativa XF0810.

Com a colaboragdo com o Prof. Dr. Sandro Marana, ocorreu a possibilidade de

realizarmos estudos estruturais da glicosideo hidrolase lisozima 1 de Musca

domestica, para podermos contribuir na compreensdo das bases moleculares de

adaptacgao desta lisozima a fungao digestiva.

Os objetivos especificos foram:

Clonagem dos genes XF0810.

Expressao da proteina codificada pelo gene XF0810 em sistema de
expressao procariético (Escherichia coli).

Purificacao da celulase expressa na forma soluvel.

Realizacdo de estudos estruturais, funcionais, ensaios de
cristalizacao, difracao e resolugcao da estrutura da celulase XF0810.
Cristalizacao da lisozima 1 de Musca domestica com os ligantes Q3,
Q4, Q5 e Q6.

Coleta de dados de difracdo de raios X e processamento de dados
da lisozima 1 com os ligantes Q3, Q4, Q5 e Q6.

Resolugcdo da estrutura terciaria da lisozima 1 complexada com o

ligante.
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3. Materiais e Métodos

Celulase
3.1. Materiais

Os oligonucleotideos iniciadores para PCR foram obtidos da empresa
Invitrogen Life Technologies. As endonucleases de restricdo, T4 DNA ligase, Taq
DNA polimerase, nucleotideos, reagentes para PCR, marcadores de massa
molecular de DNA e de proteina, foram obtidos do fabricante Fermentas. Os kits
para purificacao do produto de PCR (QlAquick PCR purification kit), e de extracao
de gel de agarose (QIAquick gel extraction kit) foram obtidos do fabricante Qiagen.
As colunas de cromatografia de troca ibnica, gel filtracdo foram obtidas do
fabricante Amersham Pharmacia Biotech. Os demais regentes quimicos que foram
utilizados para preparacao de solucbes foram obtidos das empresas Sigma,

Merck, Fluka e Aldrich.

3.1.1. Bactérias
As linhagens de E. coli utilizadas foram:

e DHb5a : para manutengao e multiplicacéo de vetores plasmidiais.

e BL21(DE3)ASIyD: para expressar proteinas de interesse. Esta cepa
possui baixos niveis de producdo de proteases, que poderiam
degradar a proteina alvo e carrega uma copia cromossdémica do
gene | que codifica a enzima T7 RNA polimerase controlado pelo
promotor lacUV5 e ativado pela adicdo de IPTG e também possui
uma delecdo no gene SlyD, este gene codifica uma proteina que

contém 15 histidinas no C-terminal.
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3.1.2. Oligonucleotideos

De acordo com a seqliéncia do gene selecionado no banco de dados da X.

fastidiosa (http://aeg.lbi.ic.unicamp.br/xf/), foram desenhados os primers foward

que sao aqueles que irao parear com a extremidade 5 da fita do DNA genbémico e
0s primers reverse que irdo parear com a extremidade 3" da fita de DNA genémico
complementar. Estes primers foram desenhados para uma temperatura de melting
(Tm) ao redor de 70C. Aos primers desenhados, foram adicionados os sitios de
restricdo das enzimas: Ndel, CATATG, no inicio do primer forward e Xho |,

CTCGAG, no inicio do primer reverse.

Tabela 1 - Seqléncia de oligonucleotideos iniciadores desenhados para
amplificacao e clonagem. Os sitios das enzimas de restricao estao em vermelho.

Seqiiéncia
Foward (F)
Reverse (R)

Sitios enzimas

ORF B ~
P restrigédo

5’ -CATATgTACggTgAAACgATggATgC-3’

XF0810 1698 NdeI/Xhol 57 —CTCGAGTTATTCGGAAAACTGGACATTTCC-3

5’ -CATATgTACggTgAAACgATggATgC-3"

XF0810¢c 1080 NdeI/Xhol 5’ -CTCgAGCCAACCATTGAGCGggACGCTGTTATC-3

5’-CATATggTTgCTAgTgATAACAgGCGTCCCgCTC-3 "

XF0180ct 618 NdeI/Xhol 57 —CTCGAGTTATTCGGAAAACTGGACATTTCC-3

3.1.3. Vetores
Para a clonagem e expressao de proteinas foram utilizados os plasmideos:
e pGEM-T-Easy (Promega) — possui o promotor T7 € SP6, o operon lac que
pode ser utilizado na selecdo de colénias transformadas, duas

extremidades 3’-T livres onde o produto do PCR pode ser ligado
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diretamente e a marca de seleg&o para ampicilina.

e pET-29a (Novagem) — possui o promotor T7, o operon lac, os sitios da

enzimas de restricdo Ndel /Xhol e a marca de seleg&o para canamicina.

3.1.4. Meios e solucoes para o crescimento bacteriano

Os meios e solugdes para o crescimento bacteriano estao nas tabelas 2 e 3

respectivamente.

Tabela 2 - Meios para o crescimento bacteriano

Meio Reagentes

LB’ liquido 1 % de triptona, 0,5 % de extrato de levedura, 0,5 % de NaCl

LB sélido 1 % de triptona, 0,5 % de extrato de levedura, 0,5 % de NaCl, 1,5
% de agar

TB liquido 1,2 % de triptona, 2,4 % de extrato de levedura, 0,4 % de glicerol,

9 1 % de solugao salina— 0,17 M de KH,POy4, 0,72 M de K:HPO,

1,2 % de triptona, 2,4 % de extrato de levedura, 0,4 % de glicerol,

TB sélido 1 % de solugdo salina: 0,17 M de KH,PO,, 0,72 M de K,HPO,,
1,5 % de agar

TYM 2 % de triptona, 0,5 % de extrato de levedura, 0,58 % de NaCl,
0,25 % de MgS0O,.7H20

LB Luria Bertani, °TB Terrific broth
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Tabela 3 - Solugdes para o crescimento bacteriano

Solucao Reagentes

0,03 M de acetato potassico, 0,05 M de MnCl,, 0,10 M de KCI,

TBF1 0.01 M de CaCl, 15 % de glicerol

TBF2 0,01 M de acido 3-(N-morfolino) propanosulfénico (MOPS) pH
7.0, 0,075 M de CaCl,, 0,01 M de KCI, 15 % de glicerol

3.1.5. Solucoes para extracao de DNA plasmidial (Mini-prep)

Solucéo | (TEG) - 50 mM de glicose; 25 mM de Tris-HCI pH 8,0; 10 mM de EDTA
pH 8,0.

Solucéao Il - 0,2 N de NaOH; 1 % de SDS.

Solucéao lll -3 M de acetato potassio.

3.1.6. Solucoes para eletroforese

3.1.6.1. Eletroforese de DNA: Gel de agarose

Gel (1%): 1 mg/mL de agarose dissolvida em tampao 45 mM de Tris-
acetato (TAE) contendo 1 mM de EDTA (&cido etilenodiaminotetracético) pH 8,0.
Os géis foram acrescidos de 0,5 pg/mL brometo de etidio, para marcagédo das
bandas de DNA. Utilizamos o marcador de massa molecular de DNA (fermentas)
para determinagdo do numero de pares de bases presente nas amostras de DNA.

3.1.6.2. Eletroforese de proteinas: gel de poliacrilamida com dodecil
sulfato de sodio (SDS-PAGE - sodium dodecyl sulfate-polyacrylamide gel

eletrophoresis)

e Gel de resolucao (15 %): 2,5 mL de solucao de acrilamida/bis-acrilamida
(30/0,8 %), 1,88 mL de tampéao (1,5 M de Tris-HCI, pH 8,8), 0,57 mL de

agua MilliQ e 25 pL de solugdo de SDS 20 %. Os catalisadores da
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polimerizagéao foram 25 pyL de persulfato de aménio (APS) 10 % e 4 uL de
N,N,N’,N’- tetrametiletilenodiamino (TEMED).

e Gel de empacotamento (5%): 3,84 mL de agua; 0,83 mL da solucéo de
acrilamida/bis-acrilamida (30/0,8 %); 0,25 mL de tampé&o (1,5 M de Tris-HCI
pH 6,8); 25 pL de SDS 20 %; 50 pL de APS (10 %) e 4 uL de TEMED.

e Tampao de amostra para eletroforese: 62 mM de Tris-HCI pH 6,8; 5% B-
mercaptoetanol; 2 % (p/v) de SDS; 0,001 % (p/v) de azul de bromofenol e
10 % de glicerol.

e Tampao de corrida: Tris-glicina (25 mM de Tris; 250 mM de glicina; 0,1 %
p/v de SDS).

e (Corante para SDS-PAGE: 25 % (v/v) de etanol, 10 % (v/v) de acido acético,
0,25 % de Comassie Brilliant Blue R (Bio-Rad).

e Descorante para SDS-PAGE: 7,5 % de acido acético; 25 % de etanol.

3.1.7. Tampao utilizado para ensaio enzimatico

Tampao Carbonato: 53 g de carbonato de sédio, 42 g de bicarbonato de

sodio para 1 litro de solugao.

23



3.2. Métodos
Celulase
3.2.1. Biologia Molecular

3.2.1.1. Reacao em cadeia da polimerase (PCR)

A reacdo em cadeia da polimerase foi utilizada para a amplificacao do gene
selecionado, a sequUéncia génica foi obtida através do banco de dados da X.

fastidiosa (http://www.lbi.ic.unicamp.br/xf). Para realizarmos uma reacao de 25 yL

utilizamos: 2,0 uyL de DNA gendmico (26 mg/uL) da bactéria que foi cedido pelo
grupo da Prof? Dra. Anete P. de Souza do Centro de Biologia Molecular e
Engenharia Genética da UNICAMP, 8,05 uL de agua MillQ, 1,25 uL de MgCl; 50
mM, 2,5 yL de tampéao (1X) Taqg. polimerase.(10X), 1,0 uL de DNTP, 0,2 pL de
Taq polimerase (5u/uL), 2,5 pL do primer F (foward) (1pmol/uL) e 2,5 yL do primer
R (reverse) (1pmol/pL) e 5 pL de betaina (1M). Foi adicionado a reagéo de PCR o
agente adjuvante betaina (N,N,N-trimetilglicina), que auxilia na desestabilizagcao
de estruturas secundarias de DNA e na amplificacdo de sequéncias ricas em GC
(Mytelka & Chamberlin, 1996 e Rees et al., 1993). A reacao foi realizada em um
termociclador Gene Amp PCR System 9700 - Applied Biosystem. O programa
utilizado foi constituido de 30 ciclos de amplificac6es em seis etapas:

12, Etapa - desnaturacao inicial do DNA molde em uma temperatura de

95T por 4 minutos;

22. Etapa — desenovelamento do DNA molde por 30 segundos 94°C;

32. Etapa — anelamento dos oligonucleotideos por 30 segundos a 55C;

42, Etapa — extensao (polimerizacao) do DNA, em temperatura de 72T por
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1 minuto;

52. Etapa - amplificacdo do DNA realizado pela repeticado das etapas 2 — 4

por 30 vezes;

62. Etapa - polimerizacao final em temperatura de 72<C por 5 minutos.

A Ultima etapa foi 0 armazenamento da reacao a 4C por um tempo indefinido. Os
produtos da PCR foram analisados em gel de agarose 1 % e purificados utilizando

o kit QlAquick gel extraction da Qiagen conforme instrugcao do fabricante.

3.2.1.2. Eletroforese em gel de agarose

As andlises de DNA foram realizadas por meio de eletroforese em gel de
agarose 1 %. As amostras de DNA (plasmideos, produtos de amplificagdo por
reacdo de PCR e produtos de digestdo com enzimas de restricdo) foram
preparadas contendo o tampao de corrida (Fermentas) para serem aplicadas ao
gel. Os géis foram acrescidos de 0,5 pg/mL de brometo de etidio, para
visualizacdo dos fragmentos. O tampao usado para a eletroforese foi 0 TAE 1X.
(40 mM de Tris-HCI, 1 mM de EDTA, pH 8,0). Apds a aplicacdo das amostras de
DNA no gel, este foi submetido a uma corrente elétrica de 75 mA, por
aproximadamente duas horas. A visualizagdo dos fragmentos foi realizada através
do transiluminador UV TI202 (Sigma). Foi utilizada uma camera digital DC120
(Kodak) acoplada a um computador para o registro das imagens dos géis. A
concentracao de DNA foi estimada pela da comparacao entre a intensidade da
banda de DNA marcada com brometo de etideo e a intensidade de bandas padrao

de DNA.
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3.2.1.3. Purificacao de fragmentos de DNA e de produtos de PCR

Os produtos de amplificagdo por PCR foram purificados com o QIAquick
Extraction Gel Kit (Qiagen) de acordo com o protocolo fornecido pelo fabricante,
as bandas de interesse presentes no gel de agarose foram cortadas e o DNA de

interesse foi eluido.

3.2.1.4. Reacao de ligacao de DNA - Clonagem

As ligacdes dos fragmentos de DNA aos vetores de clonagem (inicialmente
pGEM e posteriormente a subclonagem no vetor de expressdao pET29a)
previamente digeridos e purificados foram realizadas de acordo com a
metodologia descrita em Ausubel et al. (1995). Foi utilizada a enzima T4 DNA
ligase (Fermentas). Os plasmideos recombinantes obtidos foram utilizados para a

transformacéao de bactérias competentes.

3.2.1.5. Digestao de DNA com enzimas de restricao

Os plasmideos foram digeridos com as enzimas de restricdo
especificas para cada clonagem de acordo com a metodologia descrita em
Sambrook et al. (1989). Para cada pug de DNA utilizou-se 1 U (unidade) de enzima
para digestao dos plasmideos, as reacdes prosseguiram em banho termostatizado
a 37T por um intervalo de 3 horas. A digestao é re alizada para conferéncia por
meio da liberacdo do inserto no tamanho especifico levando-se em consideracao
as regides dos plasmideos de cada gene de interesse. ApoOs a digestdo é feita
uma corrida eletroforética em gel de agarose 1 %, para verificar a liberagdo do

inserto de DNA.
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3.2.1.6. Células competentes

Para a obtengéo de células competentes, as bactérias foram preparadas segundo
o protocolo Sambrook et. al. (1989) onde uma coldnia isolada é inoculada por um
periodo de 16 horas (37<C, 200 rpm) em 5 mL de TYM. Apds diluicao (1:100) do
pré-indculo, a solucao foi crescida em 10 mL de TYM até alcangar ODggo entre 0.2
— 0.6. Depois deste periodo, acrescentou-se 40 mL de TYM, deixando crescer até
alcancar ODggo entre 0.5 — 0.9 e novamente acrescentou-se 200 mL de TYM,
esperando alcangar ODgoo 0.6. Alcancada a densidade o6tica, a amostra foi deixada
em banho de gelo por um periodo curto de tempo e as células foram centrifugadas
(2100 g 15 min, 4C). O sobrenadante foi descartado, as células foram
ressuspendidas em 100 mL de TBF1 e centrifugadas (2100 g, 8 min, 4<C).
Novamente o sobrenadante foi descartado, as células ressuspendidas em 10 mL
de TBF2, aliquotas de 100 pL foram transferidas para tubos eppendorf e

estocadas a uma temperatura de 80<C.

3.2.1.7. Transformacao de bactérias competentes

As bactérias competentes foram transformadas segundo o protocolo
Sambrook et. al. (1989) com cada vetor contendo o inserto de interesse de cada
gene e as linhagens de células competentes de E. coli DH5a/BL21(DE3)ASIyD
preparadas de acordo com o protocolo descrito no item 3.2.1.6. Cerca de 10 yL
do vetor foi incubado com 80 uL de tampao de transformacao (10 mL = 1 mL de
10xKCM, 1,5 mL de 10% PEG, 7,5 ml de agua) e foram colocadas em gelo, apés

foram adicionados 50 uL de células das bactérias competentes e estas foram
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levadas ao gelo por 30 minutos, apds foram levadas a temperatura ambiente por
10 minutos. As células transformadas foram plagueadas em meio LB/TB sélido
contendo o antibiético de resisténcia especifico para cada plasmideo e colocadas
em estufa a 37C para o crescimento durante 18 horas. As colbénias de bactérias

resistentes ao antibiético foram testadas por PCR de colénia.

3.2.1.8. PCR de colonia

As colbnias de bactérias transformadas com vetores recombinantes foram
selecionadas em meio soélido LB/TB contendo o antibi6tico especifico. Para
verificar se o vetor continha a seqliiéncia de DNA correspondente as proteinas de
interesse, as coldnias de bactérias foram ressuspensas, uma a uma, em 100 pL
de agua, e aquecidas a 95T por 5 min antes de pros seguir com os ciclos de
amplificacdo utilizando primers da seqUéncia especifica. A reagcédo foi feita

conforme descrito no item 3.2.1.1.

3.2.1.9. Extracao de DNA plasmideal

Na extracdo do DNA plasmideal, 0 método utilizado foi o de lise alcalina
modificado (Le Gouill et al., 1994). Uma colbnia isolada de bactéria foi crescida
durante 16 horas (37<C, 200 rpm) em meio LB/TB, contendo antibiético conforme
a marca de resisténcia do plasmideo codificador da proteina de interesse. Apos
crescimento desta, retirou-se uma aliquota adicionou-se 30 % de glicerol, para
manutencdo de estoque a -80C. O restante das células foi coletado por
centrifugacdo a 4C. A seguir as células foram solu bilizadas em TEG: 50 mM de

glicose; 25 mM de Tris-HCI pH 8,0; 10 mM de EDTA e submetidas a lise poe meio
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da adigdo de uma solucao, recém preparada contendo: 0,2 N de NaOH, 1% de
SDS. A seguir adicionou-se cloroformio 100% v/v, para solubilizacdo de
fosfolipideos e proteinas hidrofébicas, agitaram-se os tubos por inversdo e
incubou-se a temperatura ambiente por 1 minuto. Adicionou-se 3 mL da solugao 3
M de potassio e 5 M de acetato, pH 5,5, para diminuir o pH e para favorecer a
precipitagdo de proteinas. Recolheu-se entédo a fase aquosa em um novo frasco e
adicionou-se duas vezes o volume da amostra, de etanol absoluto gelado, para
precipitagdo dos plasmideos, misturou-se a amostra por inversdao. As amostras
foram centrifugadas por 10 min a 18000 g e descartou-se o sobrenadante. Apos
total evaporacao do alcool, o DNA plasmideal foi solubilizado em tampao 0,1 M de
Tris-HCI pH 8,0 e adicionou-se 10 ug/mL RNase de pancreas bovino (81,4
unidades/mg — USB) para eliminar RNA. A purificagdo dos plasmideos produzidos
na Miniprep foi feita utilizando o kit QIAquick PCR purification (Quiagen), de

acordo com o protocolo do fabricante .

