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Relatdério descritivo para a patente de invencdo: “USO DE
COMPOSTOS QUIMICOS INIBIDORES DA FOSFOMANOSE ISOMERASE PARA
CONTROLE DE CANCRO CITRICO E FITOPATOLOGIAS ASSOCIADAS AO
GENERO XANTHOMONAS”

CAMPO DA INVENGCAO

[001] 0 presente invento pertence ao campo da
agroguimica e quimica medicinal. O presente invento refere-
se ao uso de compostos quimicos como insumos agricolas
promissores e inéditos para o combate ao cancro citrico que
ocorre em plantacgdes de citros, causado pela bactéria
Xanthomonas citri subsp. citri (XAC). O presente invento
consiste na elaboracgcdo de composicdes que inibem a
fosfomanose isomerase (PMI), que estd associada com a
patogenicidade de XAC. Este invento também apresenta a
comprovagcdo funcional de que a PMI é essencial para a
patogenicidade de XAC, demonstrando que compostos
planejados para inibir seletivamente a PMI sdo eficazes no
controle do cancro citrico e fitopatologias associadas ao

género Xanthomonas.

DESCRICAO DO ESTADO DA TECNICA

[002] O Brasil é o maior produtor mundial de laranija,
com uma producdo estimada em mais de 17 milhdes de
toneladas em 2017 (FAO STAT, 2017), sendo o estado de Sé&o

Paulo responsavel por 78,7% de toda a producdo nacional
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(IBGE, 2018). Em 2016 as exportacdes de suco de laranja
concentrado somaram US$ 1,43 bilh&o, wvalor que colocou tal
commoditie na décima posigdo no ranking de exportacdes

brasileiras (FAO STAT, 2017).

[003] A produgdo de citros influencia também o mercado
interno brasileiro, uma vez que em 2016 o PIB gerado por
todos os elos da cadeia produtiva citrica foi de US$ 6,5
bilhées e, além disso, a citricultura gerou 200 mil
empregos diretos e indiretos (NEVES; TROMBIN, 2017).
Entretanto, o potencial econbmico da citricultura é
limitado, em ©parte, pelas doencas que afetam a sua
produtividade, como o cancro citrico, causado
principalmente pela bactéria Xanthomonas citri subsp. citri
(XAC) (KOLLER, 1994; LANZA et al., 2018), gque é uma doenca
causadora de prejuizos ao setor citricultor devido a queda
na produtividade e qualidade dos frutos (FERENCE et al.,
2018) .

[004] Desde 1995, o cancro ciltrico vem se alastrando de
maneira alarmante, principalmente no Brasil e nos EUA,
evidenciando a suscetibilidade dos citros frente a esse
fitopatdédgeno (BEHLAU; FONSECA; BELASQUE JUNIOR, 2016). Até
2009, o manejo da doencga era realizado por meio de medidas
preventivas com a erradicagcdo de plantas sintomaticas e
suspeitas, concomitantemente ao uso de inseticidas para
controle do minador dos citros, um inseto facilitador da
infeccdo por XAC (BEHLAU; FONSECA; BELASQUE JUNIOR, 2016;
SANCHES et al., 2014).

[005] Porém, o abrandamento da legislacdo a partir de

2013 e a extincdo do programa de erradicacdo de plantas
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contaminadas no estado de S&o Paulo e em outros estados em
2017, mudaram a estratégia de enfrentamento da doenca. O
foco do controle, que era voltado a prevencdo de plantas
doentes, passou a ser destinado a producdo de frutas sem
sintomas a partir da utilizacdo de medidas de manejo como
variedades menos suscetiveis, plantio de quebra-ventos ao
redor dos pomares, controle do minador dos citros e,
principalmente, aplicagdes de cobre (FERENCE et al., 2018;
BEHLAU, 2021). Apesar de eficiente para o controle do
cancro citrico e prevencdo de perdas, o uso regular de
cobre apresenta desvantagens importantes como acumulo no
solo com efeitos nocivos ao sistema radicular das plantas
citricas, contaminacdo ambiental e risco de desenvolvimento
de linhagens de XAC resistentes ao cobre (FERENCE et al.,
2018) . Assim, hé& a necessidade eminente de desenvolvimento
de medidas alternativas e mais sustentaveis de controle da
doenca.

[006] O presente 1invento apresenta a wutilizacdo de
compostos quimicos para controle de cancro citrico, com
base na inibicdo da fosfomanose isomerase (PMI) da bactéria
XAC. O presente 1invento apresenta em seu relatdrio
descritivo a comprovacdo funcional de que a PMI é essencial
para a patogenicidade de XAC e a eficacia dos compostos
planejados para a 1inibig¢do dos sintomas da doenca em
citros.

[007] Os documentos de referéncia de anterioridades a
invencdo proposta sdo listados abaixo.

[008] A tese de doutorado “Analise funcional dos genes
XANB e XYLAZ2 de Xanthomonas citri subsp. citri, agente

causal do cancro citrico” destaca a obtencao e
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caracterizacdo de mutante de delecdo da PMI e de seu
complementante para avaliacdo e validacd&o da proteina PMI
como essencial a patogenicidade de XAC, explicitando a
potencialidade de controle do cancro citrico por meio de
compostos que sejam capazes de inibir a PMI de XAC, para oS
quais é solicitada a protecéo.

[009] A dissertacéo de mestrado “Planejamento
computacional e avaliagcdo 1in vitro de novos potenciais
inibidores” informa a descoberta in silico de compostos com
o potencial de inibicdo da PMI de XAC para finalidade de
controle do cancro citrico, bem como as metodologias para a
mesma. Consta também teste de inibicdo in vitro da PMI
recombinante de XAC; entretanto, ndo é abordado na
dissertacdo o teste de patogenicidade in vivo com O0S

inibidores.

SUMARIO DA INVENCAO

[010] Os compostos gquimicos para controle de cancro
citrico e fitopatologias associadas ao género Xanthomonas

sdo compostos ou sais aceitdveis do mesmo, que consistem em

OH

e

N
o

»

TioH

0 e , sendo estes
exemplos de 1inibidores da PMI, e sdo utilizados para
fabricacdo de insumo agricola para controle de cancro

citrico.
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[011] Os compostos quimicos para controle de cancro
citrico e fitopatologias associadas ao género Xanthomonas
sdo utilizados para a inibicdo seletiva da Fosfomanose
isomerase (PMI).

[012] Os compostos quimicos para controle de cancro
citrico e fitopatologias associadas ao género Xanthomonas
sdo utilizados para fabricacdo de insumos agricolas para
fitopatologias causadas por Xanthomonas sp.

[013] A Fosfomanose isomerase (PMI) ¢é uma proteina
essencial para a patogenicidade da bactéria XAC e assim

pode ser alvo promissor para controle do cancro citrico.

OBJETIVOS DA INVENCAO

[014] Um objetivo da presente invencdo é apresentar a
utilizacdo de compostos quimicos para a utilizacd&o no

combate ao cancro citrico.

BREVE DESCRICAO DAS FIGURAS

[015] A Figura 1 - Desenhos dos oligonucleotideos
resultantes, sendo indicados os vetores pET28 (ou 29) e
PNPTS138 (negrito) nos quais os fragmentos amplificados com
0s respectivos oligonucleotideos foram clonados. Bases em
vermelho indicam regides de sobreposicdo com o fragmento
génico de interesse. Em letras minuGsculas estdo as bases
adicionadas para otimizagdo nas regides 5', Sitios de
restricdo estdo grifados em amarelo, com as respectivas
enzimas de restricdo identificadas acima e pontos de

clivagem representados por N/ As bases que sao
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transcritas nos cdbébdons de fim de traducdo (stop codon)
estdo grifadas em azul. Os residuos de aminoacidos das
tradugdes conceituais previstas da regido N-terminal de
cada proteina de 1interesse estdo mostrados em verde. As
temperaturas de melting (TM) dos oligonucleotideos estdo
indicadas. FW e RV se referem aos oligonucleotideos direto
e reverso para o fragmento indicado. KO indica o©s
oligonucleotideos utilizados na confirmacdo da delecdo e
complementagdo génicas. cPMI indica a regido codificante do
gene xanB, clonada em pNPTS138 para fins de complementacdo
génica do mutante de delecdo. 1lkb Up e 1lkb Down consistem
nos fragmentos flanqueadores de 1 kb da ORF a ser deletada.
[016] Figura 2 - Andlise dos produtos de amplificacéo
por PCR a partir de DNA genbdmico de XAC. Aligquotas de 3 uL
de cada reacdo de PCR foram analisadas em eletroforese em
gel de TAE agarose 0,8%. M | Padrdo de tamanho molecular
GeneRuler 1 kb Plus DNA Ladder (Fermentas). 1 | Produto de
PCR referente a regido codificante da PMI madura (1404 pb),
utilizada para clonagem no vetor pET28a. 2 | Produto de PCR
referente a regido codificante da PMI madura sem stop cdédon
nativo (1401 pb), utilizada para clonagem no vetor pET29%b.
3 e 4 | Produtos de PCR referentes aos fragmentos de 1lkb
upstream e downstream ao gene xanB, respectivamente. 5 |
Produto de PCR referente a regido codificante da PMI madura
(1404 pb), utilizada na construcédo do vetor de
complementacdo pNPTS138 CxanB. 6 | Produto de PCR referente
a regido codificante da PMI madura (1404 pb), utilizada na
construcgdo do vetor de expressdo pET4la GST PMI.

[017] Figura 3 - Anédlise de restricdo dos DNAs

plasmidiais para confirmacdo da clonagem dos fragmentos de
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interesse no vetor de propagacdo pJET 1.2. Entre 500 e 1000
ng de DNA plasmidial dos vetores de propagacdo foram
submetidos a dupla digestéo com as endonucleases
especificas e analisados em eletroforese em gel de TAE
agarose 0,8%. M | Padrdo de tamanho molecular GeneRuler 1
kb Plus DNA Ladder (Fermentas). Cada vetor de propagagao
PpJET 1.2 (2974 pb) foi digerido para excisdo dos seguintes
fragmentos. 1 | Regido codificante do gene xanB. 2 | Regido
codificante do gene xanB sem o respectivo stop cédon
nativo. 3 | Regido de 1 kb upstream ao gene xanB. 4

Regido de 1 kb downstream ao gene xanB. 5 | Regiéo
codificante do gene xanB para montagem do vetor de
complementacdo pNPTS CxanB. 6 | Regido codificante do gene
xanB para montagem do vetor de expressdo pET4la GST PMI.

Uma seta indica a altura da banda do vetor de propagacdo

pJET 1.2 (aproximadamente 3 kb), comum em todas as
amostras.
[018] Figura 4 - Anédlise de restricdo dos DNAs

plasmidiais para confirmagcdo da clonagem das regides
codificadoras da PMI nos vetores de expressdo da série pET.
Os vetores de expressdo recombinante foram digeridos com as
endonucleases especificas e analisados em eletroforese em
gel de TAE agarose 0,8%. M | Padrdo de tamanho molecular
GeneRuler 1 kb Plus DNA Ladder (Fermentas). 1 | Vetor de
expressdo pET28a PMI digerido com Xhol e Ndel. 2 | Vetor de
expressdo pET29b PMI C digerido com Xhol e Ndel. 3 | Vetor
de expressdao pET4la GST PMI digerido com £EcoRI e Xhol.
Tamanhos de bandas do padrdo mais prdéximos ao inserto e
vetor estdo indicados. Os plasmideos ©pET28a e pET29

possuem cerca de 5,3 kb, ja o pET4la possui 5,9 kb e os
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insertos referentes as regides codificantes da PMI possuem
1404 ou 1401 pb.

[019] Figura 5 - Andlise da expressédo, solubilidade e
purificacdo da XACPMI por SDS-PAGE. A figura mostra a
purificacdo da XACPMI (aproximadamente 53 kDa), obtida a
partir do vetor de expressdo pET28a PMI. I | Fracéao
insoltvel do 1lisado. S | Fracdo soluvel do lisado. D |
Depois da inducdo por IPTG. A | Antes da inducdo por IPTG.
M | Padrdao de massa molecular Pierce Unstained Protein Mw
Marker (Thermo). PC | Fracdo soluavel apds passagem pela
coluna de purificacdo. A proteina foi eluida pela aplicacéo
de um gradiente crescente de concentracdes de imidazol
(concentracdes em mM, mostradas em azul e ordem decrescente
de concentracdo). As eluicgdes foram realizadas com volumes
de imidazol referentes a cinco volumes de coluna. O ensaio
de expressdo teve um rendimento de 5 mg de proteina
recombinante por litro de meio de cultura. Massas do padréo
estdo indicadas a direita.

[020] Figura 6 - Andlise da expressdo, solubilidade e
purificacdo da XACPMI C sob SDS-PAGE. A figura mostra a
purificacgdo da XACPMI C (aproximadamente 53 kDa),
sintetizada a partir do vetor de expressdo pET29c PMI C. M
| Padrdo de massa molecular Precision Plus Protein™ Dual
Color (Bio-Rad). A | Antes da inducdo por IPTG. D | Depois
da inducdo por IPTG. S | Fracdo soluvel do lisado. I |
Fracdo insoltvel do lisado. PC | Fracdo soluvel apbs
passagem pela coluna de purificacdo. A proteina foi eluida
pela aplicacdo de um gradiente crescente de concentracdes
de imidazol (concentracdes em mM, mostradas em azul). As

eluicdes foram realizadas com volumes de imidazol
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referentes a cinco volumes de coluna. O ensaio de expresséao
teve um rendimento de 5 mg de proteina recombinante por
litro de meio de cultura. Massas do padrdo estdo indicadas
a esquerda.

[021] Figura 7 - Andlise da expressédo, solubilidade e
purificacdo da XACGST PMI por SDS-PAGE. A figura mostra a
purificacdo da XACGST PMI (aproximadamente 79 kDa) em

coluna de glutationa imobilizada, a partir do vetor de

expressdo pET4la GST PMI. M | Padrdo de massa molecular
Precision Plus Protein™ Dual Color (Bio-Rad). A | Antes da
inducdo por IPTG. D | Depois da inducdo por IPTG. S

Fracdo soluvel do lisado. I | Fracdo insoltvel do lisado. A

proteina foi eluida pela aplicacdo de 5 volumes de coluna
(5 ml) de glutationa reduzida a 10 mM, sendo EI-E5
(mostrados em vermelho) os eluatos referentes a cada um dos
volumes aplicados (1 ml). Massas do padrdo estdo indicadas
a esquerda. O ensaio de expressdo teve um rendimento de 6
mg de proteina recombinante por litro de meio de cultura.

[022] Figura 8 - Avaliacdo da atividade enzimatica da
XACGST PMI. A XACGST PMI purificada também foi submetida ao
teste gqualitativo de atividade enzimadtica wutilizando o
reagente de Seliwanoff. Branco | Composto por 0,1 M de D-
manose-6-fosfato, tampdo e o reagente de Seliwanoff. Reacdo
| Reacdo contendo 0,1 M de D-manose-6-fosfato, XACGST PMI
(0,3 mg/ml) em tampdo e o reagente de Seliwanoff. F6P |
Controle positivo contendo 0,1 M de D-frutose-6-fosfato,
tampdo e o reagente de Seliwanoff. A coloracdo vermelho-
amarronzada no tubo “Reacdo” permitiu a conclusdo de que a
XACGST PMI também possui a atividade catalitica predita de

conversdo de D-manose-6-fosfato em D-frutose-6-fosfato.
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Todos os tampdes utilizados foram constituidos de 50 mM
Tris-HC1 (pH 8,0), 100 mM NaCl.

[023] Figura 9 - Anadlise de restrigcdo do vetor de
delecdo pNPTS138 xanB. DNA plasmidial do vetor de delecdo
do gene xanB foi submetido a diversas digestdes com as
endonucleases utilizadas para a sua construcdo e analisado
em eletroforese em gel de TAE agarose 0,8%. Painel A
Representacdo grafica de um segmento do vetor de delecédo
PNPTS138 xanB. Painel B | Analise de restricdo do vetor de
delecao pNPTS138 xanB. M | Padrao de tamanho molecular
GeneRuler 1 kb  Plus DNA Ladder (Fermentas) . 1
PNPTS138 xanB digerido somente com EcoRI. 2 | pNPTS138 xanB
digerido com HindIII e EcoRI. 3 | pNPTS138 xanB digerido
com EcoRI e NheI. 4 | pNPTS138 xanB digerido com HindIII e
NheI. 5 | pNPTS138 xanB digerido com HindIII, EcoRI e Nhel.
Tamanhos de bandas do padrdo estdo indicados.

[024] Figura 10 - Metodologia para selecdo dos
possiveis mutantes deletados. Diferentes cultivos foram
realizados para facilitar o screening de linhagens mutantes
deletadas. 1-2 | Células de XAC eletrocompetentes foram
transformadas por eletroporacao com o vetor de delecao e,
em seguida, plaqueadas em agar-LB adicionado de canamicina
(Meio A). 3 | Coldnias transformantes foram repicadas em
agar-LB contendo canamicina e sacarose (Meio B) e &gar-LB
contendo somente sacarose (Meio C). 4-5 | Coldnias que néo
apresentaram crescimento nos meios B e C foram cultivadas
em caldo-LB (Meio D) e entdo estriadas em &gar-LB (Meio E)
para seu isolamento. 6 | Coldnias isoladas foram repicadas
nos meios A, B e C, para selecdo dos possiveis mutantes

deletados (aqueles que apresentaram crescimento apenas no
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meio C).

[025] Figura 11 - Confirmacédo da delecdo do gene xanB
por PCR. Analise dos produtos de PCR resultantes das
reagdes utilizando oligonucleotideos que hibridizam em
regides externas as regides upstream e downstream de 1 kb
ao gene xanB, com DNA molde de coldnias de XAC selvagem,
XccAxanB e o vetor de delecao pNPTS138 xanB. M | Padrdo de
tamanho molecular GeneRuler 1 kb Plus DNA  Ladder

(Fermentas); 1 | Produto de PCR utilizando XAC selvagem
como molde. 2 | Produto de PCR utilizando XccAxanB como
molde. 3 | Produto de PCR utilizando XccAxanB como molde,
digerido com a endonuclease EcoRI. 4 | Produto de PCR

utilizando o vetor pNPTS138 xanB como molde. As bandas
relevantes do padrdo de tamanho molecular estdo indicadas.

[026] Figura 12 - Construcdo do vetor de complementacéo
PNPTS CxanB e confirmacdo da orientacdo da clonagem do gene
xanB. A confirmacéo da construcao do vetor de
complementacdo pNPTS CxanB foi realizada por digestdo com
endonuclease, seguida pela anédlise por eletroforese em gel
de TAE agarose 0,8%. No painel superior: M | Padrdo de
tamanho molecular GeneRuler 1 kb Plus DNA  Ladder
(Fermentas). 1 | pNPTS CxanB digerido com a enzima de
restricdo EcoRI. O padrdo de digestdo do vetor mostra que a
montagem do vetor foil realizada com sucesso, uma vez dJue a
regido codificante apresenta 1404 pb, um tamanho compativel
com o observado no gel. 2 | Produto de PCR utilizando o par
de oligonucleotideos Up PMI FW-pNPTS cPMI RV e o vetor
PNPTS CxanB como molde. 3 | Produto de PCR utilizando o par
de oligonucleotideos Up PMI FW-pNPTS PMI FW e o vetor

PNPTS CxanB como molde. A observacdo de uma banda na altura
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de 2,4 kb na coluna 2 e a inexisténcia de bandas na coluna
3 comprova que a orientacdo da clonagem da regiédo
codificante do gene xanB no vetor de complementacdo é a
esperada. No painel inferior esta representada a
organizacgdo gendmica da regido do gene xanB, bem como o0s
oligonucleotideos wutilizados na PCR de confirmagdo da
orientacdo da clonagem.

