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Introducéo |

A Clorose Variegada dos Citros (CVC) é uma das
doengas mais importantes da citricultura brasileira™
e é causada pela bactéria Xylella fastidiosa. Os
frutos de plantas com CVC sao pequenos,
endurecidos e amadurecem precocemente. Estes
frutos, em geral, sao madequados ao consumo in
natura e para a mdustrlallzagao] Proteinas de
resisténcia a hidroperoxidos organicos (Ohr) sao
proteinas encontradas exclusivamente em bactérias
e estdo envolvidas na resposta defensiva bacteriana
contra peroxidos organicos. A Ohr da X. fastidiosa é,
portanto, um alvo valido para a procura de novos
defensivos agricolas contra a CVC.

A Ohr é uma peroxidase dependente de tiol que
apresenta dois residuos de cisteina essenciais para
sua atividade peroxidasica. Ela pode adotar duas
conformagbes  significativamente diferentes na
regido do sito ativo. E postulado que a configuracao
“fechada”, com as cisteinas reduzidas, catalisa a
reducdo de hidroperdxidos organicos, enquanto que
a forma “aberta”, com as cisteinas oxidadas, €
requerida para a reciclagem da enzima.” Para a
aplicacdo de estratégias de desenvolvimento de
ligantes com base na estrutura da Ohr (SBDD) é
necessario conhecer as conformagdes mais
representativas da enzima. A estrutura da Ohr na
sua forma “fechada” é conhecida e esta disponivel
no PDB com os cédigos 1zb8 e 1zb9, com resolugéo
de 2,40A e 1,80A, respectlvamente A estrutura da
Ohr na sua forma “aberta” ndo € conhecida. O
objetivo deste trabalho é desenvolver um modelo da
Ohr, por modelagem por homologia e dindmica
molecular, em sua forma “aberta”, para a futura
aplicacao de estratégias de SBDD.

Resultados e Discussao |

A Ohr de Deinococcus radiodurans é uma
peroxidase homologa a Ohr de X. fastidiosa (52% de
homologia) que foi cristalizada em sua forma
“aberta” (coédigo PDB 1USP- resolugcdo 1 ,9A).
Inicialmente foi preparado um modelo por homolog|a
usando programa SWISS MODEL™. A seguir, este
modelo foi validado por dindmica molecular (DM).
Foram executadas duas simulacbes, uma da
proteina original em sua conformagédo “fechada”
(1288) e uma do modelo por homologia da proteina
“aberta”. As S|mulagoes foram realizadas no
programa Gromacs3.2.1°® ytilizando-se o campo
de forca G43al. Inicialmente, as estruturas foram
submetidas separadamente a minimizagcao pelos
métodos steepest descent e conjugate gradient. A
seguir, o sistema foi posicionado no centro de uma
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caixa cubica, com lados de 100 A e esta caixa foi
solvatada com moléculas de adgua. Apds esta etapa
o sistema foi neutralizado com a adicéo de 2 ions de
sédio. Subseqlientemente, as moléculas de agua e
os fons sodio foram minimizados mantendo-se fixos
os atomos da proteina, seguido de uma minimizagao
do sistema todo. A seguir, a simulacdo teve inicio
com o aquecimento do sistema, por um periodo de
25 ps, até a temperatura de 300 K, seguida de um
periodo de 50 ps para o equilibrio do sistema. A
partir desse ponto deu-se inicio a coleta de dados
por 3 ns, a temperatura e pressdo constantes,
aplicando-se condi¢des peridédicas de contorno. As
simulagbes das ligagbes de hldrogenlos covalentes
foram delimitadas pelo algoritmo Shake” O intervalo
de tempo usado foi de 2 fs. InteragGes do tipo Van
der Waals foram limitadas a distancia de 9 A,
enquanto que, as interagdes eletrostaticas foram
tratadas pelo método PME ® Os valores das
coordenadas atbmicas para toda a trajetéria, foram
registrados a cada 0,5 ps. A estabilidade das
simulagbes foi avaliada pela variagdo da energia do
sistema e pela variacdo dos valores de RMSD com
relacdo as conformagbes iniciais. Distancias
interatdbmicas entre atomos de residuos do sitio ativo
foram monitoradas para a comparagdo das duas
conformacdes “fechada” e “aberta”,
respectivamente. Foram observados deslocamentos
de até 21 A entre residuos do sitio ativo da Ohr
entre as conformacoes “fechada” e “aberta”.

Conclusoes |

A simulagdo da Ohr de X fastidiosa em sua
conformacdo “fechada” permaneceu estavel
(AE/E<10™), validando o protocolo de dinamica
molecular usado. A simulacdo do modelo por
homologia da Ohr em sua conformagéao “aberta” foi
igualmente estavel e sera usada para a aplicagédo de
estratégias de SBDD para o desenvolvimento de
ligantes especificos da enzima.
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