3.2.1.10. Sequenciamento de DNA

Foi utilizado o sequenciador automatico ABI PRISM 377 DNA Sequencer
Applied Biosystem para confirmar a integridade dos genes clonados. A quantidade
de DNA por reacdo das amostras enviadas para plasmideo foi de 300-800 ng
(300-600 vetores alta cépia / 500-800 vetores baixa cépia), e 5 pmol/uL de primers
dos respectivos genes. A anadlise das seqUéncias geradas foi feita com os
programas Chromas e BLAST A operacdo do seqlenciador foi executada pela

técnica Zildene Correa.
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3.2.2. Expressao de proteinas

3.2.2.1. Teste de expressao de proteinas

Os testes de expressao foram realizados com a inoculagdo das coldnias de
interesse em meio LB/TB liquido com 50 mg/mL de canamicina por cerca de 16h a
37T e 200 rpm. Aliquotas desta cultura foram estoc adas a -80C em uma solugcao
de glicerol 80 %. Outra aliquota desta cultura (pré-in6culo) é inoculada em meio
LB/TB liquido com 50 mg/mL de canamicina em tubos de ensaio, a 37<C, 200 rpm,
até que a densidade éptica a 600 nm (ODggonm) atingisse um valor entre 0,6 e 1,0.
As medidas foram feitas no espectrofotdmetro Ultrospec 3000 Pharmacia Biotech.
Apo6s atingir a OD desejada, retira-se uma aliquota do cultivo para o controle nao
induzido e se induz a produgdo das proteinas adicionando isopropil-B-D-
tiogalactosideo (IPTG) 0,4 M. Manteve-se o cultivo por 2 horas no shaker e retirou-
se uma aliquota. A cultura foi mantida até 16 horas para retirada de outra aliquota.

As amostras (induzidas e nao induzidas) foram preparadas por
centrifugacado 10000 g por 10 minutos, resuspensao dos pellets em 4gua e adicao
do tampédo de amostra para o gel de poliacrilamida. Ferveu-se as amostras.
Centrifugou-se a 10000 g por 10 minutos, a amostra do sobrenadante foi
considerada a fragcao soluvel e o precipitado a fragédo insoluvel. A verificacdo do
nivel de expressao e a massa molecular aproximada das proteinas codificadas por
cada gene, foi acompanhada através da aplicacdo das amostras em gel de
poliacrilamida 15%, no sistema SDS-PAGE onde foi aplicado um marcador de

massa molecular.
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Para tentativa de obtencdo de um maior rendimento das proteinas
expressas na forma soluvel foram feitas variagbes na linhagem de células de
expressao de E. coli BL21(DE3) (Rosetta, Star, C41, C43, ASlyD) e BL21 pLys-s,
na concentragdo dos indutores lactose / IPTG (Isopropil B-D-tiogalactosideo), na

temperatura e no tempo de indugéo.

3.2.2.2. Eletroforese de proteina (SDS-PAGE)

Para andlise qualitativa das proteinas, foi utilizada a eletroforese de
proteinas em géis de SDS-PAGE (15%) de acordo com o método descrito por
Laemmli et. al. (1970). As amostras foram diluidas na proporcédo 1:1 com tampao
de amostra para SDS-PAGE e desnaturadas por cinco minutos a 95T para entao
serem aplicadas ao gel de empacotamento e as proteinas serem separadas no gel
de resolucéo. A eletroforese foi conduzida com a utilizagdo de um aparato Mini-
Protean Il Dual Slab Cell (Bio-Rad) a 100 mA por aproximadamente duas horas. A
seguir os géis foram colocados na solugédo corante e a remogao do excesso de

corante foi realizada utilizando a solu¢do de descorante sob agitacéo leve.

3.2.2.3. Expressao de proteinas

De acordo com os resultados dos testes de expressao o protocolo que ficou
estabelecido devido ao melhor desempenho nos testes foi: a linhagem de E.coli
BL21(DE3)ASIyD, com a indugao de IPTG 0,4 mM na temperatura de 20C por 6 h
em agitacao constante de 200 rpm para celulase XF0810c.

Apo6s a determinacao das condicoes de expressdao na forma solluvel, a

mesma foi submetida a expressao em grande escala. Foi feito um pré-inéculo de 3
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mL em meio TB/LB liquido por cerca de 16 horas com canamicina (50 mg/mL) e
uma aliquota das células BL21(DE3)ASIyD estocadas com agitagdo constante de
200 rpm a uma temperatura de 37C. O processo realizado foi 0 mesmo dos
testes de expressao utilizando 500 mL de meio de cultura LB/TB com 50 pL de
canamicina (50 mg/mL) e IPTG 0,4 mM em uma temperatura de 20C por 6h.
Apo6s o cultivo, as células foram centrifugadas e o pellet resuspendido em gelo. A
lise celular foi realizada pelo processo de sonicacdo em 6 ciclos de 30 segundos
com amplitude de 40 % intercalados com 30 segundos de descanso. Centrifugou-
se esta amostra e o sobrenadante foi submetido a precipitacado do DNA com
sulfato de estreptomicina 2 % (p/v) por 45 minutos na camera fria. Realizou-se
nova centrifugacao e recuperou-se o0 sobrenadante. A expressao da proteina foi

analisada pelo sistema SDS-PAGE.

3.2.3. Purificacao de proteinas

3.2.3.1. Purificacao de proteinas por cromatografia

A expressao em larga escala de proteinas foi realizada, o “pool” da proteina
expressa foi submetido a purificagdo utilizando o aparelho de cromatografia liquida
de performance rapida (FPLC) da AKTA (Amershan Pharmacia Biotech). Todo o
processo foi realizado com monitoramento constante da absorbancia a 280 nm, da
condutancia e da pressao. Antes de cada corrida cromatografica cada coluna foi
equilibrada com 2 volumes de coluna do tampao adequado e ap6s as corridas
cada coluna utilizada foi lavada com agua (2 volumes de coluna) e entao etanol

20% (2 volumes de coluna). Todas as solugdes foram filtradas e deaeradas antes
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de iniciar as cromatografias. Inicialmente foi utilizada a cromatografia de troca
ibnica (anibénica), em uma coluna HiTrap Q FF 5 mL (Amersham-Biosciences), a
escolha desta coluna para troca anidnica foi devido a pesquisa utilizando a
seqliéncia de aminoacidos da proteina truncada e o banco de dados Expasy-
ProtParam/tool que mostrava uma carga total negativa para XF0810c. Utilizamos o
tampao A: 20 mM de Tris-HCI pH 8,5 para equilibrar a coluna, a amostra foi
aplicada e em seguida foi coletado o flow-through. Em seguida os picos foram
eluidos em um gradiente linear progressivo (0-100%) de tampéao B (tampao A e 1
M de NaCl) em 20 volumes de coluna no fluxo de 1 mL/min. Posteriormente foi
realizada a cromatografia de filiracdo em gel na coluna Superdex (200) 16/60,
volume 120 mL utilizando o tampao 20 mM de Tris-HCI pH 8.5 e 100 mM de NaCl.

A proteina de interesse foi detectada pelo SDS-PAGE.

3.2.3.2. Dialise

O processo de dialise foi realizado na amostra de proteina eluida na
purificacdo de troca iénica com o objetivo de diminuirmos a concentragcéo de sal
da amostra para a aplicagdo da mesma na cromatografia de filtracdo em gel e
outros experimentos. A dialise foi conduzida a 4C contra um volume de 2 litros no
tampéao 10 mM de Tris-HCI pH 8,5 por 2 horas (tempo minimo) com a realizagao

de trés trocas com volume de dois litros.
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3.2.3.4.Concentracao de proteina
Para a obtengdo das proteinas em uma concentracdo desejavel para as
andlises espectrocdpicas, espectrométricas e a cristalizagdo, foi utilizado o

sistema Amicon Ultra 10.000 MW conforme as instru¢des do fabricante.

3.2.4. Analises espectroscopicas e espectrométricas
Celulase
3.2.4.1. Determinacao da concentracao de proteina

A concentracao da proteina foi determinada por meio do espectofotdmetro
DU 640 (Beckman Coulter) utilizando a medida de absorcao da solugdo a 280 nm,
em uma cubeta de quartzo de um 1 cm de caminho Optico. Para estimativa da
concentracdo das proteinas foi utilizado o coeficiente de extingdo (€) calculado
especificamente  para  proteina  através do  programa  ProtParam
(http://us.expasy.org/tools/protparam.html). Os valores de ¢ calculados foram
utilizados na equagédo de Beer-Lambert para determinar a concentracdo das
proteinas:

A=¢.C.I

Onde A é a absorbancia a 280 nm; € é o coeficiente de extingdo molar em 280 nm

(M cm™); 1 é o caminho 6ptico em centimetros (cm) e C - concentragdo em mol/L.
3.2.4.2. Espectrometria de massa

As amostras da proteina foram preparadas utilizando o protocolo de

digestao em gel (reducao e alquilagao) dividido em trés etapas:
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Etapa 1: extracao do gel

As amostras de proteinas foram submetidas a uma corrida no sistema SDS-
PAGE, as bandas contendo as proteinas de interesse foram excisadas do gel e
transferidas cada uma para um tubo. Em seguida foram lavadas trés vezes com
200 pL de uma solugao 25 mM de NH4HCO3; em 50 % de acetonitrila (ACN) pH
8.0. Apds, foram novamente lavadas com 200 pL de agua milli-Q e foi adicionado
25 pL da solugcao de 10 mM de ditiotreitol (DTT) em 25 mM NH4HCO3. A solugcao
foi agitada em vortex e os tubos ficaram a 56 € durante uma hora. O
sobrenadante entdo foi descartado e foi adicionado 25 pL de 55 mM de
iodoacetamida. Os tubos foram submetidos a agitagao ficaram quarenta e cinco
minutos em temperatura ambiente sem a interferéncia de luz. Descartou-se entao
0 sobrenadante e as amostras foram lavadas trés vezes com 200 pL da solugéo
de ACN 50% em 25 mM de NH4HCO3 e uma vez com 200 pL de dgua milli-Q . Foi
adicionado 100 uL de ACN 100% para desidratacao do gel e as amostras foram
incubadas durante cinco minutos a temperatura ambiente, o excesso de liquido foi

retirado e as amostras foram submetidas ao Speed Vac.

Etapa 2: digestao enzimatica

As amostras dos géis foram reidratadas com uma solugéo gelada de tripsina 15
ug/mL em NH4HCO3, Esperou-se dez minutos a 4T e adicionou-se as amo stras a
solugdo 25 mM de NH4HCO3 em uma quantidade necessaria para que 0s géis

ficassem cobertos, apds incubou-se a 37<C por vinte e quatro horas.
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Etapa 3: extracido de peptideos

Os sobrenadantes resultantes da digestdo foram transferidos para novos tubos,
adicionou-se 20-50 puL de ACN 50%, acido trifluor acético (TFA) 5%, agitou-se
suavemente os tubos durante trinta minutos e o sobrenadante foi retirado.
Novamente, adicionou-se mais 25-50 uL de ACN 50% e TFA 5% por 30 minutos,
retirou-se o sobrenadante, ap6s o volume das solucdes foram reduzidos para 10
uL através do Speed Vac.

A proteina foi analisada através do aparelho ESI Q-Tof Ultima (Micromass,
UK) acoplado a um sistema de cromatografia liquida HPLC onde foi inserida uma
amostra aquosa da solucdo contendo os peptideos da proteina digeridos pela

tripsina.

3.2.4.3.DLS

Os experimentos de espalhamento dindmico de luz foram realizados em um
equipamento DynaPro-99-E-15 (Protein Solutions). Todas as medidas foram
realizadas a 25C. Utilizou-se concentracdo de 1 mg/mL de proteina em tampao
10 mM Tris-HCI pH 8,5, a amostra foi centrifugada por 30 minutos a 4620g antes
de ser analisada. Os dados foram tratados com o programa Dynamics V6

fornecido pelo fabricante do aparelho.

3.2.4.4. Filtracao em gel analitica
Com a finalidade de determinarmos a massa da proteina em estudo e seus
estados de agregacao realizamos a filtracdo em gel analitica, que se baseia no

principio da cromatografia por exclusdo de tamanho da amostra. A coluna
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Superdex 200 16/60 (Amersham Biosciences) montada no aparelho AKTA Purifier
foi usada. Para determinacéo do volume vazio da coluna foi aplicado na coluna o
bluedextran na concentragdo de 1 mg/mL. Em seguida, foram aplicados os
marcadores de proteinas com diferentes massas moleculares conhecidos
(aldolase, quimotripsina, ovoalbumina e albumina) nas concentracées de 3 mg/mL
e finalmente foi aplicada a amostra contendo a proteina de interesse. Para
normalizacdo dos dados obtidos na cromatografia utilizou-se a férmula da
constante Kav= (Ve — Vo)/(Vt - Vo) onde Ve = volume de eluicao da proteina, Vo =
volume vazio da coluna e Vt = volume total da coluna empacotada. Para
determinagcdo da massa molecular da proteina de interesse foi utilizada uma curva
de calibracdo, construida a partir da regressao linear dos valores de Kav e
logaritmos das massas moleculares das proteinas conhecidas. A partir desta curva

se extrapolou o valor desejado a partir do Kav da proteina de interesse.

3.2.4.5. Dicroismo circular

Os experimentos de dicroismo circular foram realizados no
espectropolarimetro JASCO J-810 a uma temperatura de 25C. Os espectros de
dicroismo circular no UV distante (200 - 260 nm) foram obtidos utilizando-se uma
cubeta de quartzo de 0,2 cm de caminho ético, a uma concentracao de 0,16
mg/mL de proteina no tampdo 10 mM de fosfato de sédio pH 7,4. Foram
acumuladas 20 curvas consecutivas e a média dos espectros foi armazenada.
Todos os espectros de dicroismo circular foram corrigidos pela contribuicdo do
tampéo utilizado e as elipticidades observadas foram transformadas em

elipticidade molar por residuo [e], de acordo com a equacao:
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[6]x= 60bs X MRW/ 10 x dx C

Onde A = comprimento de onda em nandmetros; eqs = a elipticidade medida em
graus; MRW = peso médio do residuo (utilizando um peso molecular médio do
residuo de 110 Da), d = comprimento do caminho 6ptico (cm) e ¢ = concentragao

da proteina em g/mL (Adler et al., 1973). A estrutura secundaria da sequéncia de
aminoacidos das proteinas foi estimada a partir de espectros de UV-distante
usando-se o programa CDNN Deconvolution (Bohm et al., 1992) e Dicroprot
(Deléage & Geourjon, 1993). Os programas utilizados para registro e tratamento

dos dados foram Spectra manager (JASCO) e Origin versao 7.0 (Microcal).

3.2.4.6. Ensaio enzimatico — atividade exocelulase

Em um tubo foi colocado 80 pL P-nitrofenilfosfato-celobiosideo (PNPc) (1
mg/mL em 50 mM de tampéao acetato de sodio pH 5,8) mais 200 pL da enzima e
incubado a 45T por 20 min. Em seguida, foi adicionado 0,5 mL de tampao
carbonato e a absorbéancia foi lida a 420 nm. Uma unidade de atividade da enzima
¢ igual a quantidade de enzima necessaria para produzir 1 ymol de PNPc por min.
Nos experimentos realizados, a quantidade utilizada de substrato e enzima foi de
80 uL e 20 pL respectivamente, o tempo de incubacgao foi de 0, 5, 30, 60 e 240
min, na temperatura de 45 <. Os controles utilizad os foram o branco do substrato
(sem a enzima) e o branco da enzima (sem o substrato). O experimento para

obtencdo da curva padrao de p-nitrofenolato foi realizado utilizando a solugéao 1
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mM de PNPc. As amostras foram medidas em triplicata. Foi realizado também o
controle positivo da enzima utilizando a celulase de Tricoderma ressei 2,5 KU —

6,9 unidades/mg.

3.2.5. Cristalizacao de proteinas
Lisozima
3.2.5.1. Ensaios de cristalizacao

Os ensaios de cristalizagao iniciais foram realizados pelo método de difusao
de vapor em gota sentada (sitting drop). Nas placas com 24 pocos, foram
colocados 300 pL da solucao do kit no reservatorio e 1 pL desta solugao com 1 pL
da solucdo da proteina no suporte da gota de cristalizacdo. Foram utilizados os
kits de cristalizagdo Crystal Screen e Crystal Screen 2 da Hampton Research e os

1 a 10 da Jena Bioscience.

Celulase
3.2.5.2. Ensaios de cristalizacao com robés

Os ensaios de cristalizacdo foram realizados no laboratério robotizado de
cristalizagdo de proteinas onde se encontram 0s robds:

e Matrix Maker Workstation/ Emerald Biosystems - um robd que prepara

solugdes a partir de diferentes solugdes estoque. Neste caso ele prepara as
solugdes de 6 kits de cristalizagéo:
Kit 1: Crystal Screen e Crystal Screen 2 (96 condicbes) da Hampton Reserach
reestruturado,

Kit 2: Wizard | e Il (96 condi¢cbes) da Emerald BioSystems reestruturado,
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Kit 3: PACT (96 condi¢des) da Nextal/Quiagen reestruturado,

Kit 4: Joint Center for Structural Genomics (96 condicbes) da Nextal/Quiagen
reestruturado,

Kit 5: Salt RX (96 condi¢des) da Hampton Research,

Kit 6: Precipitant Synergy (64 condigdes) da Emerald BioSystems.

o Honey Bee 961 System Genomic Solution/ Havard Bioscience Company —

Protein Crystallization System - um robd que prepara as gotas de

cristalizagdo contendo a solucdo dos kits de cristalizacdo e a proteina de
interesse utilizando o método de gota sentada em placa CrystalQuick da
Grenier bio-one. Esta placa contém 96 reservatérios, cada um com 3
posicoes de gotas.
Lisozima
3.2.5.3. Soaking
Para a incorporacdo de ligantes especificos no cristal da proteina de
interesse foi utilizado o método de soaking, onde foi adicionado 1 pL da solugcao
de cada ligante diluido em agua a cada gota que continha o cristal da proteina nas
placas de cristalizagdo. A concentracao da proteina (lisozima 1 de Musca
domestica) foi de 0,7 mM e de cada ligante foi de:
- 4- metilumbeliferil-N-acetil quitotriosideo Q3 (0,2 mM)
- N-acetil quitotetraosideo Q4 (1,0 mM)
- N-acetil quitopentaosideo Q5 (1,0 mM)

- N-acetil quitohexaosideo Q6 (0,5 mM)
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As placas de cristalizagdo contendo os cristais e ligantes permaneceram a
temperatura de 18T por uma semana.