[027] Figura 13 - Confirmacdo da complementacdo génica
do mutante XccAxanB. Andlise dos produtos de PCR
resultantes das reagdes utilizando oligonucleotideos que
hibridizam em regides externas as regides upstream e
downstream de 1 kb ao gene xanB, com DNA gendmico de XAC
selvagem e XccACxanB como molde. M | Padrdo de tamanho
molecular GeneRuler 1 kb Plus DNA Ladder (Fermentas); 1 |
Produto de PCR utilizando XAC selvagem como molde. 2
Produto de PCR utilizando XAC selvagem como molde, digerido
com a enzima EcoRI. 3 | Produto de PCR utilizando XccACxanB
como molde. 4 | Produto de PCR utilizando XccACxanB como
molde, digerido com a enzima EcoRI. A restricdo por EcCoRI
do fragmento amplificado ocorreu para XccACxanB e ndo para
XAC, <conforme esperado, resultando em duas bandas (um
fragmento de 1,4 kb e dois fragmentos de 1 kb), o que ¢é
compativel com o tamanho de xanB e das duas regides
flanqueadoras. As bandas relevantes do padrdo de tamanho
molecular estdo indicadas.

[028] Figura 14 - Ensaio de patogenicidade in vivo de
XAC (Xcc), XcchAxanB e XccACxanB, inoculadas por aspersdo em
Citrus aurantifolia. Plantas de Citrus aurantifolia foram
utilizadas para avaliacdo comparativa da patogenicidade e

viruléncia de XAC, XccAxanB e XccACxanB. Foram pulverizados

Petici0 870210040558, de 04/05/2021, pag. 18/364



13/88

10 ml de cada cultivo Dbacteriano e o mesmo volume de
solugdo salina (controle negativo) em quadruplicatas de
plantas. Apds serem destacadas das plantas, as folhas foram
fotografadas no vigésimo oitavo dia apds a asperséo.

[029] Figura 15 - Ensaio de patogenicidade in vivo de
XAC (Xcc), XcchAxanB e XccACxanB, inoculadas por infiltracéo
em Citrus aurantifolia. Plantas de Citrus aurantifolia
foram utilizadas para avaliacéo comparativa da
patogenicidade e viruléncia de XAC, XccAxanB e XccACxanB.
Para cada uma das condig¢des foram infiltradas quatro folhas
de ramos 1independentes, atentando-se para gque todas as
plantas tivessem folhas infiltradas com as trés linhagens
bacterianas e o controle negativo com solucdo salina (0,9%
de NaCl). As fotografias foram obtidas no vigésimo dia apds

a infiltracéo.

[030] Figura 16 - Efeito de XanB na motilidade de XAC.
As linhagens XAC (Xcc), XccAxanB e XccACxanB  foram
avaliadas quanto a motilidade segundo metodologia
padronizada por Malamud e colaboradores (2011) . As

linhagens foram cultivadas até que atingissem DOsgs nm igual
a 0,3. Trés pl de cada cultivo foram pipetados no centro
das placas de Petri de 5,1 cm de didmetro com agar-LB 0,7%.
Apdbs 1isso, as placas foram incubadas a 30°C por 48 horas
sem agitacdo e registradas digitalmente (Painel superior).
O diédmetro das coldnias obtidas foi mensurado utilizando o
software ImagedJ e a média das medidas estd apresentada no
painel inferior. Barras de erro indicam o desvio-padrdo
absoluto de cada uma das triplicatas. A andlise estatistica
dos dados foi realizada pelo teste de Tukey, com nivel de

confianca de 95% por meio do software Minitab (15.2).
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[031] Figura 17 - Efeito de XanB na formacdo de
biofilme. As linhagens XAC (Xcc), XccAxanB e XccACxanB
foram avaliadas quanto a formacdo de biofilme segundo
metodologia padronizada por O’Toole e Kolter (1998). Os
resultados estdo apresentados como a média da razdo entre a
absorbancia de cristal violeta em 595 nm e a densidade
bptica de cada cultivo bacteriano imediatamente antes da
mensuracdo da formacdo de biofilme (Asos nm/DOs9s nm) . AS
medidas foram auferidas em 24, 48 e 72 horas. Barras de
erro indicam o desvio-padrdo absoluto de cada uma das
sextuplicatas.

[032] Figura 18 - Efeito de XanB na resisténcia a
radiacdo ultravioleta. As linhagens XAC (Xcc), XccAxanB e
XccACxanB foram avaliadas quanto a sobrevivéncia apbds
exposicdo a radiacdo ultravioleta por 15 minutos a uma
disténcia de 60 cm da fonte de luz. Os resultados estao
apresentados em porcentagem de sobrevivéncia (% de
sobrevivéncia), a qual foi calculada a partir dos controles
de cada linhagem Dbacteriana ndo exposta a radiacéao
ultravioleta. A anadlise estatistica dos dados foi realizada
pelo teste de Tukey, com nivel de confianca de 95% por meio
do software Minitab (15.2).

[033] Figura 19 - Alinhamento multiplo final das
sequéncias da Fosfomanose isomerase e as respectivas as
estruturas indicadas como hombélogas pelo BLASTp (PDBs 1IDs
1H5R, 2CU2, 2X5S e 2QH5) apds o refinamento. Os aminoacidos
com coloracdo azul escuro pertencem a folhas-f, enquanto
que aqueles com coloracdo verde pertencem a o-hélices. Os
aminodcidos que tiveram seus rotdmeros modificados estdo

realcados em azul. A simbologia de asterisco (*) representa
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a presenca de um uUnico residuo totalmente conservado, dois
pontos (<) indica a conservacgao entre grupos de
propriedades fortemente semelhantes, e um ponto (.) indica
a conservagcdo entre grupos de propriedades fracamente
semelhantes.

[034] Figura 20 - Validacdo do modelo gerado para a
Fosfomanose isomerase de Xanthomonas citri subsp. citri
mostrando a posicdo do ligante glicose-1l-fosfato e sua
posicdo em relacdo ao ligante cristalografico, quando
utilizados os programas GOLD e GLIDE. A estrutura em verde
corresponde ao modelo gerado (Hipdétese 4) e a em rosa
corresponde a estrutura cristalografica PDB ID 1HSR.

[035] Figura 21 -Curva ROC obtida para o estudo dos 30
compostos relatados como mais potentes e menos potentes do
BindingDB com respeito ao modelo agui obtido para a
proteina Fosfomanose isomerase de Xanthomonas citri subsp.
citri.

[036] Figura 22 - Representacdo dos modos de interacdo
dos compostos selecionados DL.03874928, DL.03999102,
DL04091967 e DL35935889 na regido do sitio ativo do modelo

de XAC em duas dimensdes obtidas como resultado do programa

GOLD.
[037] Figura 23 - Inibidor DL04091967 (em representacdo
stick) docado no sitio ativo do modelo da PMI de

Xanthomonas citri subsp citri (em representacdo Ribbons).

[038] Figura - 24 - Alinhamento multiplo final das
sequéncias da Fosfomanose isomerase humana (PMI) e as
respectivas as estruturas indicadas como hombélogas pelo
BLASTp. (PDBs IDs Bb5NW7 e 3HIM). Os aminodcidos com

coloracao azul escuro pertencem a folhas- enquanto aqueles
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com coloracdo verde pertencem a o-hélices. A simbologia de
asterisco (*) representa a presenca de um Unico residuo
totalmente conservado, dois pontos (:) indica a conservacgéo
entre grupos de propriedades fortemente semelhantes e um
ponto (.) indica a conservacdo entre grupos de propriedades
fracamente semelhantes.

[039] Figura 25 - Curva ROC obtida para o estudo dos 30
compostos relatados como ativos e inativos no BindingDB
para a proteina PMI de Homo sapiens.

[040] Figura 26 - Inibidores de PMI de XAC selecionados
por triagem computacional utilizando o modelo
tridimensional da PMI de XAC: 1) 2-(hidroximetil)-6-[2-
(hidroximetil)phenoxi]oxano-3,4,5-triol (DL03874928); 2) 2-
(hidroximethil)-6-[ (piridina-2-il)amino]oxano-3,4,5-triol
(DL35935889) ; 3) 2-(hidroximetil)-6-1[ (4-
metilfenil)amino]oxano-3,4,5-triol (DL03999102) e 4)1-(4-
{[3,4,5-trihidroxi-6- (hidroximetil)oxa-2-
il]J]amino}fenil)eta-1-ona (DL040919%67).

[041] Figuras 27, 28 e 29 - Avaliacdo do efeito
preventivo dos sintomas do cancro citrico por inibidores
selecionados por triagem computacional e aplicados por
aspersdo em folhas de plantas de limdo galego, seguida da
aspersédo de XAC. No controle foi aspergido apenas agua,

seguido da aspersdo de XAC.

DESCRICAO DETALHADA DA INVENCAO

[042] O presente invento consiste na utilizacdo de um
composto ou de um sal aceitdvel do mesmo, em que o referido

composto é selecionado a partir do grupo que consiste em:
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0 e para ser
utilizado no controle de cancro citrico, através da
inibicdo seletiva da Fosfomanose isomerase (PMI).
[043] O contetildo a seguir apresenta modalidades de
etapas principais e testes realizados gque chegam a
proposicdo do uso dos compostos acima como inibidores de
PMI no controle do cancro citrico e nd&o devem ser
considerados como limitantes do presente invento.
[044] As etapas de proposicdo do uso de inibidores de
PMI no controle do cancro citrico consistiram em:
- Etapa I: Anédlise Funcional para comprovagcdo da PMI
como proteina essencial para a patogenicidade de XAC.
- Etapa 1II: Ensaios e experimentos realizados 1in
silico para planejamento de inibidores seletivos da

PMI de XAC.

Etapa I - Analise Funcional para comprovacgdo da PMI como

proteina essencial para a patogenicidade de XAC

Linhagens bacterianas, meios e condig¢des de cultivo

[045] A linhagem Xanthomonas citri subsp. citri 306
(XAC) foi armazenada a -80°C em meio Luria-Bertani (LB,
Sigma) com 10% de glicerol. Os cultivos de XAC, E. colil
DH5x e E. coli BL21(DE3) em meios sé6lido e liquido foram

realizados em &gar-LB (Sigma) e caldo 1B (Sigma),
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respectivamente. Para XAC, os cultivos foram incubados a
30°C e 200 rpm, e para as linhagens de E. coli, a

temperatura foi de 37°C e 250 rpm.

Enzimas, kits e procedimentos em biologia molecular

[046] Para a extragcdo de DNA gendmico de XAC foi
utilizado o PureLinkTM Microbiome DNA Purification Kit
(Invitrogen). DNA polimerase (Phusion High Fidelity DNA
Polimerase), enzimas de restricdo, vetor de propagacdo e
demais kits de extracdo de DNA foram adquiridos da
Fermentas-Thermo Scientific e da Cellco Biotec. Os
antibidéticos ampicilina, canamicina e gentamicina foram
obtidos da Sigma.

[047] Quando nao detalhados, os procedimentos de
biologia molecular foram conduzidos exatamente como

descritos anteriormente (AUSUBEL, 2002).

Desenho e sintese de oligonucleotideos

[048] Os oligonucleotideos utilizados na amplificacéo
por PCR (Polymerase Chain Reaction, Reacdo em Cadeia da DNA
Polimerase) da regido codificante da fosfomanose isomerase
de XAC foram projetados com base na sequéncia depositada no
GenBank (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank/), cujo cbédigo
de acesso é XAC3580/AAM35493.1 (GDP-mannose
pyrophosphorylase), de tal forma a coincidirem 15-20 bases
da regido 5' da fita codificante e da sua respectiva fita
reversa complementar (3' do fragmento génico).

[049] As andlises in silico da ORF XAC3580 utilizando o
software SignalP 4.0 (PETERSEN et al., 2011)

(http://www.cbs.dtu.dk/services/SignalP) indicaram auséncia
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de peptideo sinal na sequéncia peptidica predita.

[050] Para a construgdo do plasmideo de delecdo do
gene-alvo (PMI, ORF XAC3580), foram projetados
oligonucleotideos designados a amplificacdo por PCR das
regides de 1 kb upstream e downstream a ORF XAC3580, com
base na sequéncia do genoma completo de XAC, depositada no
GenBank sob o cdédigo de acesso NC 003919.1.

[051] Para a confirmacdo da delecdo e complementacdo
génicas, foram desenhados pares de oligonucleotideos que
hibridizam em segmentos adjacentes as regides flanqueadoras
upstream e downstream de 1 kb. Como tais oligonucleotideos
ndo hibridizam nos vetores de delecdo e complementacdo, tal
estratégia foi adotada <criteriosamente no sentido de
certificar que os produtos de PCR obtidos a partir das
linhagens mutante e complementante sdo oriundos de
hibridizacdo dos oligonucleotideos no DNA cromossdémico das
linhagens e ndo no vetor plasmidial utilizado.

[052] Todos os oligonucleotideos possuem sitios de
restricdo estrategicamente posicionados para a posterior
clonagem dos produtos de PCR nos vetores de propagacado,
expressdo, delecdo e/ou complementacdo.

[053] Foi utilizado o software Lasergene 7.1
(www.dnastar.com) para a analise das sequéncias
nucleotidicas, bem como para a escolha e posicionamento dos
sitios de restricdo das endonucleases adotadas, de modo que
tais sitios ndo estivessem ©presentes nas sequéncias
nucleotidicas a serem clonadas.

[054] Foram inseridas bases adicionais as extremidades
5'" de alguns oligonucleotideos para possibilitarem, caso

necessario, clonagem direta no vetor de expressdo e,
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também, otimizacdo dos parametros termodindmicos como
temperatura de transicdo de fase (melting temperature) e
temperatura de formacdo de superestruturas indesejaveis
como hairpins, homo e hetero dimeros de hibridizacdo oligo-
oligo. Tais otimizag¢des foram feitas com o software
OligoAnalyzer 3.1
(http://www.idtdna.com/analyzer/Applications/OligoAnalyzer)

Os oligonucleotideos foram sintetizados pela Exxtend
(Paulinia-SP, Brasil).
[055] A Figura 1 apresenta a sequéncia de todos os
oligonucleotideos e o0s respectivos vetores utilizados e a
Tabela 1 apresenta os pares de oligonucleotideos e seus

respectivos produtos de PCR e usos.

Tabela 1 — PARES DE OLIGONUCLEOTIDEOS E SEUS RESPECTIVOS
PRODUTOS DE PCR (pPCR), FUNCOES E VETORES NOS QUAIS FORAM

CLONADOS
Par de Produto de PCR (pPCR) Funcgéao
oligonucleotideos
PET2829PMI FW e Regido codificante do Expressao
PET2829PMI RV gene xanB (pPCR1) ,

- Heterdloga
PET2829PMI FW e Regido codificante do Expressao
PET2829PMI RV C gene xanB sem o stop ,

- - . Heterdloga
codon nativo do gene
(pPCR2)
PNPTS cPMI FW e Regido codificante do Expressao
PET2829PMI RV gene xanB a ser clonada Heterdl
no vetor pET4la (pPCR3) eteroLoga
Up PMI FW e Regido de 1 kb upstream Delecdo
Up_PMI RV ao gene xanB (pPCR4)
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Génica
Down_PMI FW e Regido de 1 kb Delecéo
Down_PMI RV downstream ao gene xanB Gan;
(PPCRS5) énica
KO PMI FW e Regido de 2 kb (linhagem | Confirmacdo da
KO_PMI RV mutante XccAXanB) ou de delecdao e
3,4 kb (linhagem complementacédo
selvagem XAC) génicas
PNPTS cPMI FW e Regido codificante do Complementacao
PNPTS_cPMI_RV gene xanB (pPCR6) génica
[056] Foram projetados dois oligonucleotideos reversos

que hibridizam na regido 3° do fragmento génico codificante
da fosfomanose  isomerase, objetivando o aumento da
variabilidade de produtos de expressdo quanto a presenca e
posicionamento da(s) cauda(s) de histidinas. Além disso, um
par de oligonucleotideos permite a amplificacdo de um
fragmento génico que resulta na obtencéo da PMI
recombinante fusionada a glutationa-S-transferase (GST)

guando clonado no vetor pET4la.

Extracdo de DNA gendmico

[057] Para a extracdo de DNA gendmico de XAC, uma
colbnia isolada foi inoculada em 10 ml de caldo LB, seguida
de incubacdo a 30°C e 200 rpm até que o cultivo atingisse a
DOs95nm igual a 0,5. As células foram coletadas por
centrifugacdo e lavadas trés vezes com PBS (Tampdo 50 mM
fosfato de sédio pH 7,4; 150 mM NaCl).

[058] Em seguida, o pellet de bactérias foi utilizado
para a extracdo de DNA genbmico por meio do kit PureLink™

Microbiome DNA Purification Kit (Invitrogen), segundo
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instrucgdes do fabricante. O DNA foi suspendido em &gua
mili-Q e quantificado por espectrometria a 260 nm.
Amplificagdo e clonagem dos fragmentos génicos de interesse
[059] Os fragmentos génicos de interesse foram
amplificados por PCR utilizando DNA gendmico de XAC como
molde e 0s oligonucleotideos correspondentes. As
amplificagdes foram realizadas em um termociclador C1000
Touch (Bio-Rad) segundo o descrito a seguir:

- 50 ng de DNA gendmico

- 0,25 uM de oligonucleotideo FW

- 0,25 uM de oligonucleotideo RV (ou RV C)

- 1 U de Phusion DNA polimerase

- 1,5 mM de MgCl,

- 0,2 mM de dNTP

- HO MilliQ g.s.p 50 pl

[060] Os ciclos wutilizados nas amplificacdes por PCR
destinadas ao isolamento dos fragmentos génicos de
interesse estdo descritos na Tabela 2 e os produtos de PCR
analisados ©por eletroforese em gel de agarose estéo
mostrados na Figura 2.

TABELA 2 - CICLOS DE PCR UTILIZADOS NA AMPLIFICACAO DOS
FRAGMENTOS GENICOS

PPCR Produtos de PCR
Etapa
Temperatura Tempo
da PCR
Desnaturacdo inicial 98°C 10 minutos
Desnaturacdo 98°C 30 segundos
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(35x%)
Hibridizacéo 62°C 30 segundos
(35x%)
Extensao 72°C 1,5 minuto
(35x%)
Extensdo final 72°C 10 minutos
[061] Apds a purificacdo por eletroforese em gel de TAE

agarose 0,8% contendo brometo de etideo, os produtos de PCR
foram utilizados em reacdo de ligacdo (com T4 DNA ligase)
para clonagem no vetor pJET 1.2 (Fermentas), seguindo a
razdo molar de 3:1 (inserto:vetor).

[062] As reacdes de ligacdo foram utilizadas na
transformacédo de células de E. coli DHba competentes por
tratamento com cloreto de célcio (AUSUBEL, 2002). As
células transformadas foram plagqueadas em meio &agar-LB
contendo ampicilina 100 upg.ml-1l.

[063] Coldénias Dbacterianas resistentes a ampicilina
foram submetidas a extragdo de DNA ©plasmidial ©para
averiguacdo de clones positivos para cada um dos insertos
por dupla digestdo do DNA plasmidial com as endonucleases
especificas (Figura 1), seguida de andlise por eletroforese
em gel de TAE agarose 0,8% contendo brometo de etideo
(Figura 3).

[064] Os clones positivos (insertos com tamanho préximo
ao esperado) tiveram o DNA plasmidial sequenciado pelo
método do didesoxinucleotideo marcado de Sanger (SANGER;
NICKLEN; COULSON, 1977) no Centro de Pesquisas sobre o

Genoma Humano e Células-tronco (CEGH-CEL), do Instituto de
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Biociéncias da USP (Sdo Paulo-SP). As reacdes foram feitas
utilizando o BigDye® Terminator v3.1 Cycle Sequencing Kit
(Applied Biosystems™), segundo as instrucgdes do

fabricante, em um equipamento 3730 DNA Analyser (Applied

Biosystems™) .
[065] Os insertos referentes aos produtos de PCR 1, 2 e
3 (Tabela 1) foram digeridos com as endonucleases

especificas (Figura 1), purificados por eletroforese em gel
de TAE agarose 0,8% e clonados nos vetores pET28a
(Novagen) , PET29b (Novagen) , pET41la (Novagen) ,
respectivamente, em reacdes de ligacdo com T4 DNA ligase
(razdo molar inserto:vetor de 3:1) com os vetores
previamente digeridos com  as enzimas de restricgéo
especificas para cada uma das construcdes (Ndel e Xhol para
PpET28a e pET29b; EcoRI e Xhol para pET4la).

