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Introducao |

A Ohr (organic hydroperoxide resistance protein) é
uma peroxidase que apresenta dois residuos de
cisteina essenciais para sua atividade peroxidasica.
A Ohr de Xylella fastidiosa (Ohry;) pode adotar duas
conformacdes diferentes na regido do sito ativo. A
conformagdo ‘“fechada”, com as Cys reduzidas,
capaz de reduzir hidroperéxidos organicos, enquanto
que a conformagao “aberta”, contem as Cys
oxidadas na forma de um disulfeto." A Ohry é uma
proteina exclusiva de bactérias e esta envolvida na
resisténcia contra o estresse oxidativo induzido por
peréxidos organicos.” A estrutura da Ohr na sua
forma “fechada” € conhecida e esta disponivel no
PDB com os cédigos 1ZB8 e 1ZB9, com resolugéo
de 2,40A e 1,80A, respectivamente. Recentemente,
a estrutura cristalografica da Ohry na sua forma
“aberta” foi obtida, porém ainda n&o esta disponivel
no PDB.® Dando continuidade aos estudos por
homologia e dindmica molecular (DM) da Ohry em
sua conformagao aberta apresentados na 332
Reunido Anual da SBQ*, neste trabalho realizamos o
estudo da mudancga da conformagao ‘fechada” para
a “aberta” da Ohry por simulacdo de DM, na
temperatura de 348K, com o objetivo de ultrapassar
a barreira energética que possa estar impedindo a
mudanca de  conformacdo.  Verificando-se,
adicionalmente, o efeito da temperatura sobre a
conformagcdo adotada pela Ohry; durante a
simulagéo.

Resultados e Discussao |

As coordenadas iniciais da Ohr em sua
conformacao “fechada” foram adquiridas do PDB
(cédigo 1ZB8). A seguir, uma ligacdo dissulfeto
entre os residuos Cys61 e 0%3125 foi formada
utilizando o programa SYBYL 8.0° com o objetivo de
simular a enzima no seu estado oxidado e testar se
essa modificacao iria forgar a enzima a mudar para
a conformacdo “aberta”. Simulacées de MD
realizadas anteriormente, a 300K, 308K e a 323K,
ndo proporcionaram mudangas para a conformagao
“aberta”.” Sendo assim, com o intuito de ultrapassar
a barreira energética que possa estar impedindo a
mudanca de conformacao, realizou-se a simulacao
de DM a 348K, utlizando o mesmo protocolo,
aumentando-se, no entanto, a temperatura. A
S|mula(§‘ao foi feita usando o programa GROMACS
4.0.4.>" utilizando-se o campo de forca G43ail.
Inicialmente, a estrutura foi submetida a
minimizacdo pelos métodos steepest descent e
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conjugate gradient. A seguir, a proteina foi
posicionada no_centro de uma caixa cubica com
lados de 100A e a caixa foi solvatada com
moléculas de agua. A simulagédo das moléculas de
agua foi feita usando o modelo SPC.'" As moléculas
de 4gua foram minimizadas mantendo-se os atomos
da proteina fixos, seguido de uma minimizagcao do
sistema todo(proteina e moléculas de agua). O
sistema foi aquecido a 348K durante 37ps, seguido
por um periodo de 100ps para equilibrio do sistema.
Apds esse periodo, deu-se inicio a coleta de dados
por 10ns, a temperatura e pressdo constante,
aplicando-se condi¢des peridédicas de contorno. As
simulagbes das ligagbes de hldrogenlo foram
determinadas usando o algoritmo Shake."' O At foi 2
fs. As interagOes de Van der Waals foram limitadas
a uma distanciade9 A, ja as intera %oes eletrostaticas
foram tratadas pelo método PME. “A estabilidade da
S|mula9ao foi avaliada pela variagdo dos valores de
energla total do sistema (AE/E=8,67.10 ) e pela
variagdo dos valores de RMSD com relagdo a
conformagao inicial (RMSD=3A). Diversas distancias
interatdbmicas  foram monitoradas para a
comparagéo das duas conformagdes “fechada” e
“aberta”, respectivamente. Os valores das distancias
entre os residuos Arg19 e Glu51 variaram entre
2,9A e 12,2A.

Conclusoes |

Os resultados da simulacdo de DM da Ohry
realizada com aquecimento do sistema a 348K
indicam uma mudanca conformacional da proteina,
considerando-se que o sistema permaneceu estavel
durante a simulacdo e em determinados momentos
a Ohry; adotou a conformacao “aberta”.
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