Celulase

3.2.6. Modelagem Molecular

O principio do método utilizado para modelagem molecular de proteinas
feito neste trabalho é o baseado na homologia entre a seqiéncia de aminoacidos
da proteina com estrutura 3D determinada (1ECE) e da proteina de interesse
(XF0810c) sem estrutura 3D determinada. O programa utilizado para a construgéao
do modelo foi o MODELLER (Sali and Blundell, 1993) que utilizou arquivos
contendo o alinhamento das proteinas, as instrucbes do MODELLER e as
coordenadas atdbmicas depositadas no Protein Data Bank (Bernstein et al., 1977)
da proteina de estrutura conhecida. Foi utilizado para os “input files” um arquivo
contendo valores padrdo propostos pelo programa. Para a visualizagdo grafica
dos modelos gerados, utilizamos o programa O (Jones, 1991), para a construgcéao
da figuras utilizamos o programa PyMOL (Delano, 2002) e para avaliagdo da
qualidade dos modelos utilizamos o programa PROCHECK (Laskowski; et al.,
1993) que analisa a qualidade estereoquimica do modelo e VERIFY 3D (Luthy, et.

al., 1992) que indica as regides mal construidas do modelo.

41



3.2.7. Cristalografia de proteinas

Lisozima

3.2.7.1. Difracao de raios X

Os dados cristalograficos foram coletados na linha de luz de cristalografia
de proteinas D03B-MX1 do LNLS, esta linha é equipada com um detector
MARCCD que possui uma superficie circular de 165 mm de didmetro combinado
com um gonidmetro MAR DTB. Cada cristal foi pego diretamente da gota com um
loop (Hampton Research) e este foi fixado no goniémetro, o cristal foi resfriado
com um fluxo direto de gas nitrogénio a 100 K com o objetivo de minimizar os
danos causados pela radiacdo. Os dados foram coletados utilizando o método de
rotacdo com 1° por imagem durante o tempo de exposicdo de 60 segundos, 0
comprimento de onda da radiacdo foi de aproximadamente 1,43 A. As solucdes
nas quais o0s cristais cresceram propiciaram uma protecdo parcial contra a

formacgéao de gelo.

3.2.7.2. Processamento dos dados

Os dados coletados resultaram em um conjunto de fotos digitalizadas onde
cada foto contém os pontos de difragéo, estes foram processados com o programa
HKL2000 que utiliza o DENZO e SCALEPACK (Otwinowski & Minor, 1997).
Através do programa DENZO, primeiramente foi identificada a célula unitaria e o
grupo espacial, entdo foi realizado a autoindexagao onde consiste em se obter os
melhores parametros de rede a, b, c, a, B e y possiveis para uma das 14 redes de

Bravais e da orientagdo do cristal (rotacdo em x, y, z) em relacéo ao feixe de raios
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X e do eixo de rotagédo do cristal. Depois a indexagéo foi feita com um refinamento
de parametros da célula unitaria onde se associam os indices de Miller h k | para
cada uma das reflexdes e a integracdo onde os pixels de cada ponto sao
utilizados para calcular a intensidade total. Apds o0 agrupamento e escalonamento
dos dados foram realizados pelo programa SCALEPACK que Ié e organiza todos
os arquivos das reflexdes e faz comparacoes e estatisticas, fazendo uma média
ponderada das intensidades das reflexdes equivalentes produzindo arquivos de
estatisticas do agrupamento, das reflexdes que foram rejeitadas e das reflexdes

independentes aceitas.

3.2.7.3. Substituicao molecular

A substituicdo molecular foi realizada com o programa MOLREP
(Collaborative Computacional Project, Number 4, 1994; Vagin & Teplyakov,1997)
utilizando como modelo um mondémero das coordenadas da estrutura de lisozima

1 de M. domestica depositada no PDB (Bernstein et al., 1997) com o c6digo 2FBD.

3.2.7.4. Refinamento

Para o refinamento da estrutura resolvida por substituicdo molecular foram
utilizados os programas CNS (Brunger et al, 1998) versdao 1.1 e REFMAC
(Collaborative Computacional Project, Number 4, 1994; Murshudov et al.,1997).
Inicialmente realizamos um ciclo de refinamento “simmulated annealing” utilizando
o programa CNS versdo 1.1 e apos esta primeira etapa, foram realizados varios
ciclos de refinamento utilizando o programa REFMAC. No final de cada ciclo eram

observados os valores dos fatores R (Riactor € Riree). As modificagcbes manuais
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introduzidas no modelo atémico durante os ciclos de refinamento foram feitas
através do programa O (Jones et al., 1991) e COOT (Emsley & Cowtan. 2004)
pela inspegcao dos mapas de densidade eletronica 3Fo-2Fc e Fo-Fc com contornos
de aproximadamente 1 e 30, respectivamente. As moléculas de agua foram
adicionadas pelo procedimento automatico do ARP/WARP (Lamzin & Wilson,
1997) e verificadas individualmente. As coordenadas do ligante foram adicionadas
a molécula apds alguns ciclos de refinamento, para isto, utilizamos as
coordenadas do ligante triacetilchitotriose (CTO) e os parametros de topologia
obtidos através do banco de dados Hic-Up (Kleywegt & Jones, 1998) como ponto
de partida. Como a estrutura da lisozima de M. domestica com o ligante Q4
apresenta um dimero na unidade assimétrica, a modelagem do ligante no segundo
monémero foi feita pela aplicagdo da matriz de rotacao e translagdo obtidas pela
superposicdo da molécula B na molécula A. Foi verificado que o ligante ocupava
somente a molécula B. A superposicdo dos mondémeros A e B foi feita com o

programa COQOT (Emsley & Cowtan. 2004).
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4. Resultados e Discussao

Inicialmente para o estudo deste trabalho, foram selecionados genes da X.
fastidiosa que codificam hidrolases (vide anexo |), cujos objetivos seriam de
estudar propriedades funcionais e estruturais destas enzimas para um melhor
entendimento dos mecanismos de patogenicidade da bactéria. Devido as
dificuldades encontradas na realizagdo do trabalho (expressdo das proteinas na
forma insoluvel), as atividades foram concentradas em uma enzima, a glicosideo
hidrolase celulase putativa XF0810, pelo fato da expressao desta ser na forma
solavel. Com a colaboragao do Prof. Dr. Sandro Marana surgiu a oportunidade de
estudo de mais uma glicosideo hidrolase, a lisozima 1 de M. domestica com o
intuito de contribuir na compreensao das bases moleculares de adaptacao desta
lisozima a fungao digestiva.

As glicosideos hidrolases, sdo enzimas que hidrolizam ligagdes glicosidicas
e estao envolvidas em um amplo espectro de processos biolégicos. Neste trabalho
foram estudadas duas destas enzimas, as celulases que hidrolizam liga¢des B (1-
4) da celulose e as lisozimas que catalisam a hidrélise ligacdes 1-4 entre residuos
de peptideoglicans do acido acetil-n-muramico e n- acetilglucosamina da parede

celular bacteriana.

45



4.1. Celulase de X. fastidiosa (XF0810)

4.1.1. Amplificacao, clonagem e subclonagem

Inicialmente o projeto foi desenvolvido visando a obtengéo da celulase de X.
fastidiosa codificada pelo gene XF0810. Para isto, foi feita a amplificagdo do gene
que codifica a mesma, clonagem em vetor pGEM e suclonagem em vetor de
expressao pET. Entretanto, ao realizarmos os testes de expressao, a proteina se
apresentou na forma insollvel. Varias tentativas foram realizadas através de
novos testes de expressao para a obtencao da XF0810 na forma soltvel utilizando
algumas variaveis tais como: linhagens de E. coli, diferentas vetores, temperatura,
concentracao do indutor, tempo de indugcdo, porém todas estas tentativas nao
apresentaram os resultados esperados, a proteina ainda se apresentava na forma
insoluvel (dados ndo demonstrados). Paralelamente a estes experimentos de
laboratério iniciamos o estudo de modelagem molecular para a XF0810 e
analisando o alinhamento estrutural da celulase de estrutura resolvida 1ECE do
organismo Acidothermus cellulolyticus comparada com a celulase XF0810
observamos que a 1ECE n&o possui o C terminal adicional que a celulase XF0810
apresenta (figura 7). Através desta andlise, resolvemos desenhar um novo primer
para a celulase de X. fastidiosa para a retirada da cauda adicional C terminal para
entdo podermos realizar uma nova amplificagcao, clonagem e expressao do gene
da celulase truncada (dominio celulase sem o C-terminal) XF0810c na tentativa da

producao de proteinas soluveis.
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>XFO810

MYGETHMDAQNAVSDTHFVEPLHGVHWRGLET AQHLL QGLDQRPITREVLDO
MoSLGINATRLPLCSDTLHGTHP THLDLVENFDLEGRTALQIADATTIDER
GERGHEVLLAYHGVECPTDGNPLLESVDESEHOW IS DV OF ITSHYRAQOK
VVMGYDLADMANHRPF Q3GGDETPDMNEVVERALAATL AMTPEWL IGVQR
VGLNFPPCLDASAPIGDDNIQSOHCVPLRIFPARNLLLMPHF AGTDIDTERAR
LGAFSGEQTVLPNSLDATDAEQLAHRIDALL AFGIRQGF YEIWHMTS ACME
FGHMLDNDGETPRTAL IAQLHRWWGYIEVDVASEN AATENQTTTD TNGCWVA
SDHSVPLNGWD TSF3GVATY TY TGYEGGALMLDF IQSHACTITALINE TOLH
LGGIPARMAGAYLEVOGPEGETTWTVTDREYP TGISGALDLAFIAF LS TGH
MaozRIPVOWE S APV G L ITRVEEGS S GUTALTOVREHRYFVLELET
CODGTHLNLPERN YN Y FVGTRLGHOPLIMEMTD IRGOTLIDTLFALPERA
SEKAYSVIGIVOF SE

Figura 7: Sequéncia XF0810c, a cauda C-terminal adicional estd marcada em
azul.

Com a obtencdo do novo primer desenhado para celulase XF0810c,
iniciamos os experimentos de biologia molecular com o gene que foi amplificado
por PCR a partir do DNA gendmico de X. fastidiosa, o produto obtido foi um
fragmento de 1080 pb correspondente ao tamanho do gene (figura 8). O
fragmento do gene amplificado foi clonado em vetor pGEM-T-Easy resultando no
plasmideo pGEM-XF810c, entdo foi realizada entdo a transformagédo deste
plasmideo em células competentes de E. coli DH5a. As colénias transformantes
foram selecionadas em meio LB sélido contendo ampicilina (marca de selecéo do
plasmideo pGEM) e X-gal. Foi feita a extragéo dos plasmideos através do meétodo
de mini-prep, apds a extracdo a seqiéncia do plasmideo foi confirmada através do

sequenciamento de DNA.
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hl B10cel

1000bp

Figura 8: Gel de agarose 1 %. Amplificacdo do gene da celulase XF0810c (1080
pb). Marcador de peso molecular DNA Ladder Mix (M), gene amplificado da
celulase (810c).

A digestao do plasmideo pGEM-XF810c foi realizada para que ocorresse a
liberacao do gene, para isto foram utilizadas as endonucleases de restricdo Ndel e
Xhol (figura 9). Com o gene da XF0810c realizamos uma subclonagem no vetor
de expressdao pET29a (previamente digerido com as mesmas enzimas) que
resultou no plasmideo pET29a-XF0810c, este foi usado para transformar de
células de E. coli da linhagem BL21(DE3)ASIyD. As colbnias foram crescidas em
meio LB/TB sélido contendo canamicina (marca de selecdo do plasmideo
pET29a).

Foi realizado o teste de PCR de colénia (figura 10) para a confirmacao do
plasmideo pET29a-XF0810c e selegdo dos clones contendo o inserto de
interesse. As colbnias selecionadas foram submetidas a uma midi-prep para
extragao dos plasmideos e um novo sequenciamento confirmou a integridade dos

genes.
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Il B10cel

1000bp

Figura 9: Gel de agarose 1 %. Digestdo do plasmideo pGEM-XF0810c. Marcador
de peso molecular DNA Ladder Mix (M), plasmideo pGEM-XF0810c digerido.

M1 23445

1000bp

Figura 10: Gel de agarose 1 %. PCR de col6nia do plasmideo pET29a-XF0810c
(1080 bp). Marcador de peso molecular DNA Ladder Mix (M), cinco colénias
positivas numeradas respectivamente (1,2,3,4 € 5).

4.1.2. Expressao

A expressao da celulase XF810c foi realizada em 1 litro de LB com indugéo

de 0,4 mM de IPTG por um periodo de 6 horas a 20C. (figura 11).
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Figura 11: SDS-PAGE 12% da expressao XF0810c (39,4 kDa). Marcador de peso
molecular (M), fracdo ndo induzida (NI), fragdo induzida (l).

O resultado obtido foi o esperado, a proteina se apresentou na forma
solavel. Analisando o resultado do gel e com a finalidade de certificarmos que a
banda expressa correspondia a proteina de interesse, submetemos esta a um
protocolo de digestdo da banda recortada do gel com tripsina para leitura de sua
massa através do aparelho Q-Tof Ultima (Micromass, UK), o resultado desta
analise confirmou que a banda expressa seria endoglucanase de X. fastidiosa
codificada pelo gene XF0810c, pois a tripsina havia clivado as seguintes
seqléncias de peptideos TALQIADAIIDEAGK € VDVASENAATK presentes na

sequéncia XF0810c, conforme demonstrado na figura 12.

MYGETMDAQNAVSDTHFVEPLHGVNWRGLETAQHLLQGLDQRPWREVLDQMQSLGINAIRLPLCSDTLHGTMP
TNLDLVRNPDLKGRTALQIADAIIDEAGKRGMRVLLAYHGVECPTDGNPLLRSVDESEHQWISDVQFITSHYR
AQQOKVVMGVDLADMANHRPFQSGGDSTPDWNRVVERAAAAILAMTPEWLIGVQPVGLNPPCLDASAPISDDNI
QSQHCVPLRIPARNLLLMPHFAGTDIDTEAALGAFSGKQTVLPNSLDATDAEQLAHRIDALLAFGIRQGFYGS
WMTSAQMPFGMLDNDGRTPRTALIAQLHRWWGVSRVDVASENAATKNQTTTDTNGCVA

SDNSVPLNGW

Figura 12: Sequéncia XF0810c, em vermelho esta a sequéncia do corte com
tripsina.
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4.1.3. Purificacao

Com a proteina solluvel, realizamos a expressdo em larga escala da
celulase XF0810c com objetivo de termos grande quantidade para estabelecer um
protocolo de purificacdo da mesma, com o intuito de obter a proteina pura numa
concentracao desejavel para realizarmos ensaios de cristalizacdo. Iniciamos
através da técnica de troca ibnica (aniénica) em uma coluna HiTrap Q FF 5 mL
(Amersham Pharmacia Biotech), utilizando o tampao A 20 mM Tris-HCI pH 8,5. Os
picos foram eluidos através do gradiente progressivo 0-100% de tampao B (20
mM Tris-HCI pH 8,5 + 1 M NaCl) em 20 volumes de coluna em um fluxo de 1
mL/min (figuras 13 e 14). A escolha desta coluna para troca aniénica foi devido a
pesquisa utilizando a sequéncia de aminoacidos da proteina e o banco de dados
Expasy-ProtParam/tool que mostrou um pl calculado para a proteina truncada de
5.05 e um numero total de residuos carregados negativamente (Asp +Glu) de

42%.
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Figura 13: Cromatograma da purificagdo da XF0180c em coluna de troca ibnica
HiTrap QFF. Os picos eluidos estdo marcados respectivamente pelos numeros 1,
2e3.
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Figura 14: SDS-PAGE 12% da purificacdo por cromatografia de troca i6nica da
XF0810c (39,4 kDa). Marcador de peso molecular (M), (a) flowthrough (FT) e
lavagem (Lav), (b) fragdes 10-22 (primeiro pico), (c) fragcdes 26-40 (segundo pico),
(d) fracbes 57-70 (terceiro pico).

Analisando os géis resultantes da purificagdo de troca ibnica, verificamos a
eluicdo da proteina XF0810c em varios picos da cromatografia (flowtrougth,
lavagem, pico 1, pico 2 e pico 3). Observamos que na fracao “lavagem”, a proteina

se encontrava com um maior grau de pureza, prosseguimos 0s experimentos

submetendo esta fragdo a uma purificacao de filtracdo em gel na coluna Superdex
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(200) 16/60, volume 120 mL utilizando o tampéo 20 mM Tris-HCI pH 8.5 + 100 mM
NaCl (figuras 15 e 16) com o objetivo de remover as contaminag¢des da fracao

tornando a proteina pura.

[ To

Figura 15: Cromatograma da purificacdo da XF0180cel (fracado lavagem da QFF),
em coluna de filtracado em gel Superdex 16/60. Os picos eluidos estdo marcados
respectivamente pelos niumeros 1, 2, 3 e 4.
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Figura 16: SDS-PAGE 12% da purificacdo por cromatografia de filtracdo em gel
da XF0180c (39.4 kDa). Marcador de peso molecular (M), fracées 67-74 (pico 1),
fracbes 75-87 (pico 2), fragdes 105-113 (pico 3), fragdes 114-123 (pico 4).

Verificamos que a proteina XF0810c havia sido eluida pura, porém em dois
picos da cromatografia. Com a finalidade de verificarmos a massa molecular da
proteina e seus estados de agregacdo submetemos a amostra dos picos 1 e 2

resultantes da filtracdo em gel ao experimento de DLS e gel filtracao analitica.

4.1.4. Espalhamento dinamico de luz (DLS)

Ao observarmos o resultado da purificagdo por cromatografia de filtragao
em gel, verificamos que a proteina XF0810c estava pura, porém se encontrava em
dois picos, 1 e 2. Com a finalidade de analisarmos a agregacdo da proteina,
submetemos as amostras dos picos 1 e 2 (em uma concentragao de 1 mg/mL) ao

experimento de DLS (Dynamic Light Scattering) (figura 17).
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Figura 17: DLS dos picos resultantes da purificacao filtracdo em gel XF810c, (a)
pico 1 e (b) pico 2.
Neste resultado, verificamos que o pico 1 apresenta um raio de giro de 15,1
nm e uma massa relativa de 1928 kDa e o pico 2 um raio de giro de 1,9 nm e uma

massa relativa de 16 kDa, demostrando a presencga de agregados no pico 1.