[066] As reacdes de ligacdo foram wutilizadas na
transformacdo de células de E. coli DH5a quimiocompetentes.
As células transformantes foram plaqueadas em meio agar-LB
contendo canamicina 30 ug.ml! e os clones resistentes
foram cultivados em caldo LB adicionado de canamicina 30
pg.ml-! para fins de extracdo do DNA plasmidial, seguida da
confirmacdo da presenca dos insertos por eletroforese em
gel de TAE agarose 0,8% apds a dupla digestdo com as
endonucleases especificas.

[067] Apbds a confirmacdo do sucesso das clonagens
(Figura 4), os vetores foram denominados pET28a PMI,
pET290 PMI C e pET4la GST PMI, os quals possibilitam a
obtencéo das seguintes proteinas recombinantes: PMI
fusionada a uma cauda de histidinas N-terminal, PMI

fusionada a uma cauda de histidinas C-terminal e PMI
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fusionada a GST na regido N-terminal.

Expressdo heterdéloga e purificagdo por cromatografia de
afinidade

[068] Células qguimiocompetentes de E. coli BL21(DE3)
(Novagen) foram separadamente transformadas com o0s vetores
de expressdo obtidos e plagqueadas em agar-LB contendo
canamicina 30 pg.ml-1I1.

[069] Coldbnias 1isoladas de cada uma das construcdes
foram inoculadas em caldo LB adicionado de canamicina 30
ug.ml-! e submetidas aos ensaios de expressdo induzidos por
IPTG 0,1 mM, adicionado na fase mid-log de crescimento
populacional Dbacteriano (DOs¢sam = 0,4). Foi adicionado
cloreto de zinco (Sigma) 0,2 uM ao meio de cultura de
expressdo heterdloga, uma vez que o zinco é um cofator da
PMI de Xanthomonas campestris, proteina com elevada
identidade em relacdo a PMI de XAC (PAPOUTSOPOULOU;
KYRIAKIDIS, 1997).

[070] Os ensaios de expressdo foram incubados por 16
horas a 18°C em agitador orbital a 250 rpm. Ao final da
inducdo, as <células foram coletadas por centrifugacéo,
ressuspendidas em tampdo 50 mM Tris-HCl (pH 8), NaCl 100 mM
e lisadas por cinco pulsos de ultrassom (Sonic Dismembrator
500, Fisher Scientific) com duracdo de 30 segundos e
amplitude de 30%, com intervalos de um minuto entre os
pulsos, sob banho de gelo. Para a separacao da fracao
soluvel, o lisado celular foi submetido a centrifugacdo a 4
°C, 12.000 x g por 30 minutos.

[071] A purificacdo de todas as proteinas recombinantes

foi realizada por cromatografia de afinidade utilizando
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ions metalicos imobilizados (IMAC, Immobilized Metal
Affinity Chromatography) para as proteinas fusionadas
somente a cauda de histidinas, ou glutationa para a
proteina fusionada a GST.

[072] Para IMAC, a fracdo soluvel do lisado celular foi
aplicada em wuma coluna de nigquel 1imobilizado Ni-NTA
(Novagen) e as proteinas foram eluidas da coluna por meio
da aplicacdo de um gradiente crescente de concentracdes de
imidazol (de 5 mM a 500 mM). Aligquotas das fracgdes soluvel
e 1insoltvel, bem como aliquotas do pds-coluna (apds a
passagem da fracao soluvel do lisado pela coluna
cromatogrdfica de afinidade) e dos eluatos em imidazol
foram submetidas a anadlise em SDS-PAGE (LAEMMLI, 1970) para
averiguar a funcionalidade dos sistemas de expressdo e
purificacdo (Figuras 5 e 6).

[073] Para a PMI fusionada a GST na regido N-terminal
(XACGST _PMI), o procedimento de purificacdo fol realizado
utilizando 800 pl de uma resina de sefarose imobilizada com
glutationa (Glutathione  Sepharose® 4  Fast Flow, GE
Healthcare). A coluna foi lavada com cinco volumes de
coluna de agua destilada, seguida de uma etapa de
equilibrio com dez volumes de coluna com tampdo 50 mM Tris-
HC1 (pH 8,0) 100 mM NaCl.

[074] Em seguida, a fracdo soluvel do lisado celular
foi aplicada a coluna por gravidade, e a eluicdo foi
realizada com 5 ml de glutationa reduzida (Sigma) a uma
concentracdo de 10 mM. Nesta etapa de eluicdo, foram
coletadas aliquotas de 1 ml para averiguacdo da eficiéncia
do processo de purificacdo, por SDS-PAGE (Figura 7).

[075] Para os experimentos de atividade enzimatica, os
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ensaios de expressdo foram repetidos e otimizados quanto a
purificacdo, utilizando apenas as solugdes de imidazol 25
mM ou de tampdo 50 mM Tris-HC1 (pH 8,0), NaCl 100 mM para
lavagem da coluna de niquel ou de glutationa imobilizados,
respectivamente, para eliminacdo de contaminantes, e 500 mM
de imidazol para eluicdo das proteinas XACPMI e XACPMI C
purificadas, além de 10 mM de glutationa reduzida para a
eluicdo da proteina XACGST PMI.

[076] Essas Ultimas fracdes foram dialisadas contra
tampdo 50 mM Tris-HC1 (pH 8,0), 100 mM NacCl, e
quantificadas pela medida da absorcdo no UV em comprimento
de onda de 280 nm, em um espectrofotdmetro NanoVue Plus™
(Biocrhom) utilizando como base o coeficiente de extincéo

molar de cada uma das proteinas recombinantes obtidas.

Avaliacdo da atividade enzimatica da PMI

[077] A PMI catalisa a isomerizacdo reversivel de D-
manose-6-fosfato em D-frutose-6-fosfato e, portanto, o
teste de Seliwanoff foi usado para detectar a formacéo
desta cetose.

[078] 0 teste de Seliwanoff é um teste
convencionalmente wutilizado para a detecgdo de cetoses,
como frutose, xilulose, ribulose e tagatose (CHAWLA, 2014),
e ¢é Dbaseado em um reagente composto por resorcinol
(benzeno-1,3-diol) 0,05% (m/v, concentracdo final) em &cido
cloridrico (HCl) diluido em &agua (1:1). A funcdo do éacido
cloridrico é desidratar a cetose e produzir um composto
chamado hidroximetilfurfural, o gqual reage com o resorcinol
formando uma molécula de coloracao avermelhada (ou

esverdeada, dependendo da cetose), <cuja intensidade é
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proporcional a quantidade de cetose presente na solucgéo
(ROE, 1934).

[079] As reagdes foram constituidas por 30 ug de
XACGST PMI (fusionada a GST e com cauda de histidinas na
extremidade N-terminal), D-manose-6-fosfato (sal dissdédico,
Sigma) em concentracdo final de 0,5 mM, considerando volume
final de 500 pl. Apds 2 horas de reacdo, foram adicionados
3 ml de reagente Seliwanoff com a coloragdo formada sendo
registrada por fotografia. Para a reagcdo de controle
negativo, o volume da enzima foi substituido pelo tampdo no
qual a mesma foi solubilizada (50 mM Tris-HC1 (pH 8,0), 100
mM NaCl) .

[080] O controle positivo teve a mesma constituicdo da
reacdo anterior, substituindo D-manose-6-fosfato por D-
frutose-6-fosfato, também em concentracdo 0,5 mM. Os testes

foram realizados em triplicata (Figura 8).

Delecgdo génica - Construgdo do vetor de delegéo

[081] As linhagens mutantes foram obtidas wusando o
vetor suicida pNPTS138 (Alley Dickon, resultados né&o
publicados), gentilmente fornecido pelo Prof. Dr. Henrique
Ferreira (UNESP - Rio Claro), seguindo metodologia
padronizada por nosso grupo de pesquisa (ALEXANDRINO; GOTO;
NOVO-MANSUR, 2016; CABREJOS et al., 2019; GOTO et al.,
2016). O gene-alvo xanB foi deletado wutilizando uma
metodologia baseada na dupla recombinacdo hombdéloga entre o
vetor pNPTS138 (5,36 kb), no qual foram clonados in tandem
dois fragmentos de aproximadamente 1 kb correspondentes, no
DNA cromossomal de XAC, as regides upstream e downstream ao

gene—-alvo a ser deletado, resultando nos vetores de delecdo
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do gene xanB, denominado pNPTS138 xanB.

[082] Para isso, os insertos referentes aos produtos de
PCR 4 e 5 (Tabela 1) foram excisados dos vetores de
propagacdo pJET 1.2 (Fermentas) pela digestdo com as
endonucleases especificas para cada um deles seguida de
purificacdo por eletroforese em gel de TAE agarose 0,8%.
[083] Para iniciar a construcdo do vetor de delecdo, o
plasmideo  pNPTS138 foi previamente digerido com as
endonucleases HindIII e EcoRI e purificado por eletroforese
em gel de TAE agarose 0,8%. Em seguida, o fragmento de 1 kb
upstream purificado foi utilizado em reacdo de ligacdo com
T4 DNA ligase (razdo molar inserto:vetor de 3:1) juntamente
com o vetor pNPTS138 digerido.

[084] Tal reacéo de ligacéo foi utilizada na
transformacdo de células de E. coli DHba quimiocompetentes
(AUSUBEL, 2002) seguida de plagueamento em agar-LB contendo
canamicina 30 ug.ml-1.

[085] Coldnias transformantes foram cultivadas em LB
contendo canamicina para extracdo do DNA plasmidial,
seguida de digestdo com as endonucleases especificas para
confirmacdo da clonagem por eletroforese em gel de TAE
agarose 0,8%.

[086] Para a clonagem do fragmento de 1 kb downstream
ao gene-alvo, seguiu-se 0O mesmo procedimento, utilizando o
vetor ja& clonado com a regido de 1 kb upstream, digerindo-o
com EcoRI e Nhel para xanB.

[087] Novamente, o vetor digerido e purificado compds
reacdo de 1ligagdo com o fragmento de 1 kb downstream,
seguida da transformacdo de células de E. coli DHb5x

guimiocompetentes (AUSUBEL, 2002) e posterior plaqueamento
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em agar-LB contendo canamicina 30 pg.ml-l.

[088] Ao final da clonagem in tandem, coldnias
transformantes foram cultivadas em LB contendo canamicina
30 pg.ml-1 e tiveram o DNA plasmidial extraido e digerido
com as endonucleases especificas, permitindo a confirmacédo
da construgdo do vetor de delegcdo como foi planejado

(Figura 9).

Delegdo génica - Transformagcdo de XAC por eletroporacgédo
[089] Cem nanogramas do vetor de delecdo pNPTS138 xanB
foram wutilizados na eletroporacdo de células de XAC
eletrocompetentes. A eletroporacdo foi realizada com
cubetas de 0,2 cm em um eletroporador Gene Pulser Xcell
Electroporation Systems (Bio-Rad), sob as seguintes
condigdes: 2,5 kV, 50 Q e 50 pF.

[090] Apds o pulso elétrico, foram adicionados 2 ml de
caldo LB isento de antibiéticos e o cultivo foi incubado
por 2 horas sob agitacdo de 200 rpm a 30°C. Em seguida, o
cultivo foi plaqueado em &gar-LB contendo canamicina (30

ug.ml-1) .

Delegdo génica - Selegdo de mutantes deletados

[091] O vetor pNPTS138 possui uma cdédépia do gene sachB,
que codifica para a enzima levansucrase (SacB de Bacillus
subtilis), que converte a sacarose em um composto tdxico
para as células (BRAMUCCI; NAGARAJAN, 1996). Desse modo, o
crescimento em sacarose 10% somente ocorre para as
bactérias que o eliminaram (ou seja, quando ha& excisdo do
plasmideo com o gene do cromossomo seguido de cura

plasmidial) .
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[092] Além disso, células resultantes de recombinacéo
Unica também sdo eliminadas por possuirem o plasmideo
integrado no genoma. Para aumentar as chances de cura
plasmidial nos mutantes que sofreram o duplo crossing-over,
os mesmos foram cultivados repetidamente em meio de cultivo
na auséncia de canamicina.
[093] Coldénias mutantes de XAC obtidas foram analisadas
quanto a delecdo por PCR utilizando oligonucleotideos que
hibridizam em regides adjacentes aos fragmentos
flanqueadores. Aliquotas dos cultivos bacterianos oriundos
dos mutantes confirmados foram armazenadas a -80°C.
[094] O processo de screening de possiveis mutantes
deletados envolve uma série de plagqueamentos e repiques, o0s
quais estdo descritos a seguir. Apds a eletroporacgdo,
coldénias transformantes resistentes a canamicina foram
repicadas em duas condig¢des diferentes: &gar-LB contendo
canamicina a 30 ug.ml-! e sacarose 10% (Meio B) e &gar-LB
contendo sacarose 10% (Meio C).
[095] Em seguida, coldnias qgue ndo tiveram crescimento
nos meios B e C foram cultivadas em caldo LB isento de
antibidéticos (Meio D) por 12 horas, sob agitacdo de 200
rpm, a 30°C, para possibilitar o primeiro evento de
recombinacdo, que resulta na integracdo do vetor de delecédo
ao DNA cromossomal de XAC.
[096] Para cada processo de delecdo, tal cultivo foi
estriado em &agar-LB para isolamento de coldnias, as quais
foram repicadas em trés diferentes condigdes:

- Meio A: Agar-LB contendo canamicina a 30 pg.ml-!;

- Meio B: Agar-LB contendo canamicina a 30 upg.ml-! e

sacarose 10%;
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- Meio C: Agar-LB contendo sacarose 10%.
[097] O repique de cada uma das coldnias nos trés meios
supracitados facilita o screening dos possiveils mutantes
deletados, uma vez que coldnias resistentes a sacarose e
sensiveis a canamicina podem ser resultantes da dupla
recombinacdo seguida da eliminacédo do plasmideo de delecéo.
[098] A Figura 10 dilustra o procedimento adotado na
selegcdo das possiveis coldnias mutantes deletadas. Foram
isoladas coldnias com capacidade de crescimento no meio
contendo sacarose (meio C, etapa 6) e também incapazes de
crescer em meio contendo canamicina (meio A, etapa 6),
sendo que tais coldnias tinham se originado inicialmente de
coldébnia capaz de crescer nesse antibidético (meio A, etapa
2); 1isto denota que a célula adquire o plasmideo mas o
“elimina” posteriormente, eventos estes essenciais para a
obtencdo do mutante e sua confirmacdo, considerando gque no
intermédio desses dois eventos vAarios repiques sédo

realizados.

Delegdo génica - Confirmagdo da delegcdo do gene-alvo

[099] Os oligonucleotideos KO PMI FW e KO PMI RV que
hibridizam nas regides do DNA cromossomal adjacentes as
regides flangqueadoras de 1 kb ao gene-alvo (distantes cerca
de 50 rb) e nao hibridizam no vetor de delecéao
PNPTS138 xanB foram projetados para a confirmacdao das
delecdes por PCR.

[0100] A PCR utilizando esse par de oligonucleotideos
permite diferenciar uma coldnia mutante deletada de uma
selvagem de acordo com os tamanhos dos produtos de PCR

obtidos.
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[0101] Pelo screening citado no item anterior, foram
isoladas coldnias com capacidade de crescimento no meio
contendo sacarose e incapazes de crescer nos meios contendo
canamicina. Cada uma dessas coldnias foi ressuspendida em
49 nl de &gua destilada estéril e fervida por 5 minutos.
[0102] Cinco pl desse material foram utilizados como DNA
molde Jjuntamente com 5 ul de um mix de PCR preparado
suficiente para 10 reacdes (descrito abaixo) de volume
final de 10 ul:

- 150 pMol de oligonucleotideo KO PMI FW

- 150 pMol de oligonucleotideo KO PMI RV

- 0,8 mM de ANTP (0,2 mM de cada)

- 5x Phusion Green High-Fidelity Buffer

- 2 U de Phusion High-Fidelity DNA polimerase
- H,O0 MiliQ g.s.p 19 ul

[0103] As amplificacdes foram realizadas em um
termociclador C1000 Touch (Bio-Rad), segundo as etapas
descritas na Tabela 3, sendo o produto da amplificacéo
analisado por eletroforese em gel de TAE agarose 0,8%
(Figura 11).

TABELA 3 - ETAPAS DE PCR UTILIZADAS NA CONFIRMACAO DA
DELECAO GENICA

Etapa da PCR Temperatura Tempo
Desnaturacdo 98°C 10 minutos
inicial
Desnaturacéo 98°C 30 segundos
(45x)
Hibridizacéo 60°C 30 segundos
(45x)
Extensé&o 72°C 4 minutos
(45x)
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Extensdo final 72°C 10 minutos
(45x%)
Complementagdo génica com o vetor pNPTS138 - Construgdo do

vetor de complementagdo pNPTS138 CxanB

[0104] Foi realizada uma tentativa 1inédita em XAC de
reinsercdo do gene xanB no mesmo ldécus cromossomal do qual
foi originalmente deletado, utilizando o mutante de delecéo
e o vetor de delecdo do gene xanB (pNPTS138 xanB). A
metodologia aplicada, também baseada na dupla recombinacgdo
homéloga entre o inserto no vetor (regides flanqueadoras ao
gene de interesse) e o DNA cromossomal bacteriano, foi, no
entanto, a inversa a utilizada para a delecdo no sentido de
que o gene de interesse estd agora inserido no vetor
PNPTS138 e ausente no cromossomo. Assim, foi realizada a
construgcdo do vetor de complementacdo pela clonagem do gene
xanB no vetor recombinante pNPTS138 xanB (utilizado na
delecdo de xanB, o qual Jja& contém as regides flangqueadoras
ao referido gene, Figura 9A).

[0105] A regido codificante do gene xanB foi amplificada
por PCR a partir dos oligonucleotideos pNPTS cPMI FW e
PNPTS cPMI RV (ver Tabela 1), ambos com sitios de restricdo
para enzima EcoRI (Figura 1), sob as mesmas condicdes
utilizadas para o fragmento obtido para a construgcdo do
vetor de expressdo pET4la GST PMI.

[0106] O produto de PCR foi clonado no vetor pJET 1.2,
como descrito anteriormente. Em seguida, este fragmento
génico foi clonado no vetor de delecgcdo pNPTS138, gerando o
vetor recombinante pNPTS138 xanB, previamente digerido com

EcoRI, cujo Unico sitio de restricdo se localiza entre os
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dois fragmentos flanqueadores de 1 kb (Figura 9A),
produzindo o vetor de complementacdo pNPTS138 CxanB. A
confirmacdo dessa construcdo foi realizada por anadlise de
restricdo por eletroforese em gel de TAE agarose 0,8%

(Figura 12).

Complementagdo génica com o vetor pNPTS138 - Confirmagdo da
orientacdo de clonagem de xanB no pNPTS138 CxanB

[0107] Como o fragmento génico de xanB utilizado na
clonagem que resultou no pNPTS138 CxanB apresenta sitio de
restricdo para EcoRI em ambas as extremidades, seriam
possiveis duas orientacdes de clonagem no vetor
PNPTS138 xanB.

[0108] Para certificar de que a clonagem ocorreu na
orientacdo esperada, foi realizada wuma PCR utilizando
oligonucleotideos que hibridizam nas seguintes regides:
codificante do gene xanB, 1 kb upstream e 1 kb downstream
(Figura 12).

[0109] Por meio dessa estratégia, foi possivel confirmar
a orientacdo da clonagem realizada no vetor pNPTS138 CxanB,
uma vez que a PCR utilizando os oligonucleotideos Up PMI FW
e pNPTS cPMI RV resulta em um produto de PCR com 2,4 kb no
caso da orientacdo correta da clonagem, e nenhum produto de
PCR no <caso de 1insercdo de xanB em orientacdo néao
apropriada.

[0110] A combinacdo dos oligonucleotideos Up PMI FW e
PNPTS cPMI FW resulta na auséncia de produtos de PCR em
caso de orientacdo correta da clonagem, e um produto de PCR

de 2,4 kb no caso da orientacdo inversa.
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Complementagdo génica com o vetor pNPTS138 - Selecadao de
possiveis complementantes e confirmagdo da complementagéo
génica

[0111] Apbs a confirmagdo da correta clonagem no
PNPTS138 CxanB, células de XccAxanB eletrocompetentes foram
transformadas com o referido vetor de complementacéo,
seguindo-se o mesmo procedimento utilizado na obtencdo da
linhagem mutante.