4.1.5. Gel filtracao analitica

Com o intuito de confirmar a massa molecular da proteina XF0810c e
verificar o estado de agregacdo da mesma, submetemos a amostra da fracdo da
lavagem vinda da troca idénica na coluna QFF a uma cromatografia de filtragdo em
gel analitica na coluna Superdex (200) 16/60 (figura 18). Para determinacao da
massa molecular da proteina, realizamos os calculos das constantes Kav, fizemos
uma curva de calibracdo e uma regressao linear com os valores de Kav e os

logaritmos das massas moleculares (figura 19).

56



15

" & jrass

Figura 18: Cromatograma da filiracao em gel analitica (amostra fracao lavagem
da QFF) da XF0180c, coluna Superdex 16/60. Bluedextran (pico 46,52) esta em
vermelho. Os marcadores em roxo: aldolase (pico 70,08), albumina (pico 76,31),
ovoalbumina (pico 83,84), quimiotripsina (pico 92,17) e a amostra da proteina
XF0180c em azul (pico1: 72,13 e pico 2: 82,35).
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Figura 19: Regresséao linear (linha preta) e curva de calibragdo (linha azul)

geradas a partir da filtragdo em gel analitica.

Com o resultado da purificacdo de filtracdo em gel analitica, constatamos

que a proteina XF0810c (39,5 kDa) provavelmente se encontrava na forma de

trimero (117,7 kDa) no pico 1 e na forma de monémero (50,2 kDa) no pico 2.

Posteriormente a este experimento, realizamos a concentragdo da proteina

submetendo a amostra do pico 2 (monémero) a uma centrifugagao de 4620 g em

temperatura de 4C no filtro concentrador Amicon (10 MW). Em seguida foi

realizada uma diélise em 20 mM de Tris-HCI pH 8,5.
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4.1.6. Dicroismo circular

Com a proteina XF0810c pura e na concentracdo de 2 mg/mL
prosseguimos para realizacao do experimento de dicroismo circular, porém antes
da realizacdo do mesmo, submetemos a amostra que se destinaria a este
experimento a uma dialise contra o tampao 10 mM fosfato de sédio pH 7,4, isto foi
necessario porque o tampao em que a amostra se encontrava anteriormente ndo
era recomendado para o0 experimento pois aumentava a condutividade do
aparelho. Analisando o espectro resultante do dicroismo circular no UV distante
(figura 20), observamos minimos entre 205 e 222 nm caracteristicos de estruturas
secundarias (Woody, 1994; Kelly e Price, 1997). Utilizando os dados do
experimento, realizamos as estimativas da estrutura secundaria da proteina
XF0810c, através do programa CDNN (tabela 4) e DICROPROT (tabela 5). Os
resultados indicaram que a proteina apresentaria uma mistura de hélices a e fitas
B, mostrando que estes estariam de acordo com os membros da familia 5 de

celulases, onde as estruturas sdo compostas por um barril-TIM.
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Figura 20: Espectro do dicroismo circular da proteina XFO810c medida no UV

distante.

Tabela 4: Estimativa de estrutura secundaria da proteina XF0810c pelo programa

CDNN.

Tabela 5: Estimativa de estrutura secundaria da proteina XF0810c pelo programa

Dicroprot.

QO (mdeq)

-10 4

20

=30

-0 4

T T T T
o 210 220 230

Alnirm)

T
240

T
250

T
260

CDHH 200-260 nm 205-260 nm 210-260 nm
Hélice o 327 % 36.6 % 3E32%
Fitas fi 17,4 % 15,3 % 16,9 %
Chatros 470 % 470 % 0,1 %

DICROPROT Hélice Fitas [3
Fazman 0,37 -0,07
Chen 0,23 0,16
Bolotita 0,35 0,09
Chang 0,21 0,29
Tang 0,27 0,04
HAelf Consist Meth 0,37 -0,07
Self Jeleons Meth | 0,371 0,102
E2D Method 0,29 0,15
CONTIN hethod 0,15 0.0
Varselec 24,15 0.
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4.1.7. Ensaio enzimatico: exocelulase

Realizamos com a proteina XF0810c purificada do pico 2 na concentragao
de 2 mg/mL o ensaio enzimatico para exocelulase medindo a absorbéancia a 420
nm nos tempos: 0, 5, 30, 60 e 240 minutos. Os resultados deste ensaio deram
negativo para atividade de celulase (figura 21), estando de acordo os estudos de
modelagem realizados para XF810c, onde verificamos a substituicdo de 4 dos 7
residuos importantes que participam do sitio catalitico das celulases, indicando
que XF0810 nao faz parte da familia 5 de celulases, pois 0s residuos chaves
estariam ausentes ndo permitindo a manutengcdo do mecanismo de clivagem na
reacao catalitica de reteng@o. Realizamos 0 mesmo ensaio enzimatico utilizando a
celulase de Tricoderma ressei (comercialmente adquirida através da empresa
Sigma) em uma concentracao de 1 mg/mL com a finalidade de termos um controle
positivo para a atividade da enzima (figura 22). Em todos os ensaios foi realizada
também a leitura das absorbancias do branco da enzima (tampéo do substrato +
enzima) e branco do substrato (substrato + tampado da enzima) medidos nos

mesmos tempos resultando em valores de 0,00 até 0,02 UA.
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Figura 21: Resultado do teste de atividade enzimatica para XF0810c, as medidas
foram feitas em triplicata (amostras independentes) nos tempos de 0, 5, 30, 60 e
240 minutos. As medidas foram obtidas através do espectro de absorcao a 420
nm.
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Figura 22: Resultado do teste de atividade enzimatica para o controle positivo, a
celulase de Tricoderma ressei, as medidas foram feitas em triplicata (amostras

independentes) nos tempos de 0, 5, 30, 60 e 240 minutos. As medidas foram
obtidas através do espectro de absor¢ao a 420 nm.
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4.1.8. Ensaios de cristalizacao

Para a realizagcdo dos ensaios de cristalizacdo da proteina XF0810c,
tivemos que aumentar a concentracdo da mesma submetendo a amostra
contendo a proteina a centrifugagao no filiro amicon (10 MW). A proteina atingiu a
concentracao de 3,6 mg/mL (uma concentragdo razoavel para os testes de
cristalizagdo) e entdo através dos robés Matrix Maker e Honeybee fizemos os
screenings iniciais de cristalizacao: Crystal Screen/ Crystal Screen 2, Wizard 1/ |l,
PACT, JCSG, Salt RX, Precipitant Symergy, utilizando 0,4 yL da amostra da
proteina e 0,4 uL de amostra do tampao de cristalizagcdo em cada gota. Apdés uma
semana do experimento, as gotas foram visualizadas e foi observado cerca de
30% de precipitado.

Dois meses apds os ensaios de cristalizagcdo, visualizamos as gotas e
notamos a presenca de microcristais (figura 23a) da proteina XF0810c na
condi¢do D4 do kit JCSG (Molecular Dimensions) que contem 100 mM de Hepes
de sddio pH 7,5, 10% p/v PEG 8000 e a presencga de agulhas na condigdo E1 do
mesmo kit que contem 100 mM de Tris pH 8,5, 40% p/v PEG 400 e 200 mM de

sulfato de litio (figura 23b).
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Figura 23: Fotos dos cristais da proteina XF0810c nas gotas do kit JCSG
(Molecular Dimensions) (a) microcristais - condicao D4 e (b) agulhas - condicao
E1.

4.1.9. Modelagem Molecular

Foi realizada a modelagem molecular da celulase XF0810c, foi utilizado o
alinhamento de sua seqiéncia de aminoacidos com a celulase de estrutura 3D
conhecida: 1ECE (Acidothermus cellulolyticus) (figura 24), ao analisarmos o
alinhamento, verificamos a falta de 4 dos 7 residuos importantes que participam
do sitio catalitico de celulases na XF0810c. Somente 3 residuos estédo
conservados (Arg60, His112, His239 que equivalem a Arg62, His116 e His 238 na
1ECE —tabela 6 ), os residuos cataliticos (Glu162 e Glu282) e os residuos Asn161
e Try240, estdo ausentes em XF0810 (Asp159, Met160, Phe289 e Ala241

respectivamente).
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Legenda da figura na préxima pagina.
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Figura 24: Alinhamento das celulases XF0810c e XF0818 com as celulase 1ECE
(Acidothermus cellulolyticus) os numeros correspondem a XF0810c. O
alinhamento foi produzido pelo programa CLUSTALX (Thompson et al., 1997).
Asteriscos (*) representam os residuos estritamente conservados, dois pontos (:) e
ponto (.) representam residuos parcialmente conservados. Os residuos marcados
em negrito pertencem a familia 5 de celulases. A linha inferior mostra a estrutura
secundaria da 1ECE com as setas para fitas B e cilindros amarelos para hélices
a.

O principio do método utilizado para a construgdo do modelo é que a
estrutura terciaria/quaternaria (coordenadas atémicas) é mais conservada do que
a estrutura primaria das proteinas, logo como a celulase XF0810c apresenta
homologia entre sua seqiéncia de aminoacidos e a da proteina com estrutura 3D
determinada (1ECE), podemos modelar a XF0810c. Um alinhamento com a

ferramenta BLAST (Basic Local Alignement Search Tool) resultou em 39% de

identidade e 58% de similaridade da XF0810c com a 1ECE.

Tabela 6 - Aminoacidos conservados nas celulases da familia 5 em 1ECE e
aminoacidos correspondentes na XF0810c (em vermelho estdo marcados os
aminoacidos que nao sao conservados).

1ECE XF0810¢
R62 ReE0

H116 H112
N161 D159
E162 M160
H238 H239
Y240 A241
E282 F289
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O programa utilizado para a constru¢cao do modelo foi o MODELLER que
utiliza arquivos de entrada: alinhamento das proteinas (.pir), as instru¢cdes do job
(.top, foram utilizados valores padrao) e coordenadas atémicas depositadas no
PDB da proteina de estrutura conhecida considerando parametros de dindmica
molecular e impedimento espacial dos atomos. Foram gerados cinco modelos
para celulase XFO0810c. O melhor modelo foi escolhido de acordo com a avaliagao
da qualidade de cada um utilizando os programas VERIFY 3D (figura 25) que
analisa regides mal construidas e PROCHECK (figura 26) que checa a qualidade

estereoquimica.

07 0,69
0,6 -
© 05-
o
O i
N
o 0,47
[@))
S 4
2 034
< -
e 0.2 h A A 0.2
a T ww |
(a9}
0,14
0,0 -0,02
' 1 ' 1 ' 1 ' 1 ' 1 ' 1 ' 1 ' )
0 50 100 150 200 250 300 350 400
Residue

Figura 25: Grafico do valor médio 3D-1D por residuo do modelo XF0810c obtido
com o programa VERIFY 3D .
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O programa VERIFY 3D trabalha com o inverso do enovelamento de
proteina, encontrando na seqiéncia de aminoacidos o que é mais compativel com
o ambiente dos residuos na estrutura tridimensional. O ambiente € descrito pela a
area do residuo enterrado na proteina e inacessivel ao solvente, a fracdo da area
da cadeia lateral que é coberta por atomos polares (O e N) e a estrutura
secundaria local. De acordo com o grafico gerado para o modelo da XF0810c, o
score total para 360 residuos de aminoacidos foi de 103,78 e verificamos que o
resultado da média 3D-1D de residuos acima de 0,2 é de 70% demonstrando que
a sequéncia é compativel com a estrutura 3D e que o modelo somente apresenta
problemas em algumas regides (valor < 0,2) em torno dos residuos 70-80, no N e
C terminal pelo fato destas regides na sequiéncia de aminoacidos da XF0810c
apresentarem delecdes e nas regides em torno dos residuos 205-210, 250-260
pelo fato da sequéncia apresentar insergdes.

Analisando o grafico de Ramachandran observamos que dois residuos
(Thr313 e Lys338) se encontram na regido generosamente permitida, uma
justificativa para este fato seria que Thr313 equivale a Arg304 na estrutura 1ECE
utilizada para o modelo e que ja ocupava uma regido generosamente permitida e a

Lys338 ocupa o0 mesmo lugar que uma glicina na estrutura da 1ECE.
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Figura 26: Grafico de Ramachandran do modelo XF0810c.
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A figura 27 ilustra o modelo gerado da XF0810c mostrando o enovelamento de

barril TIM caracteristico da familia 5 de celulase.

Figura 27: Vista estéreo do modelo da XF0810c com o ligante. O ligante foi
modelado usando as coordenadas do ligante presente na estrutura resolvida
1ECE.

Na figura 28, podemos observar os sete residuos conservados
caracteristicos da familia 5 na 1ECE e na figura 29 os residuos equivalentes para

o modelo construido XF0810c com presenca de um ligante (acgucar). As interacoes

entre os residuos com o ligante podem ser vistas como linhas tracejadas.
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Figura 28: Vista estéreo da 1ECE com os residuos conservados caracteristicos
na regido catalitica da familia 5 das celulases interagindo com andalogo do
substrato.

Figura 29: Vista estéreo do modelo da XF0810c com os residuos equivalentes
aos residuos conservados na 1ECE na regido catalitica interagindo com um
analogo do substrato.
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Analisado o modelo da XF0810c notamos que os residuos ausentes
Asn161 e Try240 na 1ECE substituidos por Asp159 e Ala241 e principalmente os
cataliticos Glu162 e Glu282 na 1ECE substituidos por Met160 e Phe289 néao
podem ser compensados por outros nas proximidades e ndo podem exercer o
mesmo papel que na 1ECE. Comparando as figuras 28 e 29 podemos observar
gue a unica ligacao de hidrogénio conservada entre a 1ECE e o modelo XF0810c
é adaH116/H112 com o substrato, todas as demais foram desfeitas.

Na figura 28 podemos observar a importancia das ligacées de hidrogénio
para manter a conformacao e estabilizacdo dos grupos carboxilas dos residuos
cataliticos Glu162 e Glu282. Temos como exemplos o NH1 da R62 que interage
com OE2 do Glu162 e o OH da Tyr240 faz interacao com o OE1 do Glu282.

Verificamos que nao seria possivel ocorrer o mecanismo de clivagem na
XF0810c, pois a Met160 ndo atuaria como doador de prétons como o Glu162 e a
Phe289 nao atuaria como nucleéfilo como atua o Glu282 ndo permitindo assim a
catalise, estes fatos nos levam a propor que a XF0810c nao faz parte da familia 5
de celulases. Na figura 30 podemos observar a sobreposi¢cdo da estrutura 1ECE

com o modelo da XF0810c destacando a diferenga de trés residuos substituidos.
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Figura 30: Sobreposicao dos residuos cataliticos da 1ECE (cinza) e dos
equivalentes na XF0810c (verde).

4.2. Lisozima 1 de M. domestica (MdL1)

Em colaboracdo com o Prof. Dr. Sandro Marana e a aluna de doutorado
Fabiane Cangado do Instituto de Quimica da Universidade de Sao Paulo foi
possivel a obtencdo do conhecimento tedrico e pratico das técnicas de
cristalizacao e cristalografia de proteinas através das atividades realizadas com a

proteina lisozima 1 de Musca domestica (MdL1).

4.2.1. Cristalizagao e soaking
Amostras da proteina lisozima 1 de Musca domestica (MdL1) purificada de

acordo com o artigo Cangado et. al. 2007, na concentragdo de 9,6 mg/mL em
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tampao de 10 mM de acido 2-morfolinoetanosulfénico (MES) foram submetidas a
cristalizagéo utilizando o método de difusdo de vapor de gota sentada (sitting drop)
colocando 1 pL de proteina e 1 uL de solugdo do reservatério das placas de
cristalizacdo na melhor condicao de cristalizacdo encontrada (Marana et al., 2006)
(figura 31): 1,4 M de sulfato de amoénio, 0,1 M de sal acido de so6dio 4-(2-
hidroxietil) piperazina-1-etanosulfénico (HEPES sodio) pH 7,5 e 1% de PEG 400.
Os cristais cresceram em uma ou duas semanas em uma temperatura de 18<C.
Para incorporacao dos ligantes especificos no cristal da proteina foi utilizado o
método de soaking que consistiu em colocar 1 uL da solugdo de cada ligante Q3
(0,2 mM), Q4 (1,0 mM), Q5 (1,0 mM) e Q6 (0,5 mM) nas gotas com cristais da
proteina, estes cristais foram deixados a 18T no p eriodo de uma semana para a

incorporacéao do ligante.

Figura 31: Cristal da lisozima 1 de Musca domestica.

4.2.2. Difracao de raios X e processamento de dados
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Os cristais da proteina MdL1 com os ligantes foram levados a linha de
cristalografia de proteinas do Laborato6rio Nacional de Luz Sincroton (LNLS) DO3B-
MX1 onde foram testados para o experimento de difragdo de raios X. Em cada
cristal foi colocada uma solucao crioprotetora de 20% de glicerol para evitar a
formacao de anéis de gelo. Cristais contendo os ligantes Q3, Q4 e Q6 difrataram
até 1,85 A (figura 32a), 1,92 A (figura 32b) e 2,25 A (figura 32c) de resolucio,
respectivamente. Como podemos observar na figura 32b e ¢ os padrdes de
difracao apresentam anéis de gelo que sao caracterizados pela formagao de
circulos com difracdo bem intensas, a formagcdao de gelo no cristal foi devida
ineficiéncia da solucao crioprotetora. O processamento dos dados coletados dos
trés complexos foi realizado através do programa HKL2000 utilizando Denzo e
Scalepack, foi feita a indexacdo, refinamento da célula unitéria, integracéo,
escalonamento e agrupamento. Os cristais dos complexos Q3, Q4 e Q6
pertencem ao grupo espacial monoclinico P24, a tabela 7 sumariza as estatisticas

dos dados coletados e processados.

75



(2) Q3 1585 A

(b) 04 192 A

(c) Q6 2,25 A

Figura 32: Padrao de difracao da lisozima 1 complexada.