[0112] Apds o) screening das possiveis coldnias
complementantes (resistentes a canamicina, marcador de
resisténcia do pNPTS138), foi utilizada a mesma metodologia
de confirmacdo da delecdo génica (PCR) para atestar a
obtencdo da linhagem complementante pela reinsercdo do gene

xanB no mutante (Figura 13).

Avaliagcdao do gene xanB como essencial para a patogenicidade
de XAC

[0113] As linhagens XAC, XccAxanB e XccACxanB foram
avaliadas quanto a patogenicidade e wviruléncia em plantas
de lima &cida ‘Galego’ Citrus aurantifolia por meio de duas
metodologias distintas - aspersdo e infiltracdo. Para ambos
0s experimentos, as linhagens foram cultivadas em caldo LB
e ressuspendidas em solucdo salina (0,9% de NaCl) de modo
que a concentracdo final ficasse em 10° UFC.ml-!l.

[0114] No ensaio de aspersdo, 10 ml de cada suspensao
bacteriana e de solucdo salina, para o controle positivo,
foram pulverizados com o uso de um borrifador doméstico
estéril em quadruplicata de plantas. As folhas foram
registradas digitalmente apds 28 dias da aspersédo (Figura

14).
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[0115] Para o ensaio de infiltracdo, as linhagens ou a
solugdo salina (controle negativo) foram infiltradas na
superficie abaxial de folhas de quatro plantas, de forma
que todas as plantas receberam os qguatro tratamentos
diferentes, de forma a minimizar o efeito do hospedeiro
sobre os resultados, qgquando da comparagcdo entre os
fendétipos apresentados. Apds vinte dias das infiltracgodes,
as folhas foram destacadas e registradas digitalmente para
comparacdo da infeccdo (Figura 15).

[0116] Os ensaios de aspersédo e infiltracdo apresentaram
um padrdo fenotipico em relacdo aos sintomas de cancro
citrico observados, a partir do qual foi possivel constatar
que a delecdo do gene xanB fez com que a bactéria perdesse
a patogenicidade. Além disso, a reversdo do fendtipo
observada nos ensaios com a linhagem complementante
XccACxanB corrobora a hipdétese de gque o gene xanB é
essencial para a patogenicidade de XAC.

[0117] Comparando-se os fenbétipos apresentados pelas
linhagens selvagem (XAC) e complementante (XccACxanB),
observou-se semelhanca nos graus de encharcamento e necrose
do tecido vegetal, além da mesma frequéncia e intensidade
das pustulas acastanhadas, sintomas caracteristicos do
cancro citrico.

[0118] Embora sejam necessarios estudos posteriores para
a elucidacdo dos efeitos da delecdo na expressdo de fatores
de viruléncia, a presente constatacdo de que o gene xanB é
essencial para a patogenicidade de XAC possibilita a futura
prospeccdo de ferramentas biotecnoldgicas de controle para
doenca, por meio da utilizacdo de inibidores da PMI e,

também, do desenvolvimento de variedades de citros que
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neutralizem a acdo de tal proteina no processo infeccioso.

Envolvimento da xanB na motilidade, formacdo de biofilme e
resisténcia a radiacéao UV

[0119] A capacidade de motilidade foi avaliada nas
linhagens XAC, XccAxanB e XccACxanB (Figura 16), segundo
metodologia padronizada por (MALAMUD et al., 2011) .
Resumidamente, as linhagens foram cultivadas até que
atingissem a DOsg9snm igual a 0,3 e 3 ul destes cultivos foram
pipetados no centro das placas de Petri com LB 0,7%.

[0120] O dié&metro das coldnias de XAC, XccAxanB e
XccACxanB foi de 2,703 £ 0,016, 1,05 + 0,02 e 2,716 £ 0,093
cm, respectivamente. Assim, em média a linhagem XccAxanB
apresentou motilidade 61,15% e 61,34% inferior as linhagens
selvagem XAC e complementante XccACxanB, respectivamente,
indicando que o gene xanB estd relacionado a esta
importante caracteristica do processo infeccioso.

[0121] A reducdo da motilidade pode ter contribuido para
a perda de patogenicidade de XccAxanB. Os fitopatdgenos
utilizam mecanismos de motilidade para atingirem
superficies ricas em nutrientes e o0s tecidos vegetais.
Especificamente para XAC, a motilidade esta relacionada ao
seu unico flagelo polar, que a permite deslizar no ambiente
epifitico e, também no apoplasto (GRAHAM et al., 2004;
HARSHEY, 2003).

[0122] O envolvimento da PMI na sintese de GDP-D-manose,
um precursor nas vias de producdo de lipopolissacarideos
(LPS), também pode contribuir no entendimento da diminuicéo
da motilidade de XccAxanB. Em XAC, a disrupcdo do gene

wxacO, participante da sintese de LPS, afetou negativamente
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a motilidade do fitopatdgeno (LI; WANG, 2011la).

[0123] Assim, embora seja necessaria a comprovacgdo de
que XccAxanB apresenta defectividade na producdo de LPS e
na formacdo do flagelo polar, ¢é possivel sugerir que a
reducdo de motilidade tenha relacdo com esses dois
componentes atuantes na patogénese do cancro citrico.

[0124] A formacdo de biofilme é uma capacidade que boa
parte das bactérias tem de formar agregados em matrizes que
permitem adesdo a superficies, possibilitando um modo de
vida diné&mico as populacdes bacterianas (FLEMMING;
WINGENDER, 2010).

[0125] As linhagens XAC, XccAxanB e XccACxanB foram
avaliadas quanto a formacdo de biofilme ao longo de 24, 48
e 72 horas, segundo metodologia padronizada por O’Toole e
Kolter (1998) . Apds 24  horas, a linhagem XccAxanB
apresentou formacdo de biofilme consideravelmente superior
as linhagens selvagem XAC e complementante XccACxanB
(Figura 18). Em Photorhabdus Iluminescens, a PMI foi
relacionada somente ao estidgio de maturacdo do biofilme, e
ndo ao estadgio inicial do seu desenvolvimento (AMOS et al.,
2011) .

[0126] Em 48 e 72 horas houve uma inversdo significativa
desse padrdo, com a linhagem XccAxanB apresentando formacédo
de Dbiofilme 4,5 e 14,5 vezes menor, respectivamente, em
relacdo a linhagem selvagem XAC (Figura 17).

[0127] E importante ressaltar que o comportamento da
linhagem complementante XccACxanB foi extremamente
semelhante ao de XAC, indicando que os efeitos depletivos
da formacdo de biofilme em XccAxanB apds 48 e 72 horas

parecem ser, de fato, decorrentes da delecao do gene xanB.
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[0128] Li e Wang (2011b) wutilizaram uma abordagem de
mutagénese em larga escala por meio de transposons e
identificaram 92 genes de XAC relacionados a formacédo de
biofilme, dentre os quais estd incluido xanB, o que reforcga
os dados aqui obtidos utilizando uma metodologia diferente
para a mutacdo do gene-alvo.

[0129] O processo de formacdo e maturacdo dos biofilmes
tem a participacdo de EPS e LPS, substédncias poliméricas
que atuam na coesdo das células e, também, na comunicacio
intercelular (DONLAN, 2002).

[0130] Especificamente para XAC, estudos recentes tém
demonstrado que a motilidade e a adesdo sdo caracteristicas
necessarias aos estdgios iniciais da formacdo de biofilme,
enquanto maturagdo do biofilme depende de LPS e EPS, como a
goma xantana (LI; WANG, 2011a, 2011b) . Portanto, a
participacdo do gene xanB nas vias de biossintese de LPS e
EPS também pode explicar, em parte, o fendtipo apresentado
pela linhagem mutante deletada no referido gene.

[0131] Ademais, a formacdo de Dbiofilme atua como uma
estratégia para a sobrevivéncia epifitica de XAC (RIGANO et
al., 2007), e a reducdo na formacdo de biofilme apresentada
por XccAxanB pode explicar a perda de patogenicidade desta
linhagem apdbds a delecdo do gene xanB.

[0132] Os biofilmes atuam efetivamente na protecao
contra estresses ambientais, como a resisténcia a radiacéao
ultravioleta, e também na defesa contra oS mecanismos
responsivos do hospedeiro (KARATAN; WATNICK, 20009).

[0133] Assim, complementarmente, as linhagens XAC,
XccAxanB e XccACxanB foram avaliadas quanto a resisténcia a

radiacdo ultravioleta (UV). Para isso, as linhagens foram
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cultivadas até que atingissem a mesma densidade celular e
foram expostas a luz ultravioleta por 15 minutos a 60 cm da
fonte de 1luz. A porcentagem de sobrevivéncia de cada
linhagem foi calculada em triplicata (Figura 18).

[0134] A linhagem XccAxanB apresentou uma sobrevivéncia
trés vezes menor do que a linhagem selvagem XAC, um
fenétipo que foi restaurado pela complementacdo génica.
[0135] A maior suscetibilidade de XccAxanB a radiacéo
ultravioleta pode ser explicada pela atuacdo da PMI na via
de biossintese de xantana, uma vez gque esse EPS tem sido
relacionado a resisténcia a diversos estresses ambientais,
incluindo a exposicdo a radiacdo UV (MEYER; BOGDANOVE,
2009) .

[0136] Apbs os testes e andlises da primeira etapa, para
a selecdo de compostos quimicos do presente invento, de
andlise genética funcional para a comprovagdo de que a PMI
é essencial para a XAC causar cancro citrico, concluiu-se
que:

- ORF XAC3580 codifica para uma fosfomanose isomerase;

- O gene xanB é essencial para a patogenicidade in vivo de
XAC no hospedeiro Citrus aurantifolia, e estd também
envolvido na formacdo de biofilme, motilidade e resisténcia
a radiacdo ultravioleta, aspectos relevantes aos processos
de sobrevivéncia, disseminacdo, infeccdo e colonizacdo do
hospedeiro por XAC.

- xanB codifica uma proteina candidata altamente promissora
para o desenho de moléculas e, consequentemente, para o
desenvolvimento de novos produtos e formulagdes promissores
(as) para o controle do cancro citrico, inclusive pelo fato

da proteina-alvo XanB estar possivelmente acessivel na
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superficie bacteriana;

- Embora a infeccgdo causada por XAC esteja relacionada a
intmeros genes e proteinas, inclusive do sistema de
secrecdo tipo III e a mecanismos bastante complexos, a
auséncia de um Unico gene, no caso xanB, foi capaz de
comprometer toda a capacidade infectiva de XAC no
hospedeiro citrico, o gque possivelmente pode indicar um
envolvimento desse gene nas fases iniciais da infeccéo.

[0137] ETAPA II - Ensaios e experimentos realizados in

silico para planejamento de inibidores seletivos da PMI de

XAC

Novos inibidores de PMI

[0138] Para a pesquisa de novos inibidores da PMI, foi
usada a técnica de triagem virtual (ou in silico) por
similaridade de forma e eletrostdtica (potencial), além de
simulac¢des de docking e andlises preditivas de propriedades
farmacocinéticas e toxicoldégicas (ADME/Tox) , e seus
potenciais modos de interacgdo com a enzima foram analisados
por inspecdo visual, selecionando-se, por fim, os compostos
mais promissores. Essas moléculas selecionadas foram
adquiridas para serem testadas em ensaios de atividade in
vitro e in vivo.

Construgdo do modelo da fosfomanose isomerase para
Xanthomonas citri subsp. citri

[0139] O primeiro passo para esse estudo foi a
construcdo de um modelo da enzima Fosfomanose isomerase de
Xanthomonas citri subsp. citri, utilizando a técnica de
‘Modelagem molecular por homologia estrutural’, J& que tal

estrutura ainda ndo existe nos bancos de dados de
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estruturas de proteinas como o PDB. A modelagem por
homologia estrutural inclui trés passos, a saber: (1)
alinhamento das sequéncias das proteinas-molde com a
proteina-problema (que é uma etapa crucial do processo),
(2) construcdo do modelo e (3) validacdo do modelo.

[0140] A criacdo de um modelo tridimensional para uma
proteina através da homologia estrutural consiste na
comparacdo entre duas ou mais sequéncias de proteinas
similares. Para que esse método seja aplicado é necesséario
que pelo menos trés situagdes ocorram: (a) uma estrutura
proteica seja experimentalmente resolvida; (b) compartilhar
um valor de identidade sequencial acima de 25% com a
proteina desejada; e (c) correto alinhamento entre as
sequéncias envolvidas (FOMBY; CHERLIN, 2011; MARTI-RENOM et
al., 2000; SCHWEDE et al., 2003).

[0141] A criagcdo de um modelo é possivel devido a
relativa conservacdo gque ocorre no enovelamento de uma
determinada familia de proteinas ao longo da evolugdo.
Assim, caso a estrutura primdria de duas proteinas sejam
similares, o modelo tridimensional terd grandes chances de
ser similar também (MARTI-RENOM et al., 2000; SANCHEZ;
SAIL, [s.d.]).

[0142] Nos préximos tdépicos sdo apresentadas as 4 etapas
necessarias a modelagem de proteinas por homologia
estrutural e aqui aplicadas para construcdo do modelo de

PMI de XAC.
Pesquisa e alinhamento de sequéncias homélogas

[0143] A etapa inicial do processo de predigcdo de

estruturas tridimensionais de ©proteinas é a busca e
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identificagcdo de estruturas de proteinas hombdélogas, a
partir de suas sequéncias primarias, as quais possuam
coordenadas cristalogradficas depositadas no Protein Data
Bank (PDB). Para maior confiabilidade do modelo gerado, é
desejavel que as identidades sequenciais compartilhadas
entre a proteina-problema e as proteinas-molde sejam
superiores a 25% (RODRIGUEZ; VRIEND, 1997).

[0144] Para a construcdo do modelo da PMI, inicialmente
obtivemos a sequéncia de aminocdcidos da mesma a partir do
banco de dados GenBank (AAM38423.1) (“"NCBI-National Center
for Biotechnology Information”, 2018) . Em seguida,
utilizando o algoritmo do servidor online BLASTp foi
possivel identificar proteinas com estruturas cristalinas
disponiveis no PDB e que detém identidades sequenciais
acima de 25% compartilhadas com a PMI de interesse
(proteina-problema ou sequéncia-modelo) .

[0145] O algoritmo BLAST (Basic Local Alignment Search
Tool) disponibilizado pelo NCBI (National Center for
Biotechnology) é util para se detectar similaridades entre
sequéncias nucleotidicas ou de proteinas. Os programas da
‘familia’ BLAST foram feitos para comparar: a) sequéncias
de consultas de DNA; Db) proteinas com bancos de dados de
DNA; e c) proteinas em qualquer combinacdo (ALTSCHUL et
al., 1990).

[0146] Uma das variantes dos algoritmos da familia BLAST
é o BLASTp, utilizado para comparacdes entre sequéncias de
proteinas, através de uma busca nos bancos de dados por uma
“palavra” de trés “letras”, as quais sdo trés aminoacidos
sequenciais que devem ser semelhantes (hits) a sequéncia-

modelo. Os alinhamentos desses hits recebem uma pontuacdo
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chamada de escore e, depois, a andlise é expandida, nas
duas extremidades da “palavra”, para o restante da
sequéncia-modelo, com o intuito de se obter um maior
escore.

[0147] Outra pontuacdo analisada pelo BLAST é o e-value,
com o intuito de determinar a aleatoriedade com gue uma
sequéncia hombéloga foi obtida. Essa pontuacdo indica a
probabilidade de se encontrar um alinhamento em outra
sequéncia, aleatoriamente. Por isso, quanto menor o valor
de e-value, mais estatisticamente significativo é o
resultado obtido.

[0148] Por fim, outro resultado importante fornecido
pelo BLAST é a porcentagem de identidade sequencial, a qual
é responsavel por mostrar o grau de correspondéncia entre
duas subsequéncias. Nesse caso, valores entre 18-25%
indicam uma potencial semelhanga estrutural, enquanto
valores iguais ou maiores a 25% indicam adicionalmente uma
potencial semelhanca de funcéo.

[0149] Assim, neste trabalho, o algoritmo BLASTp foi
util para detectarmos 3 estruturas homélogas a PMI (com
PDBs IDs 2CU2, 2X5S e 2QH5), com percentuais de identidade
sequencial de 36% e 38%, além de altas resolucdes
cristalograficas (de 1,9 a 2,35 ﬁ), tidas como adequadas
para a modelagem por homologia (ou comparativa). Foi
detectada também uma quarta estrutura, sendo essa a unica
contendo um composto ligante no sitio ativo (PDB ID 1H5R),
a qual apresenta 29% de identidade compartilhada com a PMI
de interesse.

[0150] As estruturas selecionadas (PDBs IDs 2QH5, 2X5S,

2CU2 e 1HS5R) referem-se as seguintes enzimas: manose-6-
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fosfato isomerase, GDP-manose pirofosforilase, glicose-1-
fosfato timidiltransferase e uma timidililtransferase.
[0151] A manose-6-fosfato isomerase e a GDP-manose
pirofosforilase realizam ambas atividades desempenhadas
pela PMI de XAC, 1isto é, a isomerizacdo entre manose-6-
fosfato e frutose-6-fosfato e a transferéncia de manose-1-
fosfato (M1P) para a guanosina trifosfato (GTP). Por fim, a
glicose-1-fosfato timidiltransferase e a
timidililtransferase realizam a transferéncia de timidila
produzindo, por exemplo, a DTDP-glicose.

[0152] Devido ao fato do modelo a ser gerado ser de
utilidade para os estudos de descoberta de novas moléculas
baseados em estruturas, a escolha da estrutura
cristalografica para sua construgdo levou em consideracdo a
presenca de um ligante complexado no sitio da proteina.
Assim, a escolha da proteina homdéloga usada para prever uma
estrutura PMI XAC foi a cadeia B da proteina com cédigo PDB
1H5R (Escherichia coli, cepa K12, timidililtransferase).
Como todas as estruturas apresentam uma identidade
compartilhada com a PMI de interesse superior a 25%, elas
portanto também compartilham com a estrutura de interesse
uma potencial semelhanca estrutural, além da mesma funcéo.
[0153] Em posse das sequéncias homdélogas a sequéncia em
estudo, o prdéximo passo ¢é determinado pelo alinhamento
miltiplo das sequéncias e avaliacdo do modelo assim gerado.
Para aproximar o maior numero possivel de opcgdes,
permitindo a construcdo de um modelo mais confidvel, o

alinhamento foi realizado com as cinco sequéncias obtidas.

Alinhamento miltiplo das sequéncias
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[0154] Apbds a obtencdo das sequéncias do PDB, foi
realizado o alinhamento multiplo dessas sequéncias, para o
qual foi utilizado o servidor online Clustal Omega (SIEVERS
et al., 2011). Esse servidor ¢é disponibilizado pela
European Molecular Biology Laboratory - European
Bioinformatics Institute (EMBL-EBO).

[0155] O Clustal Omega inclui cinco etapas principais
para gerar o alinhamento de maltiplas sequéncias. O
primeiro passo consiste em produzir um alinhamento aos
pares (pairwise) para, em seguida, serem agrupados
(BLACKSHIELDS et al., 2010). A terceira etapa é a
construgdo de uma ‘adrvore guia’, em que os dois grupos mais
préximos sdo combinados e repetidos até que a arvore final
possa ser avaliada. Entdo, na etapa final, o alinhamento de
miltiplas sequéncias é, de fato, produzido (EDDY, 2011).
[0156] Um dado importante analisado durante o)
alinhamento das sequéncias diz respeito a quais alteracgdes
de residuos de aminocacidos essas proteinas sofreram ao
longo da Evolucédo, estimando que a funcdo deveria ser
preservada nos trechos onde a identidade (ou mesmo a
similaridade) sequencial deveria ser maior.

[0157] A partir dos resultados obtidos com o BLASTp,
foram feitas cinco propostas de alinhamentos. Quatro dos
cinco alinhamentos propostos foram feitos entre a sequéncia
da proteina de interesse e as sequéncias das proteinas
provenientes do BLASTp individualmente. O outro alinhamento
refere-se a um alinhamento multiplo aliado ao refinamento
que foil feito posterior e manualmente para refutar delecgdes
e/ou insercgdes em elementos de estrutura secundaria.

[0158] 0 alinhamento das sequéncias foi realizado
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utilizando-se o servidor online Clustal Omega, aliado a
sobreposic¢cdo das dquatro estruturas provenientes do PDB
(PDBs IDs: 2QH5 A, 2X5S A, 2CU2 A e 1HS5R B), feita por
intermédio do programa Discovery Studio, de modo a
verificar a qualidade do alinhamento.

[0159] A sobreposigdo estrutural nos permitiu visualizar
os consensos de todas as estruturas secundarias das
proteinas de referéncia, entre hélices-alfa e fitas de
folha-beta. Devido a isso, pudemos analisar se as insercdes
ou delegdes sugeridas pelo Clustal Omega estavam de acordo
com o esperado, estruturalmente falando. Apds a andlise dos
alinhamentos, juntamente com as sobreposicdes das
estruturas de referéncia, obteve-se o alinhamento final.
[0160] Comparando ambos os alinhamentos, aquele obtido
pelo Clustal Omega e aquele apds a etapa de refinamento,
pode-se observar algumas diferencas. Foram acrescentados
alguns GAPs (ou delecdes) entre as estruturas de PDBs IDs
1H5R, 2CU2, 2X5S e 2QH5, devido as sobreposicgdes, porém, O
mais evidente, ocorre na estrutura PDB ID 2QH5, em que é
necessario um GAP entre os aminodcidos glicina (Gl1l) e
tirosina (Y12), tal como indicado na Figura 19.

[0161] A parte final da sequéncia da XAC (a partir do
aminodcido 345) foil descartada devido ao ndo alinhamento
com as outras sequéncias selecionadas e tal passo é
possivel pois essa regido nd&o estd associada ao sitio ativo
do modelo a ser gerado. Além disso, o alinhamento apresenta
valores de 58% de identidade e 33% de similaridade no sitio

ativo.

Construgdo do modelo e avaliag¢do da qualidade
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[0162] Apbs a conclusédo da etapa de alinhamento, a
préxima etapa a ser conduzida é a construgdo do proéprio
modelo. Tal passo foi possivel através do programa
MODELLER, que gerou 5 hipdteses de modelo.

[0163] Além da construcdo do modelo, com o auxilio do
MODELLER se pode realizar tarefas auxiliares adicionais,
incluindo a atribuicd&o de “voltas” e “loops”, alinhamento
de duas sequéncias de proteinas ou seus perfis (MARTI-RENOM
et al., 2000), alinhamento multiplo de sequéncias de
proteinas e/ou estruturas (ESWAR et al., 2007), calculo de
adrvores filogenéticas e modelagem de alcas ou loops em
estruturas de proteinas (FISER; SALI, 2003).

[0164] Para a construcdo de um modelo tridimensional, o
MODELLER utiliza algumas restrigdes espacials definidas
entre as sequéncias escolhidas e o molde. Algumas dessas
restricdes sdo: disténcias e adngulos diedros, comprimento e
dngulos de ligagdo e restrigdes criadas manualmente como,
por exemplo, enovelamento da estrutura secundéaria, ligacgdes
cruzadas, entre outros.

[0165] Primeiramente, sdo analisadas as disténcias
existentes entre os residuos das sequéncias alinhadas,
enquanto, que o0os comprimentos de ligacdes, angulos de
ligacdo e de diedro sdo provenientes do alinhamento com o
modelo. Em seguida, utiliza-se uma funcdo objetiva para
determinar os comprimentos e 4angulos de ligacdo entre
adtomos ndo-ligados. Apds esses passos, surge um modelo por
satisfacdo dessas restricdes espaciais. Subsequente ao
surgimento do modelo, pode ocorrer uma avaliagdo e
modelagem das regides de alcas/loops através de um

algoritmo, seguido pela otimizacdo estrutural do modelo
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gerado (ESWAR et al., 2007; SANTOS FILHO; BICCA DE
ALENCASTRO, 2003).

[0166] Em posse dos modelos gerados, o prdé4ximo passo é a
etapa de avaliacdo para determinar o modelo mais confidvel
e adequado para novos estudos. Para a etapa de avaliacdo
foram utilizados os servidores online WHATIF (VRIEND, 1990)
para a validacdo dos contatos atdmicos e SAVE v5.0, o qual
contém os programas PROCHECK, VERIFY3D, ERRAT e PROVE.
[0167] Na etapa de avaliacdo, ¢ aconselhavel avaliar a
presenca de contatos atdémicos adequados e de maus contatos,
e também comparar os residuos do modelo com base nos
parémetros observados nas estruturas proteicas
cristalogrdficas de alta resolucdo. Esses estudos foram
desenvolvidos com o servidor on-line WHATIF e o programa
PROCHECK, respectivamente, e o0s principais resultados séo
aqui discutidos.

[0168] 0 servidor online  WHATIF analisa contatos
atébmicos dos residuos de aminoacidos, gerando pontuacdes
para cada deles e, adicionalmente, proporciona um ambiente
flexivel ©para exibir, manipular e analisar pequenas
moléculas, proteinas, &acidos nucléicos e suas interacodes,
para validacdo e correcdo de estruturas proteicas.

[0169] O PROCHECK (LASKOWSKI et al., 1993) realiza uma
validacdo estereoquimica através da comparacdo entre oS
residuos do modelo com base em pardmetros observados em
estruturas de proteinas de alta-resolucdo cristalogréafica.
Um dos indices gerados por esse programa é o General Factor
(G-Factor), o qual, este Ultimo, consiste em uma média da
estereoquimica geral do modelo.

[0170] Dados os resultados obtidos pelo WHATIF, pode-se
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observar que a hipdtese avaliada obteve uma pontuacdo total
de - 0,758, sendo que o valor de referéncia para este
estudo é de - 0,813, que corresponde ao escore geral da

estrutura cristalografica (PDB ID 1H5R) aqui wusada como

referéncia.

[0171] Outro ponto de atencao sdo as regides
identificadas no Grafico de Ramachandran. O Diagrama
Ramachandran ¢é dividido em quatro regides: altamente
favoravel, favoravelmente permitida, generosamente

permitida e proibida. Quando um aminocdcido estd na regido
proibida, isso significa que qualquer distancia
interatémica entre A4atomos ndo ligados é menor do que a
distdncia oétima de Van der Waals correspondente a esses
dtomos, implicando em repulsdo/impedimento estérico. No
caso da hipdtese escolhida, nenhum residuo de aminocacido é

encontrado na regido proibida, favorecendo sua selecdo como

modelo.
[0172] Um ponto importante a considerar é o Fator G, uma
pontuacgéo média e final baseada nos parametros

estereoquimicos observados de uma determinada estrutura, e
quanto menor o seu valor, mais refinada é considerada a
estrutura. No caso do modelo da PMI, as hipodteses
apresentaram um Fator G de - 0,1, um valor que estd dentro
da regido para uma proteina com uma resolucdo de 1,9 A
(referenta da PDB ID 1H5R).

[0173] Devem ser analisadas, nesta fase do processo, as
conformagcdes dos residuos de aminoadcidos que fazem parte do
local de interacdo em estudo. Essa inspecdo visual tem como
objetivo analisar e, se necessario, modificar a conformacio

de determinados residuos baseado em uma de rotédmeros. A
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escolha do melhor rotédmero deve levar em consideracdo a
direcdo dos residuos da estrutura utilizada como referéncia
para o desenvolvimento do modelo e a auséncia de contato
com os residuos wvizinhos.

[0174] Destacamos que, para o modelo PMI gerado, foi
necessario modificar alguns residuos e, com essa mudanga de
rotameros, o valor de WHATIF para a hipdtese escolhida foi
alterado para - 0,782, aproximando-se do valor da estrutura
de referéncia (1H5R), além de estar entre - 1 e - 0,5
indicando que se trata de um bom modelo.

[0175] A sobreposicdo do modelo gerado com a estrutura-
molde ou ‘de referéncia’ (PDB ID 1H5R) revela ainda dados
importantes gue aumentam a confiabilidade do modelo obtido.
Pode ser observado, na regido do sitio ativo, que os
residuos de aminodcidos descritos por Zuccotti et al. 2001)
como responsaveis pela formacdo do complexo ligante-PMI,
Glnl47, Glule2 e Vall73, permanecem alocados na mesma
regido, quando comparado o modelo com a estrutura de
referéncia de PDB ID 1HS5R. Porém, no modelo criado baseado
na sequéncia da XAC, o aminodcido valina é substituido por
uma asparagina, mas ambos (asparagina do modelo e valina da
estrutura referéncia) apresentam-se na mesma regido e sobre
a mesma conformacdo de cadeia principal.

[0176] 0 Diagrama de Ramachandran, fornecido pelo
PROCHECK, ¢ uma ferramenta de analise importante pois
indica provaveis erros na estrutura tercidria dessas
macromoléculas. 0 diagrama é dividido em regides
energeticamente favoraveis e desfavordveis e mostra quais
residuos se encontram em tal regides, permitindo uma

avaliacao de qualidade dos modelos tedbricos ou

Petici0 870210040558, de 04/05/2021, pag. 58/364



53/88

experimentais (RAMACHANDRAN et al., 1963).

[0177] O grafico obtido para o modelo PMI gerado néo
indicou &ngulos phi e psi desfavoraveis para os residuos
presentes no modelo, especialmente na regido do local de
interacdo. O modelo apresentou 91,6% de seus residuos em
regides altamente favoraveis, 7,9% em regides adicionais
permitidas e 0,4% em regides proibidas. Embora o residuo
ASN88 apareca em uma regido “generosamente permitida”, seus
angulos de torgao foram “herdados” das estruturas
cristalograficas utilizadas como referéncia.

[0178] Outras ferramentas importantes para analisar um
modelo de proteina predito podem ser encontradas no pacote
SAVE v5. O uso do PROCHECK permite a andlise da planaridade
das ligacdes peptidicas, contatos atdébmicos fracos,
distorcdo tetraédrica dos carbonos alfa, energia das
ligagdes hidrogénio e fator G. Para o modelo PMI gerado,
todos os valores estdo dentro dos valores esperados para
estruturas de proteina de resolucdo de 1,9 A (referindo-se
a estrutura PDB ID 1H5R, usada aqui como referéncia para a
modelagem) e a distorcdo tetraédrica dos carbonos alfa
apresentou um valor mais acurado do que o da estrutura
cristalografica.

[0179] Os parédmetros apresentados anteriormente ajudam a
avaliar a qualidade estereoquimica geral do modelo
selecionado. Os graficos mostram que o modelo obteve
valores dentro do intervalo de referéncia PROCHECK e, ao
analisar os valores apresentados pelo WHATIF para oS
aminoacidos pertencentes ao local de interacdo do PMI,
nenhum apresentou valores abaixo de - 5, que, se existirem,

devem ser revisados e seus respectivos rotdmeros alterados.
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[0180] Além das ligacgdes atdmicas que ocorrem na cadeia
peptidica, ha também interacdes entre adtomos ndo-ligados. A
estrutura tercidria de uma proteina é altamente dependente
dessas 1interacgdes e existem seis tipos de interacdes
provaveis entre atomos ndo ligados e elas nédo ocorrem
aleatoriamente. Assim, ¢é possivel, com uso do programa
ERRAT, identificar regides e fazer uma na analise
estatistica dessas interacodes.

[0181] O ERRAT (COLOVOS; YEATES, 1993) analisa as
interacgdes intermoleculares entre 4tomos diferentes no
modelo em comparacdo com estruturas altamente refinadas,
gerando um grafico de uma funcdo de erro por uma Jjanela
formada por nove residuos. De um modo geral, é um método
mais eficaz que o Perfil 3D proposto por Bowie e
colaboradores (BOWIE; LTCY; EISENBERG, 1990), porém ndo é
melhor que o PROCHECK.

[0182] Foi possivel identificar trés regides distintas
(verde, amarela e vermelha) através do grafico desenvolvido
pelo ERRAT para o modelo. A regido verde mostra que todos
os aminocdcidos estdo dentro dos valores esperados para
estruturas altamente resolvidas e refinadas. A regiéo
amarela corresponde aos aminoacidos que excedem o resultado
esperado e podem ser rejeitados com 95% de confianca.
Espera-se que uma boa estrutura proteica tenha 5% de sua
estrutura nessa regido. Finalmente, as regides vermelhas
sdo aquelas que podem ser rejeitadas com 99% de confianca.
O modelo gerado para o PMI possuli poucas regides amarelas e
apenas um Unico aminocadcido na regid&o vermelha (Alalé67) no
ERRAT. Nenhum aminocdcido presente nessas regides faz parte

do sitio ativo; portanto, ndo haverd problemas para testes
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futuros. Além desses dados, o fator de qualidade, wvalor
relacionado as interacgdes atdbmicas ndo ligadas de 85,5,
indica uma estrutura de alta qualidade (resultado esperado
para valores superiores a 50).

[0183] Outra andlise interessante ¢é verificar se um
residuo de aminoacido corresponde ao ambiente quimico em
que se encontra, ou seja, se hd compatibilidade do modelo
com sua sequéncia de aminocidcidos. Essa andlise pode ser
realizada usando-se o VERIFY 3D.

[0184] O VERIFY 3D (LUTHY; BOWIE; EISENBERG, 1992)
analisa a compatibilidade entre o modelo 3D e a sua
sequéncia de aminocdcidos, baseado na localizacdo (alfa,
beta, loop) e uma sequéncia de ambientes quimicos (polar,
apolar), wutilizando wuma matriz proposta por Bowie e
colaboradores (BOWIE; LTCY; EISENBERG, 1990). Essa matriz
permite uma andlise de probabilidade de se encontrar os 20
aminoadcidos em diferentes ambientes quimicos, com base no
tipo de aminodcido e natureza do ambiente quimico. Em
seguida, é realizado o alinhamento entre o modelo 3D e a
sequéncia de aminodcidos; permitindo detectar as regides
mal resolvidas.

[0185] No estudo do PMI, pode-se observar que pelo menos
80% dos aminodcidos tiveram uma pontuacdo igual ou superior
a 0,2 no perfil 3D-1D. Além disso, ha uma regido (Alab6 a
Leu82) que caiu abaixo do limite, indicando uma provavel
dobra nessa regido, no entanto, ndo é motivo de preocupacdo
porgue n&o estd na regido do sitio ativo do modelo.

[0186] Finalmente, como Ultima analise, ¢é ©possivel
verificar o) volume dos atomos. 0 programa PROVE

correlaciona o volume obtido para cada aminoadcido da
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proteina com os volumes de proteinas de alta resolugéo.
[0187] Como resultado, o PROVE fornece um valor de
pontuacdo chamado Z-score que corresponde ao desvio
estatistico programado de estruturas altamente resolvidas e
refinadas.

[0188] No caso do modelo PMI em estudo, tanto o Z-score
quanto o Z-score RMS estavam acima da regido de interesse;
sendo que o Z-score possul uma média de 0,274 e o Z-score
RMS com valor de 1,539. Além disso, 4,6% dos residuos
analisados foram considerados outliers, indicando que mais
atencdo deve ser dada ao modelo. No entanto, Jjuntamente com
todas as outras andlises realizadas, pode-se determinar que
este é um modelo confidvel para o PMI de XAC, e permite dar

continuidade aos estudos.

Validagdao do modelo da PMI para uso com simulag¢des de
docking

[0189] Apbés a criacdo do modelo, foi realizado um
experimento para a validacdo do mesmo, utilizando-se os
programas GOLD (SUITE, 2015) e GLIDE (FRIESNER et al.,
2004). Definiu-se, a partir do ligante da estrutura
cristalogrdfica original (1H5R), a melhor regido do sitio
ativo na qual seriam realizados os célculos/simulacdes. Em
seguida, foram feitas simulacgdes de docking com o ligante
da estrutura PDB ID 1H5R, para definir qual seria o melhor
programa para os prdéximos estudos. Escolhido o programa,
experimentos de docking foram realizados com a estrutura de
PMI, wutilizando-se 1inibidores reportados no web servidor
BindingDB (CHEN; LIU; GILSON, 2001), um repositdério de

estruturas e dados de atividade focado na interacdo entre
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proteinas e moléculas com potenciais atividades
terapéuticas.
[0190] Apbs a criacdo do modelo, foi realizada uma

simulacdo para a validagcdo do mesmo, utilizando-se os
programas GOLD e GLIDE. Definiu-se, a partir do ligante da
estrutura cristalografica original (de PDB ID 1H5R), a
melhor regido do sitio ativo na qual seriam realizados os
calculos.

[0191] As simulacdes de docking sdo calculos que
analisam a potencial afinidade entre o ligante e o sitio de
ligacdo do receptor, propondo a pose (conformacdo +
orientacdo), ou predicdo do modo de ligacdo com a maior
afinidade entre 1ligante e receptor, estimada por uma
pontuacdo calculada com base em uma funcdo empirica
associada ao método de mecdnica molecular associado. A
seguir serdo descritos os métodos utilizados pelos
programas GOLD (SUITE, 2015) e GLIDE.

[0192] O posicionamento dos ligantes no sitio do
receptor resulta de um algoritmo adotado pelo programa
escolhido para as simulacdes de docking. Os algoritmos mais
usados sdo os genéticos, baseados em Monte Carlo ou busca
sistematica para a flexibilizacdo dos ligantes e cadeias
laterais dos residuos de aminoadcidos da proteina. O GOLD
utiliza o algoritmo genético enquanto o GLIDE utiliza um
algoritmo de busca sistemdtica associada ao método de Monte
Carlo.

[0193] No programa GOLD, o) processo para gerar
possibilidades conformacionais para a molécula ligante (e
também para seletas cadeias laterais de residuos de

aminoacidos) se inicia gerando populacdes contendo
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conformagdes aleatdrias de um dado ligante, em que cada
individuo dessa populacdo ¢é codificado e chamado de
“cromossomo”. Os cromossomos possuem, entdo, as informacgdes
dos atomos dos ligantes como ©possibilidades de fazer
interacgdes. Além disso, eles também possuem informacdes
sobre liberdades translacionais, rotacionais e
conformacionais, chamadas de “genes”.

[0194] Com a ideia de gerar conformacdes mais
"evoluidas”, os cromossomos utilizam mecanismos chamados
operadores genéticos, no qual haverd uma andlise de
mutacdes e recombinacdes. Assim, diversas etapas como essa
ocorrem até que seja obtida a populacdo final (SUITE,
2015), evoluida de seus “ancestrais”, em processo
tendenciado a maior afinidade com o sitio receptor. Apds a
criacdo da populacdo final, cada cromossomo/ligante &
ancorado diversas vezes no sitio, com diferentes
orientacdes, e cada pose é pontuada através de uma funcédo
chamada fitness score.

[0195] O primeiro passo do método utilizado pelo GLIDE
consiste na construcdo de um grid no sitio de interacdo do
receptor, determinando sua forma e propriedades. Nesse grid
sdo feitas andlises da presenca de atomos existentes,
fornecendo informacdes sobre os tipos de interacdes
presentes e a pontuacdo para a pose do ligante. Em seguida,
ocorre a geracdo de confdrmeros, os quals serdo analisados
nessa regido.

[0196] A geracdo desses confdrmeros pelo programa GLIDE
é baseado nas conformacdes de cada ligante, a qual varia
conforme do numero de ligagdes livres. A Dbusca pelos

melhores ligantes para um determinado receptor comeca com a
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procura por regides em que podem ocorrer interacdes, tanto
no ligante quanto no receptor. Se ocorrer uma
correspondéncia entre a conformacdo e o sitio de ancoragem,
essa conformacdo segue para a prdxima etapa.