76



Tabela 7: Estatistica dos dados obtidos da coleta dos cristais de lisozima 1 de
Musca domestica com os ligantes Q3, Q4 e Q6. Os valores entre parénteses
correspondem ao da ultima camada de resolugéo.

o3

4

06

Grupo espacial

C'él. unitaria(i; °)

Mosaicidade (%)
Temperatura (K)
Comp. de onda (&)
Rotagdio (%)

Distancia cristal-
detector (mm)

No. Imagens

Limite resolucéo

@)
LigiI)

Completeza (%)
Multiplicidade
R

Y

No. de reflexies

No. de reflexies
tinicas

P2,

a=361b=789 c=44%
a=y=90.0p=103.1

0.5
100
1.427
1.0
80.0

140
30.00-1.85 (1.92-1.85)

16.5 (2.3)

97.3 (80.6)
2.8(2.2)
0.063 (0.285)
57117

20442 (1693)

P2,

a=359,b=788 c=44.8
a=y=90.0p=1022

1.0
100
1.427
1.0
B3.5

201
30.00-1.92 (1.99-1.52)

16.2 (2.5)

88.1 (32.0)
3.8(2.8)
0.078 (0.307)
62924

16455 (1521)

P2,

a=357,b=79.0,c =44.5,
p=y=90.0p=102.0

1.5
100
1.427
1.0
100.0

208
30.00- 2.25 (2.33- 2.25)

2.0 (1.9)

93.5 (88.4)
3727
0.183 (0.534)
39775

10870 (1007)
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4.2.3. Substituicao molecular e refinamento

Para resolugéo das estruturas cristalograficas dos dados coletados e
processados € necessario o conhecimento das fases. O método utilizado para
obtencdo deste dado foi o de substituicdo molecular tendo como modelo um
mondmero da estrutura do cristal nativo de MdL1 (este pertence ao mesmo grupo
espacial dos derivados, monoclinico P2;) que foi resolvida pelo método de
substituicdo molecular tendo como modelo a estrutura da lisozima de clara de ovo
de galinha (1HEWL) apresenta 38,5% de identidade e 55,4% de similaridade. As
coordenadas da MdL1 nativa foram depositadas no PDB (Bernstein et al., 1997)
com o cédigo 2FBD. Retiraram-se as moléculas de solvente e manteve-se
somente uma das conformacbes dos atomos com dupla conformacdo. O

coeficiente de Matthews (Matthews, 1968) foi calculado para lisozima 1 (Marana et
al., 2006) para duas moléculas na unidade assimétrica como sendo 2,3 A® Da'1,

tendo uma porcentagem de solvente de 45%. A substituicdo molecular foi
realizada com o programa MOLREP, a melhor solu¢do encontrada pelo programa
apresentou um Riactor de 0,369 e um coeficiente de correlagdo de 0,662. As fases
obtidas foram utilizadas para calcular os mapas de diferenga de cada complexo e
a visualizacgao foi feita pelo programa O e COQOT.

Ao analisarmos os mapas das estruturas dos complexos, escolhemos o
complexo Q4 para o refinamento por este apresentar um mapa com melhor
definicdo da densidade eletrdnica do ligante. Primeiramente realizamos um

refinamento pelo do programa CNS utilizando o método “simmulated annealing”
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com o intuito de melhorar a eficiéncia do refinamento. Esse procedimento
possibilita minimizacdo de energia do sistema com aumento de temperatura
acarretando o movimento molecular do sistema com a finalidade de reduzir a
influéncia da estrutura utilizada como modelo na substituicdo molecular. Os
demais ciclos posteriores de refinamento foram realizados pelo programa
REFMAC do pacote de programas CCP4. Os valores dos fatores R do ultimo ciclo
de refinamento foram de Riacior=0,178 € Riee=0,242.

A validacao da estrutura do complexo lisozima 1 e o ligante Q4 foi feita
utiizando a interface do programa COOT (Emsley & Cowtan, 2004). Foram
analisados os parametros estereoquimicos pela analise do grafico de
Ramachandran, graficos de distorcdo geométrica, variancia do fator de
temperatura, distorcdo do angulo émega, andlise de rotdmeros, ajuste da
densidade eletrbnica e outros. Foi realizado o depésito estrutura no PDB segundo
as instrucbes do banco de dados (Bernstein et al., 1997). A estrutura recebeu o
cédigo 2H5Z.

A estrutura da lisozima 1 de Musca domestica com o ligante apresenta um
dimero na unidade assimétrica, para verificagdo da possibilidade da existéncia do
mesmo em solugdo com significancia bioldgica realizamos o experimento de DLS
(dynamic light scattering) da amostra da proteina em solugcao que resultou em um
padrao monodisperso com uma massa estimada de 13 kDa (a massa calculada da
lizosima € de 14.200 Da). Também foram realizados experimentos de
cromatografia de filtracdo em gel que indicaram uma massa molecular estimada
de 6,5 kDa para MdL1 e na eletroforese em condi¢gées ndo desnaturantes mostrou

uma massa relativa de 14.000 kDa para MdL1 (dados ndo demostrados obtidos
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por Cangado F.C. e Marana S.R.). Uma analise in silico foi feita com o programa

PISA http://www.ebi.ac.uk/msd-srv/prot _int/pistart.html (Krissinel and Henrick,

2005) que calcula a area da interface do dimero de 490,9 A? (menos que 8% da
superficie do monbémero), apresentando valor de complexacdo de zero. Todos
estes dados indicam que o dimero nao ocorre naturalmente e é resultante do
empacotamento cristalino.

Os mondmeros pertencem ao enovelamento da familia 22 de lisozimas,
consistindo em um “core” central composto por trés hélices a longas e uma
pequena (Thr4-Leu15, Glu21-Ser34, l1e86-Gly101 e Thr107 e Ser112) e uma folha
B antiparalela com duas fitas (As40-Try51 e lle56-Asn57) e quatro 31p hélices. A
folha beta difere de outras lisozimas que sdo compostas geralmente por trés fitas
B. A estrutura tridimensional do monémero da enzima MdL1 esté representada na
figura 33.

Na unidade assimétrica, a molécula A ndo é ocupada pelo agucar apesar do
seu sitio ativo estar exposto a uma mesma regido do solvente que o sitio ativo
ocupado da molécula B. Uma possivel razdo para isso € que se o trissacarideo
estiver presente na molécula A na mesma configuracdo que na molécula B, o sitio
-4 do sacarideo na molécula A tem um impedimento estérico com a cadeia

principal da GIn100 da molécula B conforme ilustrado na figura 34.
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Figura 33: Representacdo esquematica da estrutura de lisozima 1 de Musca
domestica mostrando um dimero na unidade assimétrica. Figura gerada com o
programa PyMOL (Delano, 2002).

(=)

(b)

Figura 34: (a) Mon6meros da MdL1 com agucar, em verde 0 monémero A e em
amarelo monémero B. (b) Zoom no sitio -4 do aglcar e o residuo Q100 do
mondmero B mostrando a distancia de 1,66 A.
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Na figura 35 observamos a cavidade do monémero B da MdL1 para entrada
do ligante tetra-N-acetilglucosamina com o mapa da densidade eletrénica [Fo-Fc],
podemos observar que a densidade esta fraca no sitio -4 do agucar devido a este

nao fazer interagdes com a proteina, porém discutiremos este ponto mais adiante.

Figura 35: Superficie da molécula MdL1: zoom na cavidade para entrada do
ligante Q4. A cor azul representa os atomos de nitrogénio e a vermelha os dtomos
de oxigénio. O mapa da densidade eletrbnica para o ligante [Fo-Fc] esta
representado em verde com um nivel contorno de 3c. A figura foi desenhada com
o programa PyMOL (Delano, 2002).

Foi realizado o alinhamento estrutural da MdL1 com lisozimas da familia 22
de quatro classes de animais diferentes: 1JSF de mamifero Homo sapiens (Harata

et al., 1998), 1LMN de peixe Oncorhynchus mykiss (Karlsen et al., 1995), 1THEWL

de ave Gallus gallus egg white (Cheetham et al., 1992), 1GD6 de inseto Bombyx
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mori (Matsura et al., 2002) e 111Z de inseto Antheraea mylitta (Jain et al., 2001)
(figura 36). Todas estas estruturas correspondem a lisozimas associadas a fungao
imune e nenhuma estrutura de lisozima digestiva havia sido depositada no PDB
até o presente trabalho. Foram escolhidas duas estruturas de lisozimas de insetos
(1GD6 e 111Z) por estarem mais préximas da de mosca podendo nos propiciar

maiores informagdes.

1 10 20 30 40 50 60
I I I I I I I

1JSF KVFERCELART LKRLGMDGYRGIS LANWMCLAKWRSG YNTRATN-YNAGDRSTEYGIFQINSRYWC
1LMN KVYDRCELARALKASGMDGYAGNSLPNWVCLS SSYNTQATN-RN-TDGSTWYGIFQINSRYWC
1HEW KVFGRCELAAAMKRHGLDNYRGYS LGNWVCAAKFRSNFNTQATN-RN-TDGSTIEYGI LQINSRWWC
1GD6 KTFTRCGLVHELRKHGFEEN---LMRNWVCLVEHRSSRDTSKTN-TN-RNGSKEYGLFQINDRYWC
1112 KRFTRCGLVNELRKQGFDEN---LMRDWVCLVENRSARYTDKIANVN-KNGSREYGLFQINDKYWC

2FBD KTFTRCSLAREMYALGVPKS---ELPQWTCIAEHRSS YRTNVVGPTN-SNGSNEYGI FQINNYYWC

* o+ k% % H * T sk % : ki * . * s ok kkdk e ekdk ok

e D—C 00— D el > =

70 80 90 100 110 120
, I I I I | _ !
1JSF NDGKTPGAVNACHLSCSALLQDNIADAVACAKRVVRDPQGIRAWVAWRNRCONRDVRQYVQGCGY|
1LMN DDGRTPGAKNVCGIRCSQLLTDDLTVAIRCAKRVVLDPNGI GAWVAWRLHCQNQDLRSYVAGCGV
1HEW NDGRTPGSRNLCNIPCSALLSSDITASVNCAKKIVS DGNGMNAWVAWRNRCKGT DVOAWIRGCRL
1GD6 SKGASPG--KDCNVKCSDLLT DDI TKAAKCAKKI YKR-HRF DAWYGWKNHCQ-GSLP-DISSC--
1112 SKGSTPG--KDCNVTCSQLLTDDITVASTCAKKI YKR-TKFDAWSGWDNHCN-HSNP-DISSC--

2FBD  QPISNGRFSYNECHLSCDALLTDNISNSVTCARKIKSQ-QGWTAWSTW-KYCS-GSLP-SINDCE -
* *

T e« % * % =8 s w ke oo * * . *
. e

( D—( DC__IX ——& 1

Figura 36: Alinhamento multiplo de estruturas representativas de lisozimas da
familia 22: 1JSF, 1LMN, 1HEWL, 1GD6, 11lZ e 2FDB. Os residuos cataliticos
estdo marcados em azul. Nos boxes estdo as regides que nao estao
estruturalmente alinhadas, a numeracdo se refere a estrutura 2FBD. Este
alinhamento é uma versao modificada (foram feitos alinhamentos estruturais) da
inicialmente produzida pelo programa CLUSTALX (Thompson et al., 1997).
Asteriscos representam os residuos conservados, e os dois pontos e ponto
representam os residuos parcialmente conservados. A linha inferior mostra a
estrutura secundaria da 2FBD com as setas para fitas B e cilindros amarelos para
hélices a e verde para hélices 31
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O alinhamento estrutural mostra nove regides de insercdes ou delecdes,
com cinco delas na regido C-terminal. A delegdo de 3 aminoacidos na regiao do
residuo Ser20, onde os residuos adotam a conformacao de hélice 31 parece ser
uma caracteristica de lisozimas de insetos. A segunda regidao que contém gaps no
alinhamento é entre a Val40 e o catalitico Asp50 mostrando diferencas no modo
de acomodar e manter os residuos Asn44, Asn/Asp46 e Ser48, os quais junto com
Asn57 sao responsaveis pelo posicionamento da cadeia lateral do Asp50. A maior
regiao nao alinhada é em torno do residuo 70, outra delecao é proxima ao residuo
GIn100 que é uma caracteristica de lisozimas de insetos. Uma analise estrutural
estas estruturas sobrepostas através do programa COOT (Emsley & Cowtan.
2004) o que observamos foi a similaridade do core estrutural, verificando algumas

diferencgas significativas na regidao dos loops/voltas como mostra a figura 37.
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Figura 37: Vista estéreo do enovelamento da lisozima (familia 22), superposicao
de carbonos-alfa de todas as classes de animais representadas no PDB: 2H5Z em
amarelo, 2FBD em cinza, 11lZ em magenta, 1GD6 em cyan, THEWL em azul,
1JSF em laranja e 1LMN em verde. As regides que apresentam diferencas entre
as estruturas estdo indicadas pelos numeros que mostram os residuos de
aminoacidos destas regides.

O RMSD entre as estruturas superpostas demonstrou que MdL1 é apenas
um pouco mais préxima das outras lisozimas de insetos (média RMSD de 1,09 A)
do que das outras lisozimas representadas por aves, mamiferos e peixes (média
RMSD de 1,19 A) (tabela 8). Este fato contrasta com a grande similaridade entre

as estruturas de insetos (RMSD de 0,66 A) e indica que as divergéncias para a

fungao digestiva exigiram uma maior adaptacao da estrutura.
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Tabela 8: Superposicdo dos representantes das lisozimas da familia 22 de
insetos: 2FBD_A, 2FBD_B, 2H5Z_B (Musca domestica), 1GD6 (Bombyx mori) e
IZ (Anthera mylitta); aves: 1THEWL (Gallus gallus); mamiferos: 1JSF (Homo
sapiens) e peixes: 1LMN (Oncorhynchus mykiss). O _A e _B no final dos codigos
do PDB denotam o monémero. Os niumeros na ultima coluna representam a média
dos valores dos nimeros marcados na escala cinza respectivamente.

Resolugédo Identid RMSD (A)

(2) ade (%) 2FBD_B2FBD_A 2H5Z_B 1GD6 1IIZ 1HEWL 1JSF mean
2FBD_A 1.90 100 0.24 0.27
2H5Z_B 1.92 100 0.34 0.24 1.09
1GD6 2.50 46 1.12 1.08 1.14 0.66
1117 2.40 43 .11
1HEWL 1.75 43
1JSF 1.15 46
1LMN 1.80 42

As adaptacdes evolutivas das lisozimas foram matéria de revisdo em
Prager, 1996, tais como, um menor numero de residuos de arginina, menos
ligacbes labeis a acidos (Asp, Asn e GIn), especificamente a falta da ligacao mais
labil a hidrélise acida Asp99-Pro99A (101 e 102 na numeracao do esquema de
Prager). Nesta regido em MdL1, definida pelos residuos 98-100, ha uma delecao
antes do residuo GIn100. Esta regido forma uma volta de conformagcao “mais
fechada” (menos exposta ao solvente) em relagdo a outras estruturas (figura 38),
este fato podera contribuir para a resisténcia desta enzima ao ataque proteolitico,

uma caracteristica das lisozimas digestivas.
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Figura 38: Zoom na volta (98-100) das lisozimas da familia 22 com o ligante
representado apenas pelos anéis. Superposicdo de carbonos-alfa de todas as
classes de animais representadas no PDB: 2H5Z em amarelo, 111Z em magenta,
1GD6 em cyan, THEWL em azul escuro, 1JSF em laranja e 1LMN em verde.

Outra adaptacédo das lisozimas digestivas estudada é um pH étimo mais
acido comparado com outras lisozimas (Dobson et al., 1984 e Prager 1996). A
diminuigao do pH 6timo é um reflexo direto da diminuigao nos valores de pK,s dos
grupos carboxila das cadeias laterais dos residuos cataliticos: o nucledfilo Asp50 e
o doador de protons Glu32. No pH étimo da enzima (= 5,0), o Asp50 esta
desprotonado e o Glu32 protonado. Considerando que a atividade da enzima

depende destes dois grupos ionizaveis, o pH 6timo da enzima é calculdado pela

média aritimética entre os pK,s destes grupos (Segel, 1993). Buscamos entao
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fatores na estrutura que justificassem uma reducdo nos pK,s dos grupos
cataliticos e consequentemente implicassem num pH 6timo mais acido para MdL1.

O fato do pH 6timo ser mais acido é parcialmente justificado na estrutura de
MdL1 pelo fato da existéncia de uma ligacao de hidrogénio entre o Oy da Thr107
com o Oe2 do Glu32. Comparado com outras estruturas do alinhamento (figura
36), esta treonina é substituida por uma alanina ou glicina em outras sequiéncias
de lisozimas que ndo podem formar a ligagao de hidrogénio. Mudancgas da Thr107
para glicina ou alanina foram feitas manualmente pela edigdo nas coordenadas do
PDB de MdL1 e calculos teéricos do efeito produzido pela mudanca sugerem que
a presenca desta ligagcdo de hidrogénio é responsavel pelo decréscimo de 0.6

unidades no pK, do residuo catalitico Glu32 (tabela 9).

Tabela 9: pKa teorico dos residuos cataliticos da MdL1 calculados pelo programa
PROPKA (Li et al., 2005). Os numeros separados pelas barras correspondem a
valores do pKa para o monémero A e B respectivamente.

Glu32 Asp50
Nativa (2FBD) 4.96/5.18 3.94/3.66
Complexo (2H52) 4.99/5.15 3.83/4.00
Complexo T107A 5.63/5.79 3.81/3.98
Complexo T107G 5.56/5.73 3.80/3.97

Realizamos uma comparagdo das interacbes da enzima MdL1 com o
ligante tetra-N-acetilglucosamina com a estrutura THEWL resolvida com o ligante
tri-N-acetilglucosamina, a densidade eletronica encontrada para o ligante na MdL1
mostra uma triose que corresponde ao (NAG)s nos seis subsitios de ligagdo de

substrato classificados -4 a +2, originalmente nomeado A a F, um por
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monossacarideo (Philips, 1967; Blake et al., 1967; Davies et al., 1997). A
configuracao é similar a da estrutura 1THEWL (Cheetham et al., 1992), os sitios -2
e -3 apresentam boas densidades, enquanto o -4 é apresenta uma densidade
pobre devido a baixa ocupancia e/ou desordem, este fato pode estar associado a
hidrélise do ligante em tri-,di-e monossacarideo e também pelo fato desta unidade
de acucar ndo apresentar interacdes com a proteina e com moléculas de agua. A
mesma razao da baixa ocupéancia/desordem devido a hidrélise pode explicar o fato
que nos encontramos um trissacarideo ao invés to tetrassacarideo que foi
incorporado por soaking (NAG)s.

Notamos que existem cinco ligacdes de hidrogénio conservadas feitas com
0 agucar do sitio -2, 0 O1 com W55 e W171 (4guas 74 e 76 na 1THEWL); N2 com
Ala104; O3 com Trp61; O7 com Asn57 sdo as mesmas nas duas estruturas. A
excecao é uma ligacdo de hidrogénio entre 0 O3 e GIn100 que é exclusiva da
MdL1. Este mesmo residuo faz outras ligagbes de hidrogénio com os atomos do
ligante O4 e O6 nas posi¢cdes -2 e -3 respectivamente. Na 1HEWL estas
interacbes sdo substituidas por ligacbes de hidrogénio entre os atomos OD2 do
Asp101 e OD1 Asn103 (numeracao da THEWL) e O6 do sacarideo na posigao -3
e -4 respectivamente. Fazendo uma comparagao com as outras estruturas de
insetos, notamos que na regido onde existe a delecao préoxima do residuo 100 é
similar a MdL1, mas nem AmL ou BmL tem um residuo de GIn na posicao 100,
sendo este ocupado por uma Thr ou His, respectivamente. Ambos aminoéacidos
nao sao capazes de formar a mesma interacdo com o substrato como a Gin da

MdL1.
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O ligante na MdL1 faz seis ligagdes de hidrogénio com as moléculas de
agua (figura 39). Duas destas aguas, W55 e W171, juntas com aguas W172 e
W18 formam uma rede na regido do sacarideo na posic¢ao -1, como visto na 1TH6M
(Vocadlo 2001). Esta rede esta presente na HEWL, com excecao para W18 (figura
40). Estas aguas estruturais mostram claramente o espaco reservado para o
sacarideo na posicao -1 e ajuda manter a cadeia lateral dos residuos cataliticos na

posicao.

(@) (b)

Figura 39: (a) Nomenclatura dos atomos de acgucar; (b) Esquema das interagdes
do ligante com suas respectivas distancias, as aguas estdo em cyan. Produzido
pelo LIGPLOT (Wallace et al., 1995).
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Figura 40: Vista estéreo da superposicdo da MdL1 (cinza e as aguas em verde) e
HEWL (amarelo e as aguas em magenta) mostrando as diferencas na interacao
com o ligante. Algumas ligacbes de hidrogénio estdo representadas pelas linhas
tracejadas.

A figura 41 mostra a interagdo do sitio ativo com o ligante. Verificamos o
ligante Q4 envolto no mapa de densidade eletronica [Fo-Fc] gerado pelo protocolo
do programa CNS “simmulated annealing omit map”. Este método consiste em
fazer um mapa “annealing” com uma regiao “omitida” (nesta caso o ligante), com
as principais interagbes observadas no sitio ativo da MdL1 representadas por

linhas tracejadas. Notamos que o residuo GIn 100 € essencial para interagdo com

o ligante.
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Figura 41: Vista estéreo das interacdes do ligante Q4 no sitio ativo da enzima
MdL1 representadas por linhas tracejadas. O mapa de densidade eletrénica [Fo-
Fc] mostrado na figura foi gerado a partir do programa CNS (Brunger et al., 1998)
utilizando o procedimento de simulated annealing omit map para o residuo do
ligante, o nivel contorno do mapa € 1c. A figura foi desenhada com o programa
PyMOL (Delano, 2002).
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6. Conclusoes

6.1. Celulase

A celulase XF0810 truncada (sem o C-terminal) XF0810c dominio celulase,
foi expressa e purificada da fragao soluvel do lisado bacteriano (E.coli);

A identidade da XF0810c foi confirmada através de espectrometria de
massa;

A purificacdo da celulase XF0810c foi realizada em duas etapas de
cromatografia: troca idnica e filiracdo em gel;

Foram realizados estudos sobre os estados de agregacdo da XF0810c
(DLS e filtragdo em gel analitica) mostrando que a proteina estava
provavelmente na forma de trimero e monémero;

O modelo da estrutura da celulase XF0810c foi gerado pelo programa
MODELLER e é composto por um barril TIM. Neste modelo foi verificada a
substituicdo de 4 residuos importantes que participam do sitio catalitico da
familia 5 de celulases;

O espectro de dicroismo circular mostrou que a XF0180c apresenta uma
caracteristica de hélices a e fitas B coerente com o enovelamento de barril
TIM;

XF0180c ndo demonstrou qualquer atividade no teste de atividade
enzimatica para exocelulase como era esperado a partir da modelagem;
Através dos ensaios de cristalizacao da XF0810c, foi detectada a presenca

de cristais em duas condi¢des de cristalizagao.
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6.2. Lisozima

e Alisozima 1 de Musca domestica (MdL1) foi cristalizada em uma condicao
previamente conhecida e através da técnica de soaking foi obtido o
complexo com o inibidor tetra-N-acetilglucosamina;

e O complexo da proteina MdL1 com o inibidor difratou até 1,9 A;

e O processamento de dados, do cristal difratado do complexo da proteina
MdL1 foi realizado com o programa HKL2000 resultando em um Rsym de
0,078 e uma completeza de 88,1% ;

e A estrutura da proteina MdL1 com inibidor foi resolvida pelo método de
substituicdo molecular utilizando o programa MOLREP e a estrutura nativa
(cédigo de 2FBD) como modelo;

e O refinamento do complexo da MdL1 foi realizado com os programas CNS
e REFMAC convergindo para um R= 0,178 e Rgee = 0,242 ;

e A estrutura da MdL1 com o inibidor foi depositada no PDB onde recebeu o
cédigo 2H5Z;

e Foi realizado uma comparacao estrutural MdL1 com outras lisozimas de 4
diferentes classes de animais onde foi demonstrado que o core estrutural
das estruturas € semelhante e que somente existem diferencas na regiao
do loops/voltas;

e Foi feito um estudo comparativo entre a lisozima de galinha resolvida com o
ligante tri-N-acetilglucosamina e a MdL1 com o ligante tetra-N-

acetilglucosamina e foi demonstrado que existem cinco ligacbes de
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hidrogénio que s@o conservadas entre as duas estruturas na interacdo com
o ligante. Todas estas interagées acontecem no sub-sitio -2 ;

Na MdL1 o residuo GIn100 interage com o ligante de forma Unica;

Nas lisozimas de insetos através de andlises de alinhamento estrutural,
verificamos no loop dos residuos 98-100 existe uma delecdo que o torna
menos exposto ao solvente, este fato poderia justificar a resisténcia destas
lisozimas a protedlise;

Foi verificado que MdL1 a presenca de uma ligagdo de hidrogénio entre o
Oy da Thr107 e o residuo catalitico Glu32. Em célculos teoricos de pKa,
esta ligacao seria responsavel pelo decréscimo de 0,6 unidades no pKa do
residuo catalitico Glu32, este fato pode justificar em parte a atividade da

lisozima digestiva atuar em um pH mais &cido.
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8. Anexos

8.1. Clorose variegada de citros (CVC) e Xylella fastidiosa

O estado de Sao Paulo (Brasil) e o estado da Flérida (USA) séao as
principais areas de citricultura do mundo. Sdo Paulo tem 164 milhdes de
laranjeiras e uma producdo anual de 374 milhdes de caixas de laranja,
correspondendo a 87% da producéo nacional € 30% da produ¢cdo mundial. Em
torno de 70% das laranjas produzidas no estado paulista é destinada a
companhias de suco concentrado de laranja (Machado

http://aeq.lbi.ic.unicamp.br/xf/home/mmachado.html). Apesar do grande potencial

produtivo, que pode chegar a mais de 40 toneladas por hectare (Donaldio &
Moreira, 1997), a cultura de citros é um alvo constante de iniUmeras pragas e
doengas que podem causar danos irreversiveis e que resultam na queda da
produtividade e na qualidade dos frutos. Dentre as principais doengas com grande
impacto econémico destacam-se a doenca clorose variegada de citros (CVC) que
foi constatada pela primeira vez no estado de Sao Paulo em 1987 (Rosetti et al.,
1990).

A CVC é considerada a doenca mais devastadora da citricultura (Donadio &
Moreira, 1998) afetando todas as variedades comerciais de laranja doce. Os
sintomas que a doenga apresenta sdo: redugcdo de tamanho das folhas, frutas
pequenas com casca muito rigida, maturacao prematura e variegacao das folhas
antigas (figura 42). A transmissao da doenca é feita através de vetores (insetos).
As possibilidades de controle da doenca incluem a remocgao de galhos infectados,

controle quimico do vetor de transmisséo através do uso de inseticidas e a total
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queima da planta infectada (Machado

http://aeq.lbi.ic.unicamp.br/xf/home/mmachado.html).

Figura 42: Sintomas da doenga clorose variegada de citros (CVC). Machado
http://aeg.Ibi.ic.unicamp.br/xf/home/mmachado.html

O agente causador da CVC é a Xylella fastidiosa (Rossetti et al., 1990),
uma bactéria Gram-negativa em forma de bastdo com parede celular rugosa
(Chang et al., 1993). Sua transmissao ¢é feita por vetores, insetos homépteros que
se alimentam do liquido contido no xilema (Coutinho et al., 1996). Estes insetos
utilizam-se de seu aparelho bucal, onde estdo as bactérias, para perfurar os vasos
da planta e sugar a agua e nutrientes do xilema. Portanto, as bactérias tém acesso
direto ao xilema durante a alimentacdo dos insetos. X. fastidiosa é também o

patégeno causador de outras doencas em plantas economicamente importantes
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como a videira, alfafa, pessegueiro, amendoeira e cafezeiro (Purcell & Hopkins,
1996).

Nao existe um consenso acerca do mecanismo de patogenicidade da
doenca, porém ha evidéncias indicando que a agregacao das bactérias no xilema
leva a uma oclusdao vascular, gerando um estresse hidrico (figura 43). Os
agregados de bactérias aparecem fixados nas paredes dos vasos por fitas
extracelulares produzidas pela bactéria. Estas fitas seriam formadas por fibras de
exopolissacarideos produzidos pelas bactérias. Além desta funcao de fixagao,
especula-se que 0s exopolisacarideos constituem uma rede que auxilia na
concentracao de enzimas e nutrientes (da Silva et al., 2001).

Apés a infeccdo de um vaso de xilema, a X. fastidiosa deve ser capaz de
colonizar outros vasos. O mecanismo de espalhamento da infeccao proposto
envolve a quebra parcial das membranas pontuadas. Estas membranas contém
pontuagdes, regides que nao possuem a parede celular secundaria, somente a
primdria, portanto sdo menos espessas. Especula-se que as celulases séo
utiizadas para romper as paredes da membrana priméria das pontuacgoes,
permitindo a migracdo das bactérias de um vaso a outro. Os sintomas que
aparecem nas plantas dependem da extensdo da colonizacdo. (Dow & Daniels,

2000).
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Figura 43: Microscopia eletrbnica de Xylella fastidiosa em vaso do xilema.
Machado http://aeq.Ibi.ic.unicamp.br/xf/home/mmachado.html

No ano de 2000 o genoma da X. fastidiosa foi sequenciado (Simpson et al.,
2000), sendo este o primeiro genoma de um fitopatdbgeno, representando
destaque na ciéncia brasileira. Para este estudo foram selecionados genes da X.
fastidiosa que codificam hidrolases (celulases, glicosidases e peptidases) (tabela
10), esta selecdo incluiu a predicdo de regides transmembrana a partir da
seqléncia primaria da proteina usando 0 servidor DAS

(http://www.sbc.su.se/~miklos/DAS/maindas.html, Cserzo et al., 1997), visando a

eliminagéo de proteinas de membrana. As hidrolases estdo presentes no genoma
da X. fastidiosa e atuam na degradacao de polimeros de aclcares e aminoacidos
da planta hospedeira, afetando, desta forma o desenvolvimento das plantas
infectadas. Além disso, as celulases sdo importantes para a X. fastiosa, pois estao

associadas a obtencao de glicose e colonizacdo do sistema vascular da planta.
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Tabela 10 - Lista dos genes selecionados de X. fastidiosa com caracteristicas das
proteinas correspondentes: # aa — numero de aminoacidos, MM — massa

molecular, pl — ponto isoelétrico calculado.

Hidrolase Familia Cédigo # aa MM (Da) pl
Glicosilases Glicosil-hidrolase 3 XF 2355 335 35324.3 5.3
Celulase 5 XF 0810 565 61620.7 6.2

XF 0818 592 59967.4 5.7

XF 2708 356 39273.5 5.4

Peptidases Metalopeptidase M22 XF 0435 348 36798.4 5.8
Metalopeptidase M37 XF 0167 417 46554.2 9.6

XF 0805 319 34505.0 9.5

XF 0862 275 29633.6 6.9

XF 0987 285 30520.7 9.9
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Crystallization, data collection and phasing of two
digestive lysozymes from Musca domestica

Lysozymes are mostly known for their defensive role against bacteria, but in
several animals lysozymes have a digestive function. Here, the initial crystallo-
eraphic characterization of two digestive lysozymes from Musca domestica are
presented. The proteins were crystallized using the sitting-drop vapour-diffusion
method in the presence of ammonium sulfate or PEG/2-propanol as the
precipitant. X-ray diffraction data were collected to a maximum resolution of
19A using synchrotron radiation. The lysozyme 1 and 2 crystals belong to the
monoclinic space group P2, (unit-cell parameters a = 36.52,b=79.44, ¢ = 45.20 A,
B = 102.97%) and the orthorhombic space group P2,2,2 (unit-cell parameters
a="7390,b=9640,c=33.27 A_), respectively. The crystal structures were solved
by molecular replacement and structure refinement is in progress.

1. Introduction

Lysozymes (EC 3.2.1.17) catalyze the hydrolysis of 1.4-8-linkages
between N-acetylmuramic acid and N-acetylglucosamine residues in
the peptidoglycan of the bacteria cell wall. Based on sequence and
structure similaritics, these enzymes are classified into families 22, 23,
24, 25 and 73 of the glycoside hydrolases (Coutinho & IHenrissat.
1999).

Family 22 contains 219 type C lysozymes from vertebrates
(amphibians, fishes, birds and mammals), invertebrates (crustaceans,
arachnids and insects) and fungi (Coutinho & Henrissat, 1999). Hen
egg-white lysozyme (HEWL) is probably the best characterized
member of this family.

Lysozymes from family 22 are usually part of the defence system
against bacteria (Jolles & Jolles, 1984). However, some of these
lysozymes are also involved in the digestion of bacteria in vertebrates
that have a fermentation chamber in their foregut (for example,
ruminants such as Sos raurus and primates such as Presbyiis entellus)
and in insects that feed on decomposing organic material (for
example, the housefly Musca domestica; Lemos & Terra, 1991; Prager,
1996). These lysozymes present several adaptations to digestive
function: a high expression level in the gut, a resistance to proteinase
hydrolysis and bacteriolytic activity with an acidic pH optimum
(Dobson et al, 1984). Sequence alignments have been used to
propose the molecular basis of these adaptations (Prager. 1996: Regel
et al., 1998), but these hypotheses still remain to be tested.

The tertiary structure of digestive lysozymes is not known,
although 15 different lysozymes from family 22 have already been
crystallized, corresponding to 452 structures in the PDB. Despite the
fact that all lysozymes from family 22 share the same fold, slight
differences in their structures may be correlated to adaptations of
lysozyme to the digestive function.

Two digestive lysozymes are found in the M. domestica midgut
(lysozyme 1, AAQ20048: lysozyme 2, AAQ20047). Lysozyme 1 (122
amino acids. 13 816 Da) has previously been submitted to biochem-
ical characterization, showing that the lytic activity of this lysozyme
has a pH optimum of 4.5 and its affinity for bacterial cell walls
decreases as the ionic strength of the medium becomes higher
(Lemos et al, 1993; Ito et al. 1995). Lysozyme 2 (122 amino acids:
13 890 Da) is very similar to lysozyme 1 (81% similarity: 70% iden-
tity), but still remains to be characterized.

750 doi:10.1107/51744309106024201
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In this paper, the crystallization of lysozymes | and 2 is reported.
The tertiary structure of these digestive lysozymes may contribute to
the comprehension of the molecular basis of the adaptation of these
lysozymes to digestive function.

2. Methods
2.1. Crystallization

Both lysozymes were expressed as recombinant protein in Pichia
pastoris. An initial step of purification was ammonium sulfate
precipitation followed by ion-exchange chromatography (Cancado et
al.,2006). Samples of purified lysozyme 1 (9.6 mg ml ') and lysozyme
2 (98 mgml ™) from M. domestica were submitted to crystallization
trials using the sitting-drop vapour-diffusion method. Both samples
were in 10mM 2-morpholinoethanesulfonic acid (MES) pH 5.5
buffer. The experiment was set up by mixing equal volumes (1 pl) of
protein and reservoir solution in Cryschem plates. Initial screening
was performed using the commercial kits Crystal Screen and Crystal
Screen II from Hampton Research according to the manufacturer’s
instructions. Conditions showing crystalline structures were refined
by varying the pH of the buffers, the concentrations of precipitants
and the drop volumes to yield suitable crystals for X-ray data
collection. In the case of lysozyme 2, the condition was further refined
with additive solutions in two ways: (i) by using the Additive Screen
from Hampton Research according to the manufacturer’s instrue-
tions and (ii) by mixing the solutions of the Crystal Screen from
Hampton Resecarch with the crystallization drop (Birtley & Curry.
2003). In the latter case. 0.2 pl of the Crystal Screen was mixed with
1.5 pl of protein solution and 1.3 ul of the reservoir solution, leading
to a total drop volume of 3 pl. All experiments were carried out at
291 K.

2.2. Data collection, processing and phasing

Crystallographic data were collected at the protein crystallography
beamline DO3B-MX1 at Laboratorio Nacional de Luz Sincroton
(LNLS), Campinas, Brazil. This beamline is equipped with a MAR
CCD detector with a circular X-ray-sensitive surface of 165 mm in
diameter combined with a MAR DTB goniostat. Crystals were

Figure 1
{a) Crystals of lysozyme 1 measuring approximately 1000 pm in the longest
dimension,

scooped straight from the drop and cooled directly in a nitrogen-gas
stream to 100 Kin order to minimize radiation damage to the crystals
Data collection was carried out using the oscillation method with a
L.(¥ oscillation per frame and radiation of wavelength around 1.43 A.
DO3B-MX1 is a monochromatic beamline and operates at this
wavelength as a compromise between flux and absorption. The
solution in which the crystals were grown provided partial protection
against ice formation for lysozyme 1. A solution containing 20%
glycerol, 9% polyethyleneglycol (PEG) 4000, 12% 2-propanol and
0.05 M sodium citrate pH 4.2 was used as a cryoprotectant in the case
of lysozyme 2. The crystals were soaked for 5-10s in this solution
prior to flash-cooling in nitrogen gas. The data set was processed
using HKL-2000 (Otwinowski & Minor, 1997) and the CCP4 package
(Collaborative Computational Project. Number 4. 1994). Malecular
replacement was performed with the MOLREP program (Colla-
borative Computational Project, Number 4, 1994: Vagin & Teplyakov,
1997) using one monomer of the lysozyme structure from hen cgg
white deposited in the PDB with code lhew (Cheetham ez al.. 1992)
depleted of its waters and ligand as a search model. The identity of
the Thew sequence with lysozymes 1 and 2 is 38.5 and 36.2%. while
the similarity is 55.4 and 53.8%. respectively. In the case of lysozyme
2, molecular replacement was performed with the partially refined
lysozyme 1 as a search model.