[0197] A segunda etapa analisa os atomos do ligante, em
relacdo a cavidade do receptor, de forma a evitar
repulsdes/impedimentos ‘estéricos’. Além disso, sdo feitas
avaliacdes em relacdo ao didmetro do ligante e suas
rotacdes. O ligante recebe uma pontuacdo e caso ela seja
‘satisfatéria’ de acordo com os critérios estabelecidos,
ele segue em frente. Em seguida, é calculada uma nova
pontuacdo, chamada de “gananciosa”, que irad avaliar a
posicdo do ligante ao receptor quando esse se move em torno
de 1 A nas coordenadas x, y e z. Esse movimento gera uma
nova pontuacdo chamada de ChemScore, a qual penaliza
contatos estéricos além de reconhecer diversos tipos de
interagdes como hidrofdébica, metdlicas e ligacgdes de
hidrogénio. Apdbds isso, o ligante é novamente movimentado
nas coordenadas e sua pontuacdo é recalculada. Nessa
segunda etapa ocorre a reducdo do numero de confdrmeros.
Por fim, no terceiro passo, O algoritmo Monte Carlos
explora a minimizag¢do de energia dos ligantes, pontuando as
poses novamente através da fungdo GlideScore.

[0198] O primeiro passo para a etapa de validacdo do
modelo consistiu na escolha do programa para as simulacdes
de docking, o GOLD ou o GLIDE. Para tanto foi feito um
redocking, para ver qual programa conseguia posicionar
melhor o ligante cristalografico, glicose-1-fosfato (G1P),
em relacao a sua posicédo original na estrutura

cristalogrdfica PDB ID 1H5R. Foram executadas 10 simulagdes
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para cada programa. Como pode ser observado na Figura 20, o
GOLD foi o programa com o qual se conseguiu um melhor
posicionamento, tendo sido ele selecionado para futuras
simulagdes de docking.

[0199] O sucesso de um programa na previsdo de uma pose
de ligante é¢ geralmente medido ©pelo desvio médio
quadratico, ou RMSD (Root Mean Square Deviation), com o
qual é possivel se determinar o grau de similaridade entre
duas estruturas (COLE et al., 2005). Esse dado é calculado
entre a posicdo do ligante observada experimentalmente e a
posicdo do ligante prevista pelo programa, com base nas
distdncias 1interatdémicas de seus 4&tomos, sendo o valor
obtido através da seguinte expressdo matematica (1):

RMSD = V=XV ||ri4 — i

N i=1

’ (1)

onde N é o numero total de &tomos pareados entre as duas
estruturas, ri é o vetor posicdo do adtomo i, A é o modelo
gerado e B é a estrutura molde.

[0200] A estatistica mais usada é a gque os modelos
gerados deveriam obter um RMSD < 2 A e, embora seja
comumente utilizada, ¢é um limite empirico e arbitréario
(GOHLKE; HENDLICH; KLEBE, 2000; KONTOYIANNI; MCCLELLAN;
SOKOL, 2004; KRAMER; RAREY; LENGAUER, 1999). Por outro
lado, alguns autores como Vieth e Bursulaya (BURSULAYA et
al., 2003; VIETH et al., 1998), consideram valores de RMSD
entre 2 A e 3 A como sucessos parciais. Para o modelo
gerado da PMI de XAC foiencontrado um RMSD = 2,5 A que, de
acordo com os autores citados acima, seria considerado como

um sucesso parcial.
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[0201] Uma vez tendo sido selecionado e refinado o
modelo final, avaliamos sua eficiéncia em estudos de
triagem virtual. Para essa avaliacdo, foram escolhidos 30
inibidores conhecidos da PMI, depositados e provenientes do
servidor online BindingDB, contendo valores descritos de
poténcia (ICsp), reportados na literatura. O objetivo dessa
etapa era avaliar a capacidade que o modelo possui de
recuperar os ligantes sabidamente ativos e ordenad-los de
forma coerente em relacdo ao seus ICsp, com base em funcao
de pontuacdo (GOLD Fitness) proveniente do programa GOLD.
[0202] Para que o objetivo fosse alcancado,
primeiramente era necessaria a definicdo do sitio de
docking, a qual foi obtida através do posicionamento do
ligante proveniente da PDB ID 1HS5R em relagdo ao modelo.
Com essa posicdo, foi possivel obter-se uma esfera com as
seguintes coordenadas espaciais: x = 23,977, y = 15,659, z
= 43,886, com uma esfera de raio de 8 A (regido onde seriam
realizadas as simulacdes de docking). Os resultados dessa
etapa sdo mostrados na Tabela 4, em que os inibidores mais
potentes foram os inibidores 1, 2, 3, 5, 7, 8, 9, 10, 12,
13, 16, 18, 19, 21 e 30.

TABELA 4 — RESULTADO DA RECUPERACAO DE INIBIDORES (15 MAIS
POTENTES E 15 MENOS POTENTES) DO BINDINGDB PELA FOSFOMANOSE
ISOMERASE DE XANTHOMONAS CITRI SUBSP. CITRI.

Numero do Inibidor | Nome PCid Gold Fitness IC50
1 2998795 62.216 1.30E+03
2 1256813 60.097 1.00E+03
3 5771379 59.096 1.00E+03
4 25199560 57.191 >1,00E+5
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5 4089709 56.362 707

6 25199559 55.438 >1,00E+5
7 2311082 54.774 270

8 2248499 48.79 829

9 1489253 48.566 1.23E+03
10 3093671 45.896 1.27E+03
11 4120895 44.867 >1,00E+5
12 22416235 44.529 1.25E+03
13 4917291 44.379 709

14 387196 44.267 >1,00E+5
15 25241622 43.919 >1,00E+5
16 1510389 43.654 985

17 3311395 41.868 >1,00E+5
18 25181243 41.807 1.03E+03
19 1519965 41.795 1.00E+03
20 4879298 41.788 >1,00E+5
21 3194 41.062 190

22 25181239 36.225 >1,00E+5
23 25181212 35.122 >1,00E+5
24 22765927 35.095 >1,00E+5
25 25241626 33.333 >1,00E+5
26 6112173 32.755 >1,00E+5
27 25241624 32.246 >1,00E+5
28 6033619 27.892 >1,00E+5
29 5951502 26.357 >1,00E+5
30 25199533 22.889 1.07E+03
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[0203] Observando-se os dados obtidos pelo estudo de
triagem virtual, o prdéximo passo consistiu na obtencdo de
curvas ROC (Receiver Operating Characteristic), de predicgdo
e de enriquecimento para melhor entendimento dos
resultados. Para a criacdo desses graficos, foi utilizado o
web servidor Screening Explorer (EMPEREUR-MOT; ZAGURY;
MONTES, 2016) com os pardametros selecionados como padrdes.
[0204] Em estudos de triagem virtual, a anédlise dos
dados é feita com base em uma curva ROC. Trata-se de um
grafico dividido em fracdes positivas verdadeiras (FVP)
localizadas no eixo y e fragdes falso-positivas (FFP)
localizadas no eixo x. Um par de FVP/FFP é representado por
cada ponto dentro da curva ROC e corresponde a uma fracao
especifica de um conjunto de moléculas. As curvas ROC
resumem a capacidade geral de um método para distinguir
entre compostos ativos e inativos (EMPEREUR-MOT et al.,
2015; EMPEREUR-MOT; ZAGURY; MONTES, 2016).

[0205] Uma funcéo de pontuacéo com perfeita

discriminacdo é agquela em gue no canto superior esquerdo do

grafico, temos uma sensibilidade perfeita (FVP = 1) e uma
especificidade perfeita (FFP = 0). A sensibilidade
corresponde a capacidade do sistema em predizer

corretamente quais moléculas possuem certas caracteristicas
(proporcgéao de positivos verdadeiras) ; enquanto
especificidade corresponde em se predizer a auséncia de
caracteristicas em algumas moléculas (proporcdo de falsos-
positivos) (BERTRAND; TRIBALLEAU, 2005).

[0206] A linha diagonal presente no grafico corresponde
a experimentos em que a funcdo de pontuacdo nédo seria

discriminada. Uma curva entre a linha diagonal e a parte
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superior esquerda do grafico é considerada boa, sendo que
quanto maior a distdncia da linha diagonal, melhor serd o
sistema. De forma qualitativa, quanto mais préximo a
esquerdo do grafico estiver a curva, maior sera a precisdo
geral do estudo (BERTRAND; TRIBALLEAU, 2005; EMPEREUR-MOT
et al., 2015; EMPEREUR-MOT; ZAGURY; MONTES, 2016). Abaixo,
na Figura 21, é mostrado o grafico de curva ROC obtido para
0 estudo realizado com os 30 inibidores do BindingDB e o
modelo de PMI XAC gerado. Nele ¢é possivel observar gue
grande parte do grafico se encontra distante da linha
diagonal, mostrando que o estudo apresenta uma boa
precisdo, conseguindo diferenciar os compostos mais ativos
dos menos ativos.

[0207] Caso se torne dificil analisar uma curva ROC, ¢é
possivel utilizar uma medida padrdo chamada de &rea sob a
curva (AUC). O AUC é um numero que varia de 0 a 1, obtido
por métodos de integracdo numérica e mostra o desempenho
geral do estudo, isto §&, a probabilidade do modelo
classificar um dado positivo como negativo e vice-versa.
Teoricamente, quanto maior o valor obtido para AUC, melhor
¢ o sistema utilizado (EMPEREUR-MOT; ZAGURY; MONTES, 20106).
O valor de AUC ROC obtido para esse estudo foi de 0.760, um
bom valor para o estudo realizado Jj& gque se encontra
préximo a 1 (valor ideal).

[0208] Um outro dado obtido com o web servidor é a curva
de previsdo, a qual quantifica a associacdo entre as
variacdes de pontuacdo e deteccdo dos compostos ativos. No
eixo y do grafico é mostrado a probabilidade de atividade
para cada composto presente no conjunto de dados e no eixo

X, esses compostos sao mostrados (EMPEREUR-MOT et al.,
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2015). Consequentemente, a curva de previsdo permite
detectar a variacdo emitidas por uma fungdo de pontuacdo na
deteccédo dos compostos ativos, isto é, se as variacgdes de
probabilidade de atividade sé&do importantes o suficiente
para induzir a selecdo de um limiar para triagens virtuais
(EMPEREUR-MOT et al., 2015). A curva de previsdo para esse
estudo se encontra acima da linha limite, tornando-se um
bom resultado e mostrando que o modelo foil <capaz de
realizar uma discriminacdo entre os compostos utilizados.
[0209] Um dado calculado a partir da curva de previsédo é
o ganho total padronizado (TG) (BURA; GASTWIRTH, 2001), que
resume a discriminacdo dos compostos ativos em relacdo a
variacdo das pontuacdes ao longo do conjunto de dados das
moléculas (EMPEREUR-MOT et al., 2015).

[0210] A TG possuil seu valor entre 0 e 1, sendo que sua
andlise deve estar associada ao valor obtido para a AUC.
Valores de TG acima de 0,25 combinados com uma AUC ROC
acima de 0,5 significa que as variacdes de pontuacdo séo
relevantes na discriminacdo dos <compostos ativos; Jja
valores de TG acima de 0,4 associados com uma AUC ROC acima
de 0,5 indica que o método de triagem utilizado teve um bom
desempenho e seria reproduzivel em condigdes experimentais
semelhantes (EMPEREUR-MOT; ZAGURY; MONTES, 2016).

[0211] No nosso estudo, o valor de TG obtido foi de
0,312 que, associado a um AUC ROC de 0,760, mostra que o
sistema foi capaz de discriminar os compostos ativos para
tal modelo proteico.

[0212] Por fim, um ultimo dado obtido é a curva de
enriquecimento, a qual permite avaliar a recuperacdo

precoce de compostos ativos presentes em estudos de triagem
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virtual. O grafico em escala logaritmica mostra no eixo y
as FVP e no eixo x o conjunto de dados (TRUCHON; BAYLY,
2007) .

[0213] Assim, como as curvas ROC, as de enriquecimento
possuem uma linha diagonal que inicia no canto inferior
esquerdo, subindo até o canto superior direito e que
representa uma distribuicdo aleatdria. Quanto mais distante
a curva gerada estiver da linha diagonal, melhor é o estudo
realizado (BERTRAND; TRIBALLEAU, 2005).

[0214] Embora as curvas de enriquecimento sejam mais
faceis de tracar, elas possuem uma grande desvantagem.
Essas curvas dependem diretamente da proporcdo de moléculas
ativas presentes no conjunto; portanto, guando a proporcao
desses ativos aumenta, a curva de enriquecimento ideal se
aproxima da 1linha de classificacdo aleatdéria (BERTRAND;
TRIBALLEAU, 2005). Além disso, o espaco é limitado pelas
curvas 1ideal e aleatdéria, prejudicando comparacdes com
outros dados. A curva de enriquecimento do estudo em
questdo encontra-se acima da linha limite.

[0215] Um dado relacionado a curva de enriquecimento é o
fator de enriquecimento (EF), o qual corresponde a fracéo
de compostos ativos obtidos quando uma determinada
porcentagem de compostos inativos é encontrada (TRUCHON;
BAYLY, 2007). Esse dado possui uma alta variabilidade, e
seu valor méaximo depende diretamente da proporgdo de
moléculas ativas no conjunto (TRUCHON; BAYLY, 2007) e do
valor de compostos inativos considerados (PICCIRILLO; DO
AMARAL, 2018). Nesse estudo, foil considerado a porcentagem
de 10% dos compostos inativos e o valor obtido para EF foi

de 2,00, mostrando que, para 10 compostos inativos
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recuperados, 2 deles s&o compostos ativos.

[0216] Além dessas curvas, temos alguns outros dados
para levar em consideracdo: discriminacdo reforgcada por
Boltzmann do ROC (BEDROC) (MUEGGE; ENYEDY, 2004) e o
reforco inicial robusto (RIE) (CORNELL, 2006). Truchon &
Bayly (2007) discutiram varios métodos para abordar o
reconhecimento precoce, como o BEDROC e o RIE. Ambas as
métricas sdo utilizadas para quantificar o reconhecimento
precoce dos compostos ativos utilizados em um estudo de
triagem wvirtual (EMPEREUR-MOT; ZAGURY; MONTES, 2016). O
BEDROC ¢é 1limitado por um valor de 0 a 1 e trata da
probabilidade de um ativo ser classificado antes de um
composto selecionado aleatoriamente. Por outro lado, o RIE,
desenvolvido por Sheridan (SHERIDAN et al., 2001), utiliza
a ponderacdo exponencial, atribuindo um maior peso para oS
ativos reconhecidos precocemente (ZHAO et al., 2009).

[0217] Uma das desvantagens do RIE é gque o seu valor
minimo e méximo depende diretamente da quantidade de
compostos ativos e a quantidade de compostos totais
presente nos conjuntos. O valor obtido para essa métrica
foi 1,832. Por outro lado, o valor obtido pra BEDROC foi
0,916 encontra-se muito prdéximo a 1, mostrando que o modelo
é capaz de separar os compostos ativos e inativos.

[0218] Com isso, através desse resultado de validacdo e
daqueles de avaliacdo mostrados anteriormente, podemos
afirmar que o modelo para a PMI XAC estd apto para ser

utilizado nos posteriores estudos de triagem virtual.

Triagem virtual de novos inibidores da Fosfomanose

Isomerase
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[0219] Acessando-se o web servidor BindingDB, um total
de 959 hits sdo descritos como inibidores de PMI, sendo que
0 mais potente possui ICsp de somente 4 uM. Sendo assim,
torna-se desejavel a descoberta e o desenvolvimento de
novas classes de compostos e gue possam inibir mais
efetivamente a enzima aqui investigada. O objetivo &
realizar experimentos de triagem virtual (por docking e
similaridade) com a PMI em diferentes bases de dados de
compostos disponiveis comercialmente. As bases de dados de
compostos incluem: ZINC (subcoleg¢des Natural Stock, Drug-

database e Drug-like), BindingDB subdivisdo Drugs FDA,

ChemBridge (subcolecdes DIVERSet™-EXPEXPRESS-PickTM
Collection (DIVERSet™-EXP) e DIVERSet Core Library
(DIVERSet™-CL) ), Maybridge subdiviséao Screeening
Collection, Princeton e IBS (subdiviséao Natural e

Synthetic), totalizando uma quantidade préxima a 19 milhdes
de compostos.

[0220] Algumas dessas bases contém os compostos em
formato spatial data format (sdf), os quais J& foram
reescritos em formato mais apropriado, mol2, contendo
cargas atdbémicas, tipos de 4&tomos, ordens de ligacdo e
estruturas tridimensionais bem definidas e mais adequadas
para as simulagdes de triagem virtual e propdsitos gerais
de modelagem molecular. Também foram geradas novas
bases/bibliotecas de confdérmeros, a partir dessas,
utilizando-se o programa OMEGA (BOSTROM; GREENWOOD;
GOTTFRIES, 2003).

Geracdo de conférmeros (com OMEGA)

[0221] Para a geracdo de confbrmeros, o programa OMEGA
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da empresa OpenEye foi aqui wutilizado. Esse programa
realiza a geracdo de confdrmeros em trés dimensdes com
baixo desprendimento computacional e um alto efeito no

alcance da conformacdo Dbioativa entre os confdrmeros

gerados.
[0222] No presente estudo, o0s pardmetros utilizados no
OMEGA para a geracgdo de confdrmeros foram: até

300/molécula, com uma energia de tensdo de até 9 kcal/mol e
um desvio médio quadratico de 0.6 A, segundo protocolo
otimizado por Carlos H.T.P. Silva (DA SILVA; TAFT, 2017).
[0223] O primeiro passo foi preparar as 6 bases de
dados, descritas anteriormente, com o programa OMEGA. Esse
passo tem o intuito de corrigir e criar diversas
conformagcdes das moléculas presentes nas bases de dados.
Esse programa realiza a geragdo de confdrmeros em trés
dimensdes, com baixo desprendimento computacional e um alto
efeito no alcance da conformacdo Dbioativa entre o0s
conférmeros gerados. O OMEGA obtém os confdrmeros em trés
passos. O primeiro passo, para a obtencdo dos confdrmeros,
consiste ao acesso a biblioteca de fragmentos, gerada
através do fragmento de moléculas presente em um extenso
banco de dados, para a construcdo da estrutura em trés
dimensdes (3D). Os fragmentos sdo ligados com base em
valores de distancia de ligacdes, sendo ajustados
posteriormente e minimizados por um campo de forcga
ajustado.

[0224] Em seguida, todas as torcgdes rotativas séo
numeradas de acordo com valores de um banco dados presente
no programa. As rotacgdes sdo ajustadas com base em angulos

e energias torcionais derivadas de um conjunto de
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estruturas cristalinas. ©Novas torgdes sdo geradas no
ligante, prestando atencdo a choques e duplicacgdes, com a
finalidade de gerar uma grande quantidade de confdrmeros.

[0225] Por fim, na Ultima fase, ocorre a andlise da
estrutura em relacdo aos seus valores energéticos e
geometria. Nessa etapa, a molécula pertencente ao minimo
global tem o seu RMSD comparado a outras, eliminando
agquelas ndo pertencentes a parametrizacdo fornecida pelo

usuario (HAWKINS et al., 2010; HAWKINS; NICHOLLS, 2012).

Seleg¢do de inibidores baseada em ligantes (com ROCS e EON)
[0226] Apbs a preparacdo das bases de dados, um segundo
tipo de triagem virtual foi ainda realizado, o qual ¢é
baseado em diferentes tipos de similaridade: de forma e
eletrostatica. Ambos os programas utilizados nessa etapa,
ROCS e EON, da OpenEye, tem revelado compostos promissores
para o tratamento de varias doengas (NAYLOR et al., 2009).
[0227] O programa ROCS realiza uma triagem virtual por
similaridade de forma, através da comparacdo entre os
volumes e conformacdo de dois compostos, a molécula de
referéncia (glicose-1-fosfato (G1P)) e as moléculas
presentes em bancos de dados. Os cédlculos dos volumes sé&o
feitos através da superficie exposta de esferas de insercéo
colocadas na molécula referéncia.
[0228] Apbds o ROCS, uma outra triagem de similaridade
foi feita comparando os mapas de potencial eletrostatico
das moléculas. O programa utilizado nessa etapa foi o EON,
sendo que seus arquivos de entrada foram os provenientes do
ROCS. Com esse programa se realiza a comparagdo e

classificacdo dos compostos bases em seus mapas de
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superficie eletrostdtica. Os parédmetros adotados para ambos

programas ndo foram alterados.