3. Results and discussion

Initial crystallization trials with lysozyme 1 and lysozyme 2 resulted in
microcrystals in some conditions. In order to improve the quality of
these crystals, refinement of these conditions was performed. Crystals
grew in one to two wecks, leading to crystals of between 50 and
1000 pm in the longest dimension. Crystals usually formed clusters of
plates, especially for lysozyme 2. To minimize this clustering in the
crystallization of lysozyme 2, additives were tested.

The best condition found for lysozyme | was 1.4 M ammonium
sulfate, 0.1 M 4-(2-hydroxyethyl)piperazine-1-ethanesulfonic acid
sodium salt (sodium HEPES) pH 7.5 and 1% PEG 400 (Fig. 1). The
best condition for crystals of lysozyme 2 was the drop mixture
described in §2, where the reservoir solution consisted of 28%

Figure 2
{a) Crystals of lysozyme 2 measuring approximately 200 um in the longest
dimension.
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Table 1

Data-collection and processing statistics.

WValues in parentheses are for the highest resolution shell,

Lysozyme |

Lysozyme 2

Space group
Unit-cell parameters (A %)

P2,
a=3652_b="T944,
€= 4520,

P2,2,2
a=73.90,b=96.40,
©=3327,

@ =y =90.00, o=F=yp="52100
f= 10297
Mosaicity (%) 0.7 0.8
Temperature (K) 100 100
Wavelength (A) 1.431 1427
Oscillation (%) 1.0 10
Cystal-to-dectector distance (mm) 80.0 200
No. of frames 3 17 127
Resolution limits (A) 40.00-1.9 (1.97-1.90) 30.00-1.9 (1.97-1.90)
Neg(l) after merging 238 (56) 144 (2.1)
Completeness (%) 100.0 (99.8) 0.7 (74.1)
Multiplicity 3534 39 (1.8)
R 0.052 (0.222) 0089 (0.304)
No. of reflections TO004 69179
No. of unique reflections 19857 (1953) 17698 (1423)
B factor (Wilson plot) (A?) 20.0 233

2-propanol, 0.115 M sodium citrate pH 4.2 and 21% PEG 4000 and
the additive solution was No. 26 of Hampton Research Crystal Screen
(0.2 M ammonium acetate, (.1 M sodium citrate pH 5.6 and 30%
2-methyl-2.4-pentanediol) (Fig. 2). The cluster shown in Fig. 2 is not a
single crystal. In order to avoid multiple diffraction patterns, we
needed to break the cluster by touching its vertex, thus separating the
plates, which could be used as single crystals.

The crystals of both lysozymes 1 and 2 vielded diffraction data that
were processed to a maximum resolution of 1.9 A. The rotation
method was used for data collection and no prediction of the best
strategy (starting angle) was made for the data collection. Space
group P2, was assigned for lysozyme 1, while the crystal of lysozyme 2
showed the symmetry and systematic absences of the orthorhombic
space group P2,2,2. Table 1 summarizes the data-collection statistics.

The Matthews coefficient (Matthews, 1968) for two molecules of
lysozyme 1 in the asymmetric unit was calculated to be 2.3 ADa™",
giving a solvent content of 45.7%. For two molecules of lysozyme 2 in
the asymmetric unit, the cocfficient was 2.1 A? Da !, with a solvent
content of 40.4%. Clear peaks in the rotation and translation func-

tions were observed for the molecular-replacement solutions of
lysozyme 1. The initial electron-density maps of the proteins clearly
showed the expected differences in the side chains between lhew and
lysozyme 1. After a few cycles of refinement, the model of lysozyme 1
was used as a search model for lysozyme 2. Once again, clear peaks in
the rotation and translation functions were found and the electron-
density maps showed the differences between lysozyme 1 and 2. The
crystallographic models of these proteins are being built and refined.
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Abstract

Lysozymes (EC 3.2.1.17) catalyze the hydrolysis of 1,4-R-
linkages between N-acetylmuramic acid and N-acetylglucosamine
residues in peptideoglycan of the bacterial wall. Lysozymes from
family 22 are usually part of the defense system against bacteria.
However in ruminant artiodactyls and saprophagous insects,
lysozymes are involved in the digestion of Dbacteria. Here, we
report the first atomic structure of a digestive lysozyme in its
native and complexed forms, the crystallographic structure of
lysozyme 1 from Musca domestica larvae midgut (MdL1) . The
structural core is similar, but a careful analysis of a structural
alignment generated with 1lysozymes ¢ from four different classes
of animals reveals that significant differences occur in coil
regions. The loop from MdLl defined by residues 98-100 has one
deletion previous to residue G1lnl00, which leads to a less exposed
conformation and might Jjustify the resistance to proteolysis
observed for MdL1l and other digestive lysozymes from insects.
Furthermore, Glnl00 is directly involved in a few hydrogen bonds
to the ligand in a yet unobserved substrate binding mode. Another
unique feature of MdLl 1s a hydrogen bond between Thrl07 Oy and
Glu32 carboxylate group (catalytic acid/base). In other lysozymes
Thrl07 is replaced by alanine or glycine. Theoretical calculations
suggest that the presence of the hydrogen bond between Thrl07 and
Glu32 is responsible for a decrease of 0.6 units in the pK, of the

catalytic acid/base Glu32. Thus, this decrease might explain the
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acidic pH optimum presented by MdL1 and other insect digestive

lysozymes.

Introduction
Lysozymes (EC 3.2.1.17) catalyze the hydrolysis of 1,4-f-

linkages between N-acetylmuramic acid and N-acetylglucosamine
(NAG) residues in the peptidoglycan of the bacterial cell wall.
Based on sequence and structure similarity, these enzymes are
classified in the glycoside hydrolase families 22, 23, 24, 25 and
73 (Coutinho and Henrissat, 1999). Lysozymes c¢ are found in the
family 22, for which the hen egg white lysozyme (HEWL) is the best
characterized member.

Family 22 lysozymes are usually part of a defense system
against bacteria (Jollés and Jolles, 1984), although in some
animals these enzymes are also involved 1in digestion. For
instance, ruminant artiodactyls wuse lysozymes ¢ to cleave the
walls of Dbacteria growing in the fermentation chamber of their
foregut (Dobson et al., 1984). Besides those vertebrates, insects
that feed on Dbacteria growing in decomposing material (for
instance housefly Musca domestica and fruitfly Drosophila
melanogaster) also employ 1lysozymes ¢ to disrupt the bacteria
present in their diet (Lemos and Terra, 1991; Hultmark, 1996;
Prager, 1996) . Digestive lysozymes c share some specific
properties, such as high expression in the gut, resistance to
proteinase hydrolysis and Dbacteriolytic activity exhibiting an
acid pH optimum (Dobson et al., 1984). Sequence alignments have
been used to propose the molecular basis of these adaptations

(Prager, 1996) but these hypotheses still remain to be tested.
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HEWL was the first enzyme structure to be solved by X-ray
methods (Blake et al., 1965). The crystallographic structure of
the cocrystallised complex with tri-N-acetylchitotriose (NAG), led
immediately to proposals for the catalytic mechanism with the
indication of the two catalytic residues and of the six substrate
binding subsites labeled -4 to +2 (originally named A to F), one
per monosaccharide (Philips, 1967; Blake et al., 1967; Davies et
al., 1997). Besides that, it was proposed that the Glu35 acted as
a general acid protonating the glycosidic oxygen while the other
residue, Aspb52, acted as an electrostatic stabilizing group to
promote and stabilize the carbonium ion intermediate (Phillips,
1967). Recently, this mechanism has been revisited and catalysis
via a covalent intermediate formed with the catalytic aspartate
residue has been proposed (Vocadlo et al., 2001).

The tertiary structures of two lysozymes c¢ from the insect
immune system are known. For instance, the core structure of the
antibacterial protein from Tasar silkworm Antheraea mylitta (AmL)
(Jain et al., 2001) and the lysozyme from the silkworm Bombix mori
(BmL) (Ito et al., 1995) are similar to that of HEWL, although
differences in the amino acid residues forming the active site and
in some external loops had been observed. Nevertheless, the
tertiary structure of digestive lysozymes from insects has not
been previously reported.

Lysozyme 1 (MdLl; GenBank accession no. AY344589) is found in
the M. domestica larvae midgut and has 122 amino acids (13816 Da).
Its sequence shares 55.4% similarity and 38.5% identity with the
HEWL. It exhibits a pH optimum of 4.5 upon Micrococcus
lysodeikticus at an ionic strength of 0.1, 1is resistant to the

cathepsin D (an acidic proteinase) and its affinity for bacterial
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walls 1s affected by the ionic strength of the reaction medium
(Lemos et al., 1993; Ito et al., 1995).

The tertiary structure of M. domestica lysozyme 1 (MdL1l)
reported here is the first obtained for a digestive lysozyme. The
comparison of this structure with digestive and non-digestive
lysozymes was used in the attempt to elucidate the molecular basis

of the properties of insects’ digestive lysozymes.

Results and discussion

Overall structure

Both crystallographic structures of the MdL1l, with and
without (NAG),, present a dimer in the asymmetric wunit. These
structures have been refined, validated and deposited in the PDB,
where they received the codes 2H5Z and 2FBD, respectively. The

final R___ /R

cryst free

were 0.175/0.242 and 0.153/0.198, respectively, and
are presented on table 1 together with other refinement statistic
data. The dimer was scrutinized about its possible existence in
solution and biological significance in two different ways. The
first approach was in silico via the program PISA (Krissinel and

Henrick, 2005) at http://www.ebi.ac.uk/msd—

srv/prot_int/pistart.html. The calculated dimer interface area 1is

490.9 A’ (less than 8% of the monomer surface), presenting seven
hydrogen bonds and a complexation significance score of zero,
indicating that the interface of the dimer does not occur
naturally and is probably a result of crystal packing. We also
measured the dynamic 1light scattering of the sample which had a
monodisperse pattern with particles of 13 kDa of estimated mass.
Both methods wused are in accordance and 1imply that the dimer

present in the crystal is not the biological form of the enzyme.
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The monomers respect the lysozyme c¢ fold, consisting of a
central core of three long and one short e-helices (Thr4-Leulb5,
Glu2l-Ser34, 1I1e86-Glyl01 and Thrl07-Serll2), an antiparallel e-
sheet with two e-strands (Asp50-Tyr51 and Ile56-Asn57) and four
3,,~helices (fig. 1). The eight «cysteines form four conserved
disulfide bonds. The two stranded e-sheet differs from that of
other lysozymes where it wusually has three e-strands. A careful
inspection of the region corresponding to the absent first e-
strand, in the region of residue Val4o, shows an extended
structure that barely misses the Kabsch and Sander parameters
(Kabsch and Sander, 1983) used to define a e-strand.

Three sulfate ions, two polyethyleneglycol (PEG) molecules
and 311 waters are the final components of the 2FBD structure. One
of the sulfates is in the interface of the two molecules in the
asymmetric unit and makes no contacts with the protein, only with
solvent molecules. The other two sulfates are making hydrogen
bonds to Thr43B and Thr4B and solvent molecules. None of the
sulfates are close to the active site. Each PEG molecule was
modeled as a diethyleneglycol and was located in the active site
of each lysozyme monomer in the asymmetric unit. In 2H5Z, there
are 173 waters and the soaked 1ligand (NAG), modeled as a
trisaccharide in subsites -4 to -2. The interactions of these

molecules will be discussed in a following section.

Comparison with other lysozymes cC

Although 1lysozymes c¢ are one of the most abundant molecules
in the PDB, there are only four classes of animals represented:
mammals, birds, fishes and insects. Furthermore, all of these are
representatives of lysozymes associated with the immune function,

so far there are no digestive lysozymes deposited in the PDB. We
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have selected one example of each of these classes, 1JSF from Homo
sapiens placenta (Harata et al., 1998), 1LMN from Oncorhynchus
mykiss kidney (Karlsen et al., 1995), 1HEW from Gallus gallus egg
white (Cheetham et al., 1992), 1GD6 from Bombyx mori (Matsuura et
al., 2002) and 1IIZ from Antheraea mylitta (Jain et al., 2001), to
carry out a comparison to the structure presented in this study in
order to find possible reasons for the characteristics found in
the digestive lysozymes. The two structures available from insects
(1GD6 and 1IIZ) were included since they are closer related to the
one presented here and thus may provide more information.

The RMSD between the superposed structures (tab. 2) shows
that MdL1l is just slightly closer to the other insect structures
(mean RMSD of 1.09 A) than to the lysozymes representing birds,
mammals and fishes (mean RMSD of 1.19 A). This contrasts with the
greater similarity Dbetween the structures of the other insects
(RMSD of 0.66 A) and indicates that divergence towards a digestive
function required more adaptations of the structure. Another
interesting feature is that the mean RMSD between birds, mammals
and fishes (0.56 A) is smaller than that Dbetween silkworms
mentioned above.

A structural alignment shows nine regions of insertions or
deletions, with five of them at the C-terminal region of the
molecule containing residue 110 (fig. 1). The deletion of three
amino acids in the region of residue Ser20, where the residues
adopt a short 3, -helix configuration, seems to be a trait of the
insect 1lysozymes irrespective of its defensive or digestive
function. The structures in a second region containing gaps in the
alignment, between Val40 and the catalytic Asp50, show different
ways to accommodate and maintain residues Asn44, Asn/Aspd46 and

Ser48, which together with Asnb57, are responsible for the
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placement of the Asp50 side chain (fig. 1 and 2a). The biggest
unaligned region, around residue 70, includes a unique feature of
MdL1: the increment of the conserved hydrophobic cluster
containing Tyr60 and Trp6l by residues Tyr59, Phe69 and Tyr71l
(fig. 2A) . The deletion next to residue GIlnl00 is another
characteristic of insect lysozymes and renders the helix 5 with
three extra residues when compared with other lysozymes. Another
feature of the insect structures is the addition of a Trp/Phell2,
usually an isoleucine or methionine, to the aromatic cluster
formed by Trp25, Pheb54, Trpl08 and Trpl05. The differences in the
main chain in the region of residues 40-50, around 70 and 100,
have been noticed before even in the closely related structures,
such as turkey and hen egg lysozymes, which are only seven

residues different (Harata, 1993).

Ligand binding

The electron density found for the ligand showed a triose
corresponding to (NAG), in sites -4 (A) to -2 (C) of asymmetric
unit’s molecule B in a similar configuration as that of the 1HEW
structure (Cheetham et al., 1992) (fig. 2B). Sites -2 and -3
present good densities, while site -4 is poor either due to low
occupancy or disorder. The low occupancy of site -4 has been
associated with the hydrolysis of the ligand to shorter tri-, di-
and monosaccharides (Cheetham et al., 1992). Disorder may also
contribute to the weak density in site -4 since the sugar unit in
this site has no interactions with the protein or water molecules.
The same reasoning of low occupancy due to hydrolysis and disorder
can be used to explain the fact that we could only find a
trisaccharide instead of the tetrasaccharide that was soaked,

(NAG) , .
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Molecule A of the asymmetric wunit 1s not occupied by the
sugar, even though its active site is exposed to the same region
of solvent as molecule B’s occupied active site. One possible
reason is that i1f the trisaccharide was present in molecule A in
the same configuration as in molecule B, the sacharide in site -4
of molecule A would be in steric clash with G1Inl00 of molecule B.
The only other difference between the ligand sites of molecules A
and B 1is a different rotamer for the side chain of Glnl00. The
unbound molecule A rotamer is similar to the rotamers found in
both molecules of the unsoaked structure.

Contrasting to the absence of interactions with the
saccharide in site -4, there are six hydrogen bonds between the
ligand and sites -3 and -2 of MdLl (fig. 2B-C). Comparing these
interactions with those that occur in HEWL, it becomes clear that
the conservation is higher in site -2 than in -3, correlating with
the proximity of the reaction site. In fact, the hydrogen bonds
between the saccharide atoms in site -2 and the protein residues
or waters (01 with W55 and W171; N2 with Alal04; O3 with Trpé6l; O7
with Asnb57) are the same in MdLl and HEWL (where the waters are
numbered 74 and 76, respectively) (fig. 2D). The only exception is
a hydrogen bond between 03 and G1lnl00, which is unique to MdL1.
G1lnl00 shares two other hydrogen bonds with the ligands’ 04 and 06
atoms of the saccharides in positions -2 and -3, respectively. In
HEWL, these interactions are replaced by hydrogen bonds between
residues AsplO0l and Asnl03 (HEWL numbering) and the 06 of
saccharides in positions -3 and -4, respectively. In other insect
structures, this region is similar to MdLl, where there is a
deletion and the main chain is accommodated. But neither AmL nor
BmL has a Gln at position 100, this is occupied by Thr or His,

respectively. Both amino acids are wunable to form the same
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interactions with a substrate as the Gln from MdLl. Thus it 1is
expected that for the lysozymes of these insects, other residues
in the neighbourhood, possibly Arg99, can compensate for the lack
of the G1lnl00 interactions.

The ligand makes six hydrogen bonds to water molecules (fig.
2C) . Two of these waters, W55 and W1l71, together with waters W172
and W18 form a network in the region of saccharide in position -1,
as seen in the 1H6M structure (Vocadlo et al., 2001). This network
is present in HEWL, except for W18 (fig. 2D). These structural
waters clearly show the space reserved for the saccharide in
position -1 and help maintain the side chains of the catalytic
residues in position. In the native structure of MdL1l there is a
PEG molecule in the active site, partially occupying the position
-1 at 06 and -2 at the N-acetyl. This molecule changes the
disposition of the waters and prevents a comparison of the water

positioning prior and after (NAG), binding.

Stability in the digestive tract environment

Digestive 1lysozymes are active 1n an environment that
combines acidic pH and high proteolytic activity. Resistance to
the inactivation by acidic proteinases was described for cow
lysozyme, which 1is approximately six times more resistant to
pepsin than HEWL (Dobson et al., 1984). Similarly, MdLl activity
is totally recovered after incubation with an extract containing
cathepsin D, a digestive proteinase from the midgut of that insect
(Espinoza-Fuentes and Terra, 1987).

This MdLl property may be related to a reduction in the

number of sites recognized by cathepsin D, however this hypothesis
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can not be further analyzed since the substrate specificity of
insect cathepsin D is unknown. A low exposition to the solvent may
also be related to the resistance to proteinases. That might be
the case of the region between helix 5 and 6 of MdLl, specifically
residues Q99 through G101, which forms a loop that is shorter and
less exposed than in HEWL, making this region more protected from
an attack by proteinases.