Selecdo de inibidores baseada em estrutura (com GOLD) e
predigdo das propriedades farmacocinéticas e toxicolédgicas
(com QIKPROP e DEREK)

[0229] Os programas de docking analisam a afinidade
ligante-proteina e, para essa etapa do estudo, foi
utilizado o programa GOLD. Apds os experimentos de triagem
virtual realizados, somente as moléculas que passaram pelo
crivo de propriedades adequadas a um potencial defensivo
agricola avancaram para a prdéxima etapa, avaliando-se,
principalmente, a potencial toxicidade dos compostos frente
ao organismo humano. As moléculas foram avaliadas com
respeito as suas propriedades ADME/Tox, utilizando-se os
programas QikProp (SCHRODINGER, 2020) (da empresa
Schroedinger) e DEREK (MARCHANT; BRIGGS; LONG, 2008) (da
empresa Lhasa), respectivamente.

[0230] Os compostos “sobreviventes” a predicdo de
propriedades toxicolégicas, foram submetidos a anédlises
farmacocinéticas realizadas com o programa QikProp, e os
descritores analisados foram: log CACO2Z, log MDCK,
porcentagem de absorcdo oral e qualidade do modelo de
absorcdo oral humana. Foram rejeitados todos os compostos
que tiveram valores de log CACOZ2 e log MDCK maiores ou
iguais a 500, potencial de absorc¢cdo oral maior ou igual a
80% e gqualidade do modelo de absorg¢do humana igual a
‘alta’. Na anadlise toxicoldgica realizada com o programa
DEREK, os compostos rejeitados foram aqueles que

apresentaram algum alerta estrutural de toxicidade segundo

Petici0 870210040558, de 04/05/2021, pag. 77/364



72/88

Custom Prediction e Lhasa Prediction.

[0231] Para a obtencdo dos mais promissores inibidores
possiveis para a PMI de XAC, foi utilizada uma estratégia
que se 1inicia com uma triagem virtual por similaridade,
utilizando-se os programas ROCS e EON, seguida pelo docking
e pelas predigdes ADME/Tox. O uUltimo passo correspondeu a
andlise visual da interacdo dos compostos com o receptor.
[0232] Nessa estratégia, a primeira triagem feita foi em
relacdo a similaridade por forma entre a molécula
referéncia e as bases de dados. Essa triagem foil realizada
com o programa ROCS, e foram obtidos os 2000 melhores (ou
mais promissores) resultados oriundos das bases de dados
Chembridge CL, Chembridge EXP, DrugDatabase, DrugLike, FDA
Binding, Maybridge e Natural Stock. Os compostos
selecionados nessa etapa seguiram para os estudos de
triagem baseada em similaridade de potencial eletrostéatico,
com o programa EON, no qual foram selecionados os 1000
compostos mais bem classificados.

[0233] Em seguida, os arquivos obtidos na etapa anterior
foram submetidos ao docking, utilizando-se o centroide de x
= 23.977, y = 15.659 e z = 43.886, e um raio de esfera de 6
A e minimo de 60 (de fitness). O tamanho da esfera teve que
ser modificado devido a problemas encontrados para alguns
ligantes em relagdo a sua torgcdo e aumento do tamanho das
ligagdes. Os arquivos finais de cada base de dados sairam
com 500 compostos e foram utilizados em estudos de
predicdes ADME/Tox. Em seguida, esses compostos passaram
por uma andlise visual para verificar quais possuilam uma
maior interagcdo com o modelo da PMI de XAC, em potencial.

Abaixo (Tabela 5) sao mostrados quantos compostos
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“sobreviveram” a todas as etapas.

TABELA 5 - RELACAO ENTRE OS COMPOSTOS “SOBREVIVENTES” DAS
BASES DE DADOS APOS ESTUDOS DE TRIAGEM VIRTUAL POR
SIMILARIDADE (COM ROCS E EON), DE DOCKING, PREDICOES
ADME/TOX (COM DEREK E QikProp) E INSPECAO VISUAL,
UTILIZANDO-SE A SEGUNDA ESTRATEGIA.

BASE DE | ROCS EON DOCKING | QikProp INSPECAO
DADOS VISUAL
Chembridge 2000 1000 500 8 0 0
CL

Chembridge 2000 1000 500 1 0 0
EXP

DrugDatabase | 2000 1000 500 13 13 0
DrugLike 2000 1000 500 265 83 38
FDA Binding | 2000 1000 500 31 18 1
Maybridge 2000 1000 0 0 0 0
Natural 2000 1000 500 3 3 1
Stock

[0234] Apds as andlises farmacocinéticas e toxicoldgicas

in silico, os compostos de todas as bases foram submetidos
a uma analise visual, a qual possui o intuito de verificar
uma maior interacdo com o modelo da PMI XAC através da
quantidade de interacdes qguimicas. As andlises dos
resultados gerados serviram como critério final para a
selecdo de compostos, sendo um total de 45 inibidores. Ao
final dos estudos, a relacdo dos compostos sobreviventes em

cada base de dado é mostrada nas tabelas acima.
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[0235] Os resultados das simulagcdes de docking nos
permitiram visualizar como o0s compostos se comportam no
sitio ativo do modelo. Sendo assim, a selecdo final se
baseou prioritariamente na possibilidade dos compostos
interagirem com os residuos Argl73 Asnl92, Asp249, Asp270 e
Glyl55; sendo as interacdes com os aminoacidos arginina
(173) e acido aspartico (249) as mais importantes.

[0236] Os resultados obtidos com o programa GOLD
indicaram que alguns compostos podem interagir de forma
satisfatdéria no sitio ativo do modelo e, dessa forma,
elegemos estes compostos como os mais promissores. Foram
selecionados 1 composto oriundo da base de dados Natural
Stock, 6 compostos da FDA Binding e 38 compostos da
DrugLike.

[0237] De todos os compostos selecionados, alguns foram
comprados e em seguida serdo submetidos a ensaios in vitro
e 1iIn vivo, para a comprovacdo da acdo inibidora da enzima
PMI de Xanthomonas citri subsp. citri. Doze inibidores
foram selecionados ©para compra e quatro deles foram
utilizados em ensaios bioldégicos: DL03874928, DL03999102,
DL04091967 e DL35935889. ©Esses inibidores que foram
utilizados nos ensaios bioldégicos foram selecionados com
base nas interacdes mais fortes observadas com aminodcidos
interessantes que compdem o sitio ativo e quantidade dessas
interacdes; além de serem moléculas com perfis polares em
uma extremidade e hidrofdébicos em outra, e ndo muito
rigidas.

[0238] A seguir sao mostradas as estruturas dos
compostos utilizados nos ensaios bioldgicos (Figura 22) e a

estrutura de um dos inibidores (DL04091967) docado no sitio
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ativo do modelo da PMI de Xanthomonas citri subsp citri

(XAC) (Figura 23).

Visualizacdo Grafica

[0239] Os programas utilizados para a visualizacéo
grafica foram o Discovery Studio (DASSAULT SYSTEMES BIOVIA,
2015) da empresa Biovia bem como o Maestro (SCHRODINGER,
2018), da empresa Schroedinger.

[0240] O Discovery Studio foi empregado na visualizagédo
da sobreposicdo dos modelos obtidos pela modelagem de
proteinas por homologia estrutural. Ja o Maestro foi
utilizado na anédlise visual dos resultados obtidos a partir
dos estudos de simulacdes de docking e, consequentemente,

para a selecgdo das moléculas finais.

Construcdo do modelo da Fosfomanose isomerase (PMI) de Homo
sapiens.

[0241] Apds a construcdo do modelo para a PMI de XAC foi
decidido se realizar um estudo em relacdo também a proteina
PMI de Homo sapiens, para fins de comparacdo. Os passos
utilizados para a construgdo do modelo foram iguais aos
utilizados para a XAC. O primeiro passo foi realizar o
alinhamento entre as sequéncias de aminoadcidos de ambas
proteinas, com o intuito de analisar as porcentagens de
identidade e similaridade. Elas compartilham uma identidade
de 7% e uma similaridade de 11%.

[0242] Apbds essa etapa, foi criado o modelo para a PMI
humana para comprovar que se trata de estruturas totalmente
diferentes. O modelo também foi construido por modelagem de

homologia estrutural, utilizando todos o0s mesmos passos gue
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foram wutilizados anteriormente, isto é, alinhamento,

construcdo e avaliacdo do modelo e avaliacdo do modelo.

ETAPA DE IDENTIFICACAO DA SEQUENCIA DE APROVACAO

[0243] A partir dos resultados obtidos com o BLASTp foi
feito o alinhamento das sequéncias através do servidor
online Clustal Omega. A sobreposigdo estrutural das duas
estruturas provenientes do PDB: PDBs Ids 5NW7 e 3HIM, feita
por intermédio do programa Maestro e permitiu visualizar os
consensos de todas as estruturas secundarias das proteinas
de referéncia, entre hélices-alfa e fitas de folha-beta.
Devido a isso, pudemos analisar se as insercdes ou delecgdes
sugeridas pelo Clustal Omega estavam de acordo com ©
esperado. Apds a andlise dos alinhamentos juntamente com as
sobreposicdes das estruturas de referéncia, obteve-se o

alinhamento final indicado na Figura 24.

Etapa de construgdo e avaliagcao do modelo

[0244] Apds a etapa de alinhamento ter sido concluida, a
proxima etapa foi conduzida através da construcgdo do modelo
em si. Tal passo fol possivel através do programa MODELLER,
que foi utilizado e, assim, gerou 5 hipdbdteses de modelo. De
posse dos modelos gerados, surge a etapa de avaliacdo para
determinar o modelo mais confidvel e adequado para novos
estudos. As anédlises de avaliacdo foram desenvolvidas com o
servidor online WHATIF e o programa PROCHECK.

[0245] Dados os resultados obtidos pelo WHATIF, a melhor
hipbétese apresenta um escore total no valor de -0,675, e um
Fator G de - 0,2, valores compativeis com uma proteina de

resolucdo de 1,85 A (referente ao PDB ID 5NW7).
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[0246] Para gue possamos realizar uma melhor selecdo da
hipbétese escolhida, devemos analisar outros pardmetros. Em
seguida, foi feita a anadlise dos angulos diédricos e do

Diagrama de Ramachandran, para poder seguir para outras

analises.
[0247] Os diagramas de Ramachandran obtidos para as
hipdteses apresentaram alguns residuos em regides

proibidas. A hipbtese escolhida apresenta 89,2% de seus
residuos em regides altamente favoradveis e apenas 0,8% em
regides proibidas sendo os residuos Ala379, Asn9l e Serl84.
[0248] Embora a hipdétese apresente residuos em regides
proibidas no Ramachandran, nenhum deles se encontra na
regido do sitio ativo. Apenas utilizando os dados
apresentados até agora, ndo foi possivel escolher gqual o
melhor modelo gerado. Para que a escolha seja feita
corretamente, foram wutilizados outros pardmetros para a
analise.

[0249] Outras ferramentas importantes para analisar um
modelo de proteina predito podem ser encontradas no pacote
SAVE v5.0. Para a hipdbdtese selecionada, todos os valores
estao dentro dos valores esperados para estruturas de
proteina de resolucdo de 1,85 A (referindo-se a estrutura
PDB ID 5NW7) e a distorcdo tetraédrica dos carbonos alfa
apresentou um melhor valor que o do cristalogréafico.

[0250] Além das ligacdes atdmicas que ocorrem na cadeia
peptidica, ha também interacdes entre &dtomos ndo-ligados. A
estrutura tercidria de uma proteina é altamente dependente
dessas 1interacbdes e existem seis tipos de interacgdes
provavelis entre Aatomos ndo ligados e elas nédo ocorrem

aleatoriamente. Assim, é possivel através do programa ERRAT
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identificar regides e fazer uma andlise estatistica dessas
interacodes.

[0251] Observando o grafico desenvolvido pela ERRAT, é
possivel identificar trés regides distintas: uma verde, uma
amarela e uma vermelha. A hipdtese gerada apresenta grande
quantidade de aminoacidos listados como vermelho, porém
esses aminoadcidos ndo estdo na regido do sitio ativo.

[0252] O fator de qualidade, valor relacionado as
interacgdes atdmicas ndo ligadas, apresentados pela hipdtese
(61,6867) estdo acima de 50, mostrando que é uma estrutura
de alta qualidade.

[0253] Outra andlise interessante ¢é verificar se um
residuo de aminodcido corresponde ao ambiente em que esta,
ou seja, se had compatibilidade do modelo com sua sequéncia
de aminodcidos. Essa andlise pode ser realizada usando o
VERIFY 3D. No estudo da Hipdétese 3, pode-se observar que
95,51% dos aminocdcidos teve uma pontuacdo igual ou superior
a 0,2 no perfil 3D-1D. Além disso, h& regides que caiu
abaixo do 1limite, indicando uma provavel dobragem nessa
regido; no entanto, ndo é motivo de preocupagdo porgque néao
estd na regido do site ativo das hipdteses.

[0254] Finalmente, como Uultima analise, é possivel
verificar o volume de &tomos. O programa PROVE correlaciona
o volume obtido para cada aminodcido da proteina com o0s
volumes de proteina de alta resolucdo. Como resultado, o
PROVE fornece um valor de pontuacdo chamado escore 7Z que
corresponde ao desvio estatistico programado de estruturas
altamente resolvidas e refinadas. No caso da hipbtese
escolhida do modelo PMI em estudo, o Z-score encontra-se

dentro da faixa esperada e o Z-score RMS acima da regido de
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interesse. No entanto, juntamente com todas as outras
andlises realizadas, pode-se determinar que se trata da

melhor hipbétese de modelo para a PMI humana.

Etapa de validacdo do modelo da PMI Humana

[0255] Uma vez selecionado e refinado o modelo final,
avaliamos sua eficiéncia em estudos de triagem virtual.
Para essa avaliacéo, foram escolhidos 30 inibidores
conhecidos da PMI, depositados e provenientes do servidor
online BindingDB, contendo valores descritos de poténcia
(ICsp), reportados na 1literatura. O objetivo dessa etapa
era avaliar a capacidade gque o modelo possuil de recuperar
os ligantes sabidamente ativos (ditos “contaminantes”) e
ordend-los de forma coerente em relacdo ao seus ICsp, com
base em funcdo de pontuacdo (GOLD Fitness) proveniente do
programa GOLD.

[0256] Para que o objetivo fosse alcancado,
primeiramente era necessaria a definicdo do sitio de
docking, uma esfera com as seguintes coordenadas espaciais:
x = 20.21, y = 16.63, z = 10.00, com uma esfera de raio de
7 A. Os resultados dessa etapa sdo mostrados na Tabela 6,
em que o0s inibidores mais potentes foram os inibidores 1,
2, 3,6, 7, 8, 10, 11, 13, 14, 15, 18, 19, 20 e 28.

TABELA 6 - RESULTADO DA RECUPERACAO DA SELECAO DE
INIBIDORES DO BindingDB.

Numero dos Inibidores GOLD PLP IC50 (nM)
inibidores Fitness
1 2998795 76,169 1.30E+03
2 5771379 76,061 1.00E+03
3 4089709 72,416 707
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4 25199560 67,963 >1,00E+6
5 25199559 67,128 >1,00E+5
6 2248499 66,702 829

7 4917291 61,567 709

8 1256813 60,232 1.00E+03
9 3311395 58,643 >1,00E+5
10 1489253 58,532 >1,00E+5
11 1519965 58,281 1.00E+03
12 4120895 58,255 >1,00E+5
13 2311082 57,179 270

14 25181243 56,910 1.03E+03
15 1510389 54,689 985

16 25241622 54,330 >1,00E+5
17 387196 53,533 >1,00E+5
18 3093671 53,365 1.27E+03
19 22416235 52,628 1.25E+03
20 3194 51,576 190

21 4879298 46,232 >1,00E+5
22 25181212 45,228 >1,00E+5
23 25181239 44,972 >1,00E+5
24 6112173 44,039 >1,00E+5
25 22765927 43,708 >1,00E+5
26 25241626 43,102 >1,00E+5
27 25241624 42,484 >1,00E+5
28 25199533 41,919 >1,00E+5
29 6033619 40,274 >1,00E+5
30 5951502 40,144 >1,00E+5

[0257] Observando-se os dados obtidos pelos estudos de
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triagem virtual, o prdéximo passo consistiu na obtencdo de
curvas ROC, de predicédo e de enriquecimento, para melhor
entendimento dos resultados. Para a criacéo desses
graficos, foi utilizado o web servidor Screening Explorer
(EMPEREUR-MOT; ZAGURY; MONTES, 2016) com os parédmetros
selecionados como padrdes.

[0258] Em estudos de triagem virtual, a anédlise dos
dados é feita com base em uma curva ROC (Receiver Operating
Characteristic), resumem a capacidade geral de um método
para distinguir entre compostos ativos e inativos
(EMPEREUR-MOT et al., 2015; EMPEREUR-MOT; ZAGURY; MONTES,
2016) . Utilizando as mesmas andlises feitas no item
anterior, quanto maior a distdncia entre a linha do gréafico
e a linha diagonal, melhor serd a precisdo geral do estudo
(BERTRAND; TRIBALLEAU, 2005; EMPEREUR-MOT et al., 2015;
EMPEREUR-MOT; ZAGURY; MONTES, 2016).

[0259] Abaixo, na Figura 25, é mostrado o grafico de
curva ROC obtido para o estudo realizado com os 30
inibidores do BindingDB e o modelo de PMI Homo sapiens
gerado. Nele ¢é possivel observar gque Jgrande parte do
grafico se encontra distante da linha diagonal, mostrando
que o estudo apresenta uma boa precisdo, conseguindo
diferenciar os compostos mais ativos dos menos ativos.
Inclusive uma parte da linha pertencente ao gréafico
encontra-se na parte superior, mostrando que esses
inibidores se encontra com a sensibilidade e especificidade
perfeitas.

[0260] Outro dado que pode ser utilizado é a AUC, que
mostra o desempenho geral do estudo. O valor de AUC ROC

obtido para esse estudo foi de 0,792, um bom valor para o
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estudo realizado ja que se encontra préximo a 1 (valor
ideal).

[0261] Um outro dado obtido pelo web server é a curva de
previsdo, que quantifica se as variacdes de probabilidade
de atividade s&o importantes o suficiente para induzir a
selecdo de um limiar para triagens virtuais (EMPEREUR-MOT
et al., 2015). A curva de previsdo para esse estudo se
encontra acima da linha 1limite, tornando-se um bom
resultado e mostrando que o modelo foil capaz de realizar
uma discriminacdo entre os compostos utilizados.

[0262] Um dado calculado a partir da curva de previsédo é
o ganho total padronizado (TG) (BURA; GASTWIRTH, 2001), que
resume a discriminacdo dos compostos ativos em relacdo a
variacdo das pontuacgdes ao longo do conjunto de dados das
moléculas (EMPEREUR-MOT et al., 2015).

[0263] TG possui seu valor entre 0 e 1, sendo que sua
andlise deve estar associada ao valor obtido para a AUC.
Valores de TG acima de 0,4 associados com uma AUC ROC acima
de 0,5 indica, que o método de triagem utilizado teve um
bom desempenho e seria reprodutivel em condigdes
experimentais semelhantes (EMPEREUR-MOT; ZAGURY; MONTES,
2010) .

[0264] No estudo, o valor de TG obtido foi de 0,444 que,
associado a um AUC ROC de 0,792, mostra que o método
utilizado teve um bom desempenho, podendo ser reprodutivel
em condicgdes experimentais semelhantes.

[0265] Por fim, um ultimo dado obtido é a curva de
enriquecimento, a qual permite avaliar a recuperacgdo
precoce de compostos ativos presentes em estudos de triagem

virtual. Assim, quanto mais distante a curva gerada estiver
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da linha diagonal, melhor é o estudo realizado (BERTRAND;
TRIBALLEAU, 2005). A curva de enriquecimento também se
encontra acima da linha limite.