Properties related to stability in acidic medium shared by
digestive lysozymes (Prager, 1996) are also present in MdL1l, such
as a low Arg content (5 in total) and fewer acid-labile Asp, Asn
and Gln bonds (20 in total), specially the lack of the most acid-
hydrolysis 1labile Asp99-Pro99A bond (101 and 102 in Prager

numbering scheme) .

pPH optimum

A distinguishing feature of MdL1 and other digestive
lysozymes 1is an acidic pH optimum, usually lower than those from
non-digestive lysozymes (Lemos et al., 1993; Prager, 1996). This
feature of the MdLl catalytic activity depends on the carboxylates
of Glu32 and Asp50, whose functionalities 1in catalysis were
defined based on comparison with HEWL. Glu32 1is the catalytic
acid/base while Asp50 acts as a nucleophile and forms a covalent
intermediate (Vocadlo et al., 2001). In this mechanism, Glu32
starts uncharged and Asp50 is negatively charged. Theoretical pKs
for these two catalytic groups were estimated based on the MdLl
structure (tab. 3). Considering that Lysl activity depends on
these two ionizable groups, its pH optimum is expected to be an

arithmetical mean between their pKs (Segel, 1993). Indeed, MdL1
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theoretical pH optimum (4.4) agrees with that experimentally
obtained (Lemos et al., 1993).

Based on this pH optimum, considering that pHs at each third
of the M. domestica midgut are 6.1, 3.1 and 6.8 (Espinoza-Fuentes
and Terra, 1987) and that bacterial wall is negatively charged at
these pHs (Price and Pethig, 1986), MdLl, whose pI is 7.6, should
be positively charged and would be more active at the second third
of the M. domestica midgut. In this region, MdL1l could contribute
to the 1lysis and digestion of bacteria (Espinoza-Fuentes and
Terra, 1987). Besides that, MdLl acidic pH optimum would prevent
damage to the natural flora in the last part of midgut, where MdL1l
activity is lower.

A reduction in the pKs of the catalytic groups is expected in
order to attain a more acidic pH optimum. In agreement with that,
theoretical pK, for Glu32 (5.1) is lower than that observed for
HEWL catalytic acid/base (6.5), whereas the catalytic nucleophiles
have similar pKs (3.5) (Yang and Hamaguchi, 1980). Coulombic
interactions, desolvation effects and hydrogen bonds will affect
the pK, with the latest being the most important (Warshel, 1981;
Mehler and Guarnieri, 1999; Porter et al., 2006; Davies et al.,

2006) . The structure of the MdLl shows a unique hydrogen bond
between Thrl07 Oy and Glu32 carboxylate group (fig. 2D) when

compared to the other structures in the alignment of figure 1B.
This threonine 1is replaced by alanine or glycine in the other
lysozyme sequences, which prevents such an interaction from
occurring. Further analysis of 98 sequences deposited in the
databank shows that this threonine is conserved in the digestive
lysozymes from M. domestica (AY344588 and AY344589) and Drosophila

melanogaster (LysD; AE003807), while Dbeing always alanine or
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glycine in all other 1lysozymes (data not shown). Theoretical
calculations of the effect produced by the change from Thrl07 to
glycine or alanine suggest that the presence of the hydrogen bond
between Thrl07 and Glu32 is responsible for a decrease of 0.6
units in the pK, of the catalytic acid/base (tab. 3). Indeed, an
analysis of the complex between HEWL and either (NAM-NAG-NAM)
(Strynadka and James, 1991) or (NAG), (Cheetham et al., 1992)
revealed that the residue Al110, which corresponds to Thrl07, is
part of a hydrophobic pocket that could contribute to increase the
pK of the catalytic acid/base.

Other residues in the neighboring area of Glu32 and Asp50
(Asn4d4, Gln55, Asn57 and Serl06) were also scrutinized for
specific changes that could lead to a pK, change. However no other
alteration was detected. The fact that only Glu32 is being
influenced is not unexpected since Asp50 has a much lower pK,
which is similar to that of a typical carboxylate, whereas Glu32

presents an unusually higher pkK,.

Materials and methods

Protein production, purification and crystallization

A single colony of Pichia pastoris transformed with pPic9kfl
coding for MdLl was grown in YPD medium (160 rpm, 28°C, 18 h).
Following that, the cells were harvested by centrifugation (2,500
X g, 4°C, 5 min), washed three times with autoclaved water,
resuspended in BMM medium containing 1% methanol (v/v) and
cultivated at 160 rpm and 28°C for 72 h. Aliquots of methanol

(final concentration 1%) were periodically (each 24h) added to the
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culture. Finally, the cells were discarded and supernatant
containing recombinant MdL1l was stored at -20°C.

Ammonium sulfate (0.652 g/mL) was added to the culture
supernatant containing MdL1 and incubated at 25°C for 18 h.
Following that, the mixture was centrifuged (10,000 x g, 1 h, 4°C)
and the pellet was resuspended in 20 mM sodium acetate pH 5.5.
This sample was dialyzed against the same buffer for 18 h at 4°C.
After that, this sample was loaded onto a Mono S HR5/5 column (GE)
previously equilibrated with 20 mM sodium acetate pH 5.5 and
proteins were eluted with a linear NaCl gradient (0 to 1 M; 20 mL;
flow rate: 1 mL/min). Eluted fractions (1.0 mL) containing
lysozyme activity were pooled and dialyzed against 10 mM 2-
morpholinocethanesulfonic acid (MES) pH 5.5. The purification of
MdL1l was checked by SDS-PAGE.

The purified MdL1l at a concentration of 9.6 mg ml' and in 10
mM 2-morpholinocethanesulfonic acid (MES) pH 5.5 Dbuffer, was
crystallized by vapour-diffusion sitting-drop, using a solution of
1.4 M ammonium sulfate, 0.1 M 4-(2-hydroxyethyl)piperazine-1-
ethanesulfonic acid sodium salt (sodium HEPES) pH 7.5 and 1%
polyethyleneglycol (PEG) 400 at 18° C (Marana et al., 2006). The
crystals of the complex between lysozyme 1 and tetra-N-
acetylchitotetraose ((NAG),) were obtained by socaking the sugar
into native crystals. (NAG), was dissolved in water to prepare a 1
mM solution and 1 pl of this solution was added to the solution
containing a crystal of MdLl, where the protein concentration was
0.7 mM prior to «crystallization. After this procedure, the

crystals were stored for one week at 18°C.
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Data collection and structure solution

Crystallographic data were collected at the DO03B-MX1 beam
line of the Brazilian Synchrotron Light Laboratory (LNLS). This
beamline is equipped with a MAR CCD detector combined with a MAR
DTB goniostat. Crystals were cooled directly in a nitrogen-gas
stream to 100 K. Data collection was carried out wusing the
oscillation method with 1.0° oscillation per frame and radiation

wavelength 1,431 A for the native dataset and 1.427 for the

complex one. Data processing was performed with the HKL2000
package (Otwinowski and Minor, 1997) and CCP4 package
(Collaborative Computational Project, Number 4, 1994). 1Initial

phases for the native structure were obtained Dby molecular
replacement using the HEWL structure deposited in the PDB with
code lhew (Cheetham et al., 1992) as a search model (Marana et
al., 2006). For the complex, one monomer of the MdL1l native
structure deposited in PDB with code 2FBD without waters was used
as a search model. In both cases, the MOLREP program (Vagin and

Teplyakov, 1997) was used.

Crystallographic refinement and validation

In the first cycle of structure refinement, a simulated
annealing procedure was used to reduce any bias towards the
template structures. This was accomplished with the program CNS
(Brunger et al., 1998). All further cycles were carried out with
the REFMACS5 program (Murshudov et al., 1997) from the CCP4 suite
(Collaborative Computational Project, Number 4, 1994) .
Visualization and model building was performed with the O (Jones
et al., 1991) and COOT programs (Emsley and Cowtan, 2004), where
3F -2F, and F_-F_ electron density maps were used to guide the

positioning of the atoms. Water molecules were added with the
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automatic procedure of ARP/WARP (Lamzin and Wilson, 1997) and by
visual dinspection. The tri-N-acetylchitotriose (CTO or (NAG),)
coordinates and topology parameters were obtained at the Hic-Up
data base (Kleywegt and Jones, 1998). The refined structure was
validated with the PROCHECK (Laskowski et al., 1993) program and

the tools available in COOT.

Structure analysis

Besides the graphics programs O and COOT used above, the
program PYMOL (DelLano, 2002) was employed to analyze the structure
of the molecule. Another five crystallographic structures and
their sequences were used in this analysis: 1JSF from Homo sapiens
placenta (Harata et al., 1998), 1LMN from Oncorhynchus mykiss
kidney (Karlsen et al., 1995), 1HEW from Gallus gallus egg white
(Cheetham et al., 1992), 1GD6 from Bombyx mori (Matsuura et al.,
2002) and 1IIZ from Antheraea mylitta (Jain et al., 2001). All the
structures were superimposed and structurally aligned using the
program COOT. Position of insertions or deletions where checked

visually.

DLS measurement

Dynamic light scattering (DLS) measurements of the purified
lysozyme were performed in a DynaPro' DLS system from Wyatt
Technology Corp. The sample, at 1.0 mg/ml concentration in 10 mM
MES pH 5.5, was centrifuged to 7,000 x g for 7 minutes and the

supernatant was submitted to 100 measurements.
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Table 1 - Data collection and refinement statistics.

Data collection Native (2FBD) Complex (2H5Z)
Space group P2, P2,
a=36.52, b=79.44, a=35.95, b=78.81,
; R. o c=45.20; c=44.79;
Unit cell (A; °) e = e =90.00, s = e — e = 90.00, s =
102.97 102.16
Mosaicity (°) 0.7 1.0
Resolution range (&) 30.00-1.90 (1.97-1.90) 30.00-1.92 (1.99-1.92)
I/¢(I) after merging 23.8 (5.6) 16.2 (2.4)
Completeness (%) 100.0 (99.8) 88.1 (82.0)
Multiplicity 3.5 (3.4) 3.8 (2.8)
R 0.052 (0.222) 0.078 (0.307)
No. of reflections 70004 62924
No. of unique reflections 19857 (1953) 16455 (1521)
Refinement
Rcrysta 0.153 0.175
e 0.198 0.242
r.m.s.d. bond lengths (A) 0.012 0.018
r.m.s.d. bond angles (°) 1.365 1.660
Average B-factors (A% 28.33 36.12
Ramachandran plot statistics by region (%)
Most favored 93.1 91.2
Allowed 6.9 8.8
Generously allowed 0.0 0.0
Disallowed 0.0 0.0
*R,,. = * |F () - F (h)| / e F (h), where F (h) and F_(h) are
observed and calculated amplitudes for reflection h. R, 1is

calculated by the same equation using 5 % of the data, chosen randomly
and omitted from the refinement.
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Table 2 - Superposition of lysozyme ¢ representatives from
insects: 2FBD_A, 2FBD_B, 2H5Z_B (Musca domestica), 1GD6 (Bombyx
mori) and IIZ (Anthera mylitta); birds: 1HEW (Gallus gallus);
mammals: 1JSF (Homo sapiens) and fishes: 1LMN (Oncorhynchus
mykiss). The _A and _B at the end of the PDB codes denote the
monomer. The numbers in the last column represent the mean values
of the numbers shaded in the respective gray scale.

Resolgti Identity RMSD (A)

on (A) (¥)  FBD_B 2FBD_A 2H57_B 1GD6 111z 1HEW 1JSF mean
2FBD_A  1.90 100  0.24 0.27
2H5Z_B  1.92 100  0.34 0.24 1.09
1GD6 2.50 46 1.12 1.08 1.14
1117 2.40 43 1.11
1HEW 1.75 43
1JSF 1.15 46
1LMN 1.80 42

Table 3 - Theoretical pK, of the MdLl catalytic residues calculated
with the program PROPKA (Li et al., 2005). The numbers separated
by slashes correspond to the values of pK for monomer A and B,
respectively.

Glu32 Asp50
Native (2FBD) 4.96/5.18 3.94/3.66
Complex (2H5Z) 4.99/5.15 3.83/4.00
Complex T107A 5.63/5.79 3.81/3.98
Complex T107G 5.56/5.73 3.80/3.97

136



1J8F
1LMN
1HEW
1GD6
1112
2FBD

1JsF
1LMN
1HEW
1GD6
1112
2FBD

(B)

51 10 20 30 60
I I ) I | |
KVFERCELARTLKRLGMDGYRGISLANWMCLA YGIFQINSRYWC
KVYDRCELARALKASGMDG YAGNS LPNWVCLS YGIFQINSRYWC
KVFGRCELAARAMKRHGLDNYRGYS LGNWVCAA YGILQINSRWWC
KTFTRCGLVHELRKHGFEEN--4LMRNWVCLV YGLFQINDRYWC
KRFTRCGLVNELRKQGFDEN--ﬁLMRDWVCLV YGLFQINDKYWC
KTFTRCSLAREMYALGVPKS--JELPQWTCIA YGIFQINNYYWC

: kA & : R *** phkk | akk
———C:::::::::D——C:D——q

70 g0 90 100 110 120

i | I L
NDGKTPGAVNACHLSCSALLQDNIADAVACAKRVVRDPQGIRARVA Rpkcqukovﬁ_?VQGQGw
DDGRTPGRHNVCGIRCSQLLTDDLTVAIRCAKRVVLDPNGIGAWVA LH DLRSYVAG
NDGRTPGSRNLCNIPCSALLSSDITASVNCAKKI VS DGNGMNAWVAWR] RCWGTDVQAWIRG

S ASPG——=DCNVKcsDLLTDDITKAAKCAKKIYKN—&RFDAWYGM GSLB- DISS

] STPG——#DCNVTCSQLLTDDITVASTCAKKIYKR ~TKFDAWSGW % han DISS j
QPENGRFSYNECHLSCDALLTDNISNSVTCARKIKSQ QGWTAWSTW kYCS'GSLa_glnndF

. * * % 1 s

'< D— DX (}——————{ZZZIF

Legenda na préxima pagina.

137



Figure 1 - (A) Stereoview of the overall fold of lysozyme c¢ shown
by the superimposed C ,—-traces of all animal classes represented in
the PDB: 2H5Z-Musca domestica (housefly)-yellow, 2FBD-Musca
domestica (housefly) —gray, 1ITZ-Antheraea mylitta (tasar
silkworm) -magenta, 1GD6-Bombyx mori (silkworm)-cyan, 1HEW-Gallus
gallus (hen) egg white-blue, 1JSF-Homo sapiens (human) placenta-
orange and 1LMN-Oncorhynchus mykiss (rainbow trout) kidney-green.
The circles illustrate regions presenting differences between the
structures, where the numbers indicate an amino acid residue
within the region. (B) Multiple alignment of representative
structures of lysozymes C: 1JSF, 1LMN, 1HEW, 1GD6, 1IIZ and 2FBD.
Residues involved directly in catalysis are marked in color and
residues which are not structurally aligned are 1in boxes. The
numbering refers to the 2FBD structure. This is a modified version
of an alignment produced with ClustalX (Thompson et al., 1997).
Asterisks (*) represent strictly conserved residues, while colon
(:) and dot (.) represent conserved residues in decreasing degrees
of conservation, respectively. The bottom line shows the secondary
structure of 2FBD with arrows for e-strands and yellow cylinders
for e-helices and green ones for 3, -helices.
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Figure 2 - (A) Stereoview of the stabilization of Asp50 side chain
(left) and a unique aromatic cluster in MdL1l (right). Black dashed

lines are representing hydrogen bonds. All the structures are
represented by the C,-trace from their equivalents of residues
Val40 to Cys74. The color scheme is the same as figure 1. The
(NAG), molecule 1is represented only by its sugar rings. (B)
Stereoview of the (NAG), binding to the sites -4 to -2 of MdL1
showing a simulated annealing omit map contoured at 1.0 sigma
around the (NAG), and the interactions with the protein (yellow)

and solvent molecules. (C) Schematic plot of the ligand
interactions with their respective distances and waters in cyan.
Produced with LIGPLOT (Wallace et al., 1995). (D) Stereoview of

the superposition of MdL1l (gray and waters in green) and HEWL
(yellow and waters in magenta) showing the differences in ligand
binding. The hydrogen bonds are represented by dashed lines.
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Uso exclusivo da CIBio:

Formulério de encaminhamento de projetos de pesquisa para anilise pela CIBio - Comissio
Interna de Biosseguranca da ABTLuS — Associaciio Brasileira de Tecnologia de Luz Sincrotron

Titulo do projeto: Estudos estruturais e funcionais de hidrolases de Xylella fastidiosa

Pesquisador responsével: Jodo Alexandre Ribeiro Gongalves Barbosa
Experimentador: Amanda Abdalla Valérnio

Nivel do treinamento do experimentador: [ ]-Iniciagdo cientifica, [ ]-mestrado, [ x ]J-doutorado,
[ J-doutorado direto, [ ]-pés-doutorado, [ ]-nivel técnico, [ J-outro, especifique:

Resumo do projeto:
A clorose variegada de citros ¢ uma doenga que atinge plantacdes de laranja comprometendo seriamente a produgac
agricola. O agente causador da clorose variegada de citros é a bactéria gram-negativa Xvlella fastidiosa. Esta bactéria
se encontra no xilema das plantas ou no aparelho bucal do inseto transmissor da doenca. Recentemente o genoma
completo da X. fastdiosa foi segiienciado.

As hidrolases sdo enzimas que catalisam reagdes de hidrélise, € portanto englobam as celulases, hexosaminidases e
peptidases. Estas enzimas estdo presentes no genoma de X fastidiosa e atuam na degradagio de polimeros de
acucares e aminoacidos da planta hospedeira. Desta forma, estas hidrolases afetam o desenvolvimento das plantas
infectadas. Além disso, as celulases s3o importantes para a X. fastidiosa pois estio associadas a obtengdo de glicose ¢
colonizagio do sistena vascular da planta.

Neste projeto pretendemos estudar os mecanismos de agdo de algumas das hidrolases de X. fastidiosa através de
técnicas de biologia molecular estrutural. Um total de nove genes de hidrolases foi selecionado do genoma ¢ estdo
distribuidos em quatro familias distintas. Duas destas familias nSo possuem estrutura atémica conhecida
Experimentos desde a clonagem & resolucéio da estrutura serdo executados visando contribuir para ¢ preenchimento
do espago estrutural, o conhecimento dos mecanismos da clorose variegada de citros e quica para o controle desta
doenca

A CIBio analisou este projeto em reunido realizada no dia: /(G e Zovd |

Parecer final: [?ﬁ—projeto aprovado, [ ]-projeto recusado, [ ]-projeto com deficiéncias, favor
comentarios abaixo:
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Presidente de\CIBio - ABTL
Prof. Dr. Jorg Kobarg
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F

Membro da CIBio - ABTLuS
Prof. Dr. Celso Eduardo Benedetti .
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Membro da CIBio - ABTLuS
Prof. Dr. Nilson Ivo Tonin Zanchin
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