[0266] Um dado relacionado a curva de enriquecimento é o
fator de enriquecimento (EF), que corresponde a fracdo de
compostos ativos obtidos quando uma determinada porcentagem
de compostos inativos é encontrada (TRUCHON; BAYLY, 2007).
Nesse estudo foi considerado a porcentagem de 10% dos
compostos inativos e o valor obtido para EF foi de 2,31.
[0267] Além dessas curvas, temos alguns outros dados
para levar em consideracdo: discriminacdo reforcada por
Boltzmann do ROC (BEDROC) (MUEGGE; ENYEDY, 2004) e o
reforco inicial robusto (RIE) (CORNELL, 2006). Ambas as
métricas sdo utilizadas para quantificar o reconhecimento
precoce dos compostos ativos utilizados em um estudo de
triagem wvirtual (EMPEREUR-MOT; ZAGURY; MONTES, 2016). O
valor obtido para o RIE foi 2,069; enquanto que o valor
obtido pra BEDROC foi 0,897 encontra-se muito préximo a 1,
mostrando que o modelo é capaz de separar oS compostos
ativos e inativos.

[0268] Com isso, através desse resultado de validacédo e
daqueles de avaliacdo mostrados anteriormente, podemos
afirmar que o modelo para a PMI Homo sapiens provou Ser
capaz de diferenciar os inibidores mais potentes dos menos
potentes escolhidos no BindingDB.

[0269] Apdbs as anadlises dos resultados da segunda etapa
do presente invento, o modelo de PMI de XAC construido se
demostrou confidvel através das validagdes e da avaliacéo
dos residuos do sitio de interacdo. Dessa forma, tal modelo

pbde ser utilizado em triagens virtuais em bases de dados
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de compostos, na busca por novos quimiotipos ou classes
quimicas gque poderiam interagir com o mesmo alvo, visando
ao controle do cancro citrico.

[0270] As estratégias de triagem virtual utilizadas
foram validadas in silico e mostraram-se eficazes para a
obtencédo de diversas moléculas com potencial de inibicgédo
para a PMI. Um total de 45 compostos foram obtidos na etapa
de triagem virtual, porém alguns foram selecionados para
compra e estdo passando por ensaios bioldgicos para validar
e quantificar suas atividades bioldégicas assim estimadas.
Os resultados serdo racionalizados do ponto de vista
estrutura-atividade, com vistas a um posterior refinamento
ou otimizacdo de suas propriedades ADME/Tox bem como
poténcia inibitéria da PMI.

[0271] Vale mencionar que o modelo da PMI humana, também
desenvolvido por homologia estrutural e aqui descrito, foi
planejado e ja& tem sido util para revelar diferencas em
relacdo a PMI da bactéria, em especial na regido do sitio
ativo, as quais viabilizam o planejamento de inibidores
seletivos para a PMI de XAC, mas ndo para a homdéloga
humana, assim conferindo um adicional potencial atdxico aos
nossos futuros Dbactericidas que tenham como mecanismo de
acdo a inibicdo da PMI da bactéria do cancro citrico, como
uma das vantagens em relacdo aos defensivos agricolas
atualmente utilizados.

Testes de patogenicidade in vivo de XAC na presenga dos
inibidores selecionados

[0272] Os inibidores selecionados por triagem
computacional (denominados 1, 2, 3 e 4 - Figura 26) foram

adquiridos comercialmente e ensaiados para o seu efeito
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preventivo dos sintomas do cancro citrico produzidos por
XAC em plantas de lim&o galego. Para cada inibidor foram
testadas 3 concentracdes, em trés ramos diferentes de cada
planta, sendo utilizadas réplicas das plantas. As
concentracdes de inibidores (testadas em réplicas) foram:
25 uM (Cl), 250 pM (C2) e 2,5 mM (C3) (para o inibidor 1) e
100 uM (C1), 1ImM (C2) e 10 mM (C3) (para inibidores 2, 3 e
4), tendo sido todos os compostos dissolvidos em &agua. O
controle foi realizado na auséncia de inibidores. Os
inibidores (ou &gua para o controle) foram aspergidos nas
folhas até gotejamento e a suspensdo bacteriana de XAC (10°¢
UFC/mL) foi aspergida apdés 40 minutos, tempo suficiente
para “secagem” da solucdo de inibidores. As folhas foram
documentadas apds 21 dias, por escaneamento tanto da face
abaxial quanto adaxial das folhas apdés serem destacadas das

plantas (Figuras 27, 28 e 29).

PMI como proteina-alvo para controle de doengas causadas
por Xanthomonas sp.

[0273] Neste invento é proposto utilizar a proteina PMI
como um alvo para novos compostos de controle do cancro
citrico. Esta descoberta possui valor ainda mais
significativo quando se verifica que as espécies Citrus
sinensis (laranja), Citrus deliciosa (tangerina) e Citrus
limon (limdo), que s&o citros de interesse econdmico, néo
codificam em seus respectivos genomas a proteina PMI; de
fato ndo hd similaridade significativa da sequéncia da PMI
de XAC com nenhuma sequéncia desses hospedeiros citricos, o
que foi confirmado pela busca com a sequéncia XanB usando a

ferramenta BLASTp no genoma dessas espécies
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disponibilizadas no NCBI (http://www.ncbi.nlm.nih.gov) .
Este pode ser um indicativo importante de que compostos
para inibicgdo do alvo bacteriano ndo terdo efeito sobre as
culturas de citros.

[0274] A utilizacdo de PMI como alvo para o delineamento
de novos compostos envolve ndo apenas o controle do cancro
citrico mas uma enorme gama de fitopatologias causadas
pelas mais diversas espécies do género Xanthomonas e outros
géneros relacionados. Esta possibilidade fica evidente por
meio da busca realizada com a ferramenta BLASTp em bancos
de proteinas anotadas a partir das sequéncias gendmicas
(NCBI), e wutilizando a sequéncia da proteina PMI de XAC
(ORF XAC3580) como “sonda”: houve uma identidade sequencial
de mais de 95% com a mesma proteina de muitas espécies do
género Xanthomonas, dentre elas: X. phaseoli (99%), X.
euvesicatoria (99%), X. prunicola (99%), X. vasicola (98%),
X. oryzae (98%), X. perforans (98%), X. bromi (97%), X.
pisi (97%), X. codiaei (96%), X. dyei (96%), X. cucurbitae
(96%), X. campestris (95-96%), X. vesicatoria (96-97%), X.
cucurbitae (96%), X. nasturtii (97%), X. cassavae (96%), X.
floridensis (96%), X. arboricola (96%), X. melonis (96%),
X. hortorum pv. carotae (94%). Essas espécies sdo agentes
causadores de patologias em uma grande variedade de
culturas economicamente importantes, dentre elas: feijao,
tomate, arroz, pimentao, repolho, couve, couve-flor,
cenoura, abbbora, pepino, meldo, nectarina, agrido,
mandioca, dentre outras.

[0275] Com respeito a comprovacdo da enzima PMI como
enzima vital a infeccdo da XAC em citros e, portanto, como

alvo uUnico suficiente para o planejamento de inibidores
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seletivos, n&o ha mencdo na literatura, especialmente em
Xanthomonas. Como comentado, ha& apenas um artigo (do nosso
proprio grupo de inventores) gque mostra que a PMI foi
detectada em andlise protedmica de superficie e que, dentre
outras 26 proteinas, estd potencialmente relacionada com a
patogenicidade bacteriana mas ndo ha comprovacgdo funcional
na literatura. A abordagem utilizada de producdo de mutante
e complementante para PMI em XAC (Alexandrino, 2020) foi de
fundamental importédncia para se confirmar a enzima como
essencial a patogenicidade de XAC e, dessa forma, inferir a
sua potencialidade como alvo altamente promissor para se
chegar a inibidores efetivos contra o cancro citrico.
Assim, tais inibidores poderiam ter também efeito contra
muitas outras espécies de Xanthomonas que causam
fitopatologias em uma grande diversidade de <culturas
economicamente importantes, bem como em espécies de outros
géneros gue possam também ter a enzima PMI como essencial
ou relacionada com a sua patogenicidade.

[0276] A  producgédo recombinante da PMI utilizando
técnicas de Biologia Molecular permitiu comprovar a
atividade catalitica prevista para o produto do gene da
PMI, gene este que foi deletado (retirado) no mutante e
reintroduzido no complementante, correlacionando a auséncia
de patogenicidade com a auséncia do gene da PMI. Como
comentado, a anadlise protedmica disponivel em si (Carnielli
et al., 2017) foi apenas um indicativo inicial de inUmeras
proteinas-alvo em potencial, no entanto a validacdo da
andlise protedmica pela andlise genética foi essencial para
se inferir que PMI é essencial a patogenicidade de XAC e em

que grau de intensidade isto ocorre.
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[0277] Dos dois compostos propostos como inibidores da
PMI, n&o ha qualquer mencgdo conhecida quanto a sua possivel
aplicacdo para controle do cancro citrico. Os compostos
estdo disponiveis comercialmente, com numeros de catalogo
da empresa fornecedora dos mesmos, mas ndo ha como chegar
ao conhecimento de que sdo inibidores da PMI e muito menos
que eles atuem como preventivos do cancro citrico, sem
realizar um extenso trabalho tal como foi desenvolvido
computacionalmente, a partir da estrutura 3D da PMI de XAC,
também desenvolvida no laboratério da FCFRP-USP, com
modelagem estrutural por homologia estrutural. N&o héa
estrutura 3D da PMI qgue esteja disponibilizada em
coordenadas cartesianas no Protein Data Bank (PDB), para

fim de trabalhos computacionais.
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REIVINDICACOES

1. Uso de um composto ou de um sal aceitdvel do mesmo,
caracterizado pelo fato de ser para a fabricacdo de um
composto para inibic&o seletiva de Fosfomanose isomerase

(PMI) .

2. Uso de um composto ou de um sal aceitédvel do mesmo, de
acordo com a reivindicacd&o 1, em que o referido composto é

selecionado a partir do grupo que consiste em

o e

caracterizado pelo fato de ser para a fabricagdo de um insumo

agricola para controle de cancro citrico.

3. Uso, de acordo com a reivindicacdo 1, caracterizado
pelo fato de ser para a fabricacdo de insumos agricolas para

controle de fitopatologias causadas por Xanthomonas sp.

4, Uso, de acordo <com a reivindicacdo 1, 2 e 3,
caracterizado pelo fato de a Fosfomanose isomerase (PMI) ser
uma proteina essencial para a patogenicidade da bactéria
Xanthomonas sp e ser alvo promissor para controle do cancro

citrico.
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RESUMO

“USO DE COMPOSTOS QUIMICOS INIBIDORES DA FOSFOMANOSE
ISOMERASE PARA CONTROLE DO CANCRO CITRICO E FITOPATOLOGIAS
ASSOCIADAS AO GENERO XANTHOMONAS”

A presente invencdo pertence ao campo da agroquimica e
quimica medicinal. O presente invento refere-se ao uso de
compostos quimicos como insumos agricolas promissores e
inéditos para o combate ao cancro citrico que ocorre em
plantacdes de citros, causado pela Dbactéria Xanthomonas
citri subsp. citri (XAC). O presente invento consiste na
elaboracdo de composigdes que inibam a fosfomanose
isomerase (PMI), que estd associada com a patogenicidade de
XAC. O invento também apresenta a comprovagdo funcional de
que a PMI é essencial para a patogenicidade de XAC,
demonstrando que compostos planejados para inibir
seletivamente a PMI s&do eficazes no controle do cancro

citrico e fitopatologias associadas ao género Xanthomonas.
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Alexandrino, André Vessoni. Analise funcional dos genes xanB e xylA2 de
Xanthomonas citri subsp. citri, agente causal do cancro citrico. 2020. Tese de
Doutorado (Programa de Pos-Graduacao em Biotecnologia) — UFSCar, Séo Carlos,
2020.

Resumo

A bactéria Xanthomonas citri subsp. citri (Xcc) é a principal causadora do cancro
citrico, uma doenca que acomete todas as cultivares citricas de interesse comercial,
ocasionando prejuizos ao setor citricultor devido a queda na produtividade e qualidade
dos frutos, e a auséncia de medidas eficazes de controle e cura. Em trabalhos de
andlise proteémica diferencial previamente conduzidos por nosso grupo de pesquisa,
fosfomanose isomerase (PMI) e xilose isomerase (XI) foram proteinas identificadas
como potencialmente envolvidas na patogénese do cancro citrico, sendo a PMI
detectada pela primeira vez na superficie de Xcc. A PMI de Xcc é predita como uma
enzima bifuncional com atividades cataliticas de interconversdo de D-manose-6-
fosfato e D-frutose-6-fosfato, bem como de D-manose-1-fosfato em GDP-D-manose.
A Xl de Xcc também é classificada como uma enzima bifuncional que interconverte D-
xilose em D-xilulose e D-glicose em D-frutose. O presente trabalho teve como objetivo
geral a caracterizacao funcional dos genes codificantes da PMI e da XI (xanB e xylA2,
respectivamente), especialmente no tocante a relacdo com a patogenicidade de Xcc,
partindo de estratégias que envolveram a construcdo de sistemas de expressao
heterd6loga induziveis por IPTG (isopropil-B-D-tiogalactosideo) em E. coli, os quais
permitiram a confirmacdo das atividades bioldgicas preditas das proteinas-alvo. A
dupla recombinacdo homologa entre o DNA gendmico bacteriano e o vetor suicida
pPNPTS138 contendo regides flanqueadoras do gene-alvo a ser deletado foi utilizada
para a construcdo de linhagens mutantes deletadas nos genes xanB e xylA2
(XccAxanB e XccAxylA2, respectivamente). Uma linhagem complementante para o
primeiro mutante (XccACxanB) foi obtida com sucesso pela reinser¢cdo do gene no
l6cus original utilizando o pNPTS138, uma metodologia inédita em Xcc. Ensaios in
vivo em Citrus aurantifolia foram conduzidos utilizando as linhagens Xcc, XccAxanB,
XccACxanB e XccAxylA2, os quais permitiram a avaliagao da relacdo dos genes-alvo
com a patogenicidade de Xcc. A delecdo do gene xylA2 desencadeou um aumento na
viruléncia de Xcc, o0 que pode ser explicado pelo consequente acumulo de xilose e um
possivel aumento da expressao de genes hrp. A delecdo do gene xanB, por sua vez,
resultou na perda de patogenicidade de Xcc, com reducdo de suas propriedades
relacionadas ao processo infeccioso, como motilidade, formagéo de biofilme e
resisténcia a radiacao ultravioleta, com todos esses fenotipos sendo integralmente
restaurados pela complementacao génica. Sendo assim, a constatacéo de que o gene
xanB é essencial para a patogenicidade de Xcc o torna um alvo inédito e bastante
promissor do ponto de vista biotecnoldgico, propiciando uma perspectiva de controle
e/ou cura do cancro citrico por meio da utilizacéo de inibidores da PMI e, também, do
desenvolvimento de cultivares citricas que neutralizem a acéo de tal enzima durante
0 processo infeccioso.

Palavras-chave: Xanthomonas citri subsp. citri; fosfomanose isomerase; xilose
isomerase; patogenicidade; viruléncia.
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Alexandrino, André Vessoni. Functional analysis of the xanB and xylA2 genes of
Xanthomonas citri subsp. citri, causative agent of citrus canker. 2020. Tese de
Doutorado (Programa de Pos-Graduacao em Biotecnologia) — UFSCar, Séo Carlos,
2020.

Abstract

Xanthomonas citri subsp. citri (Xcc) is the main bacterium that causes citrus canker, a
disease that affects all citrus cultivars of commercial interest, causing damages to the
citrus sector due to the decrease in fruit productivity and quality, and the lack of
effective control and cure measures. In differential proteomic analysis previously
conducted by our research group, phosphomannose isomerase (PMI) and xylose
isomerase (XI) were proteins identified as potentially involved in the pathogenesis of
citrus canker, the first being detected for the first time on the Xcc surface. Xcc PMI is
predicted as a bifunctional enzyme with catalytic activity of interconverting D-mannose-
6-phosphate into D-fructose-6-phosphate and D-mannose-1-phosphate to GDP-D-
mannose. Xcc Xl is also classified as a bifunctional enzyme that interconverts D-xylose
into D-xylulose and D-glucose into D-fructose. The present work had as general
objective the functional characterization of the coding genes of PMI and Xl (xanB and
xylA2, respectively), especially regarding the relationship with the Xcc pathogenicity,
starting from strategies that involved the construction of IPTG-inducible heterologous
expression systems in E. coli, which allowed the confirmation of the predicted biological
activities of the target proteins. Homologous double recombination between the
genomic DNA and the suicide vector pNPTS138 containing flanking regions of the
target gene to be deleted was used to construct mutant strains deleted in the xanB and
xylA2 genes (XccAxanB and XccAxylA2, respectively). A complementing strain for the
first mutant (XccACxanB) was successfully obtained by reinserting the gene in the
original locus using pNPTS138, an unprecedented methodology in Xcc. In vivo assays
in Citrus aurantifolia were conducted using the Xcc, XccAxanB, XccACxanB and
XccAxylA2 strains, which allowed the evaluation of the relationship of the target genes
with the Xcc pathogenicity. Deletion of the xylA2 triggered an increase in Xcc virulence,
which may be explained by the consequent accumulation of xylose and a possible
increase in hrp gene expression. Deletion of the xanB resulted in loss of Xcc
pathogenicity, with reduction of its properties related to the infectious process, such as
motility, biofilm formation and resistance to ultraviolet radiation, with all these
phenotypes being fully restored by gene complementation. Thus, the finding that the
xanB is essential for the Xcc pathogenicity makes it a novel and promising target from
a biotechnological point of view, providing the perspective of control and/or cure of
citrus canker through the use of PMI inhibitors and also the development of citrus
cultivars that neutralize the action of such protein during the infectious process.

Keywords: Xanthomonas citri subsp. citri; phosphomannose isomerase; xylose
isomerase; pathogenicity; virulence.
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Capitulo 1 — Introducéo

O Brasil é o maior produtor mundial de laranja, com uma producédo estimada
em mais de 17 milhdes de toneladas em 2017 (FAO STAT, 2017), sendo o estado de
Séao Paulo responsavel por 78,7% de toda a producdo nacional (IBGE, 2018). Em
2016 as exportacdes de suco de laranja concentrado somaram US$ 1,43 bilh&o, valor
que colocou tal commoditie na décima posi¢céo no ranking de exportacdes brasileiras
(FAO STAT, 2017).

A producéo de citros influencia também o mercado interno brasileiro, uma vez
gue em 2016 o PIB gerado por todos os elos da cadeia produtiva citrica foi de US$
6,5 bilhdes e, além disso, a citricultura gerou 200 mil empregos diretos e indiretos
(NEVES; TROMBIN, 2017). Entretanto, o potencial econémico da citricultura é
limitado, em parte, pelas doencas que afetam a sua produtividade, como o cancro
citrico, causado principalmente pela bactéria Xanthomonas citri subsp. citri (Xcc)
(KOLLER, 1994; LANZA et al., 2018), que € uma doenca causadora de prejuizos ao
setor citricultor devido a queda na produtividade e qualidade dos frutos e a auséncia
de medidas eficazes de controle e cura (FERENCE et al., 2018).

Desde 1995, o cancro citrico vem se alastrando de maneira alarmante,
principalmente no Brasil e nos EUA, evidenciando a suscetibilidade dos citros frente a
esse fitopatégeno (BEHLAU; FONSECA; BELASQUE JUNIOR, 2016). Até 2009, o
manejo da doenca era realizado por meio de medidas preventivas com a erradicacao
de plantas sintomaticas e suspeitas, concomitantemente ao uso de inseticidas para
controle do minador dos citros, um inseto facilitador da infec¢cdo por Xcc (BEHLAU;
FONSECA; BELASQUE JUNIOR, 2016; SANCHES et al., 2014).

Porém, o abrandamento da legislacéo e a extingcdo do programa de erradicacao
de plantas contaminadas ocorridos a partir de 2013, juntamente com a ineficiéncia dos
setores de fiscalizagdo, refizeram do cancro citrico um problema para o setor
citricultor, uma vez que a incidéncia da doenca em 2018 atingiu preocupantes 16,43%
dos talhfes contaminados (BEHLAU; BELASQUE JUNIOR, 2014; FUNDECITRUS,
2018). Assim, independentemente da ado¢do de uma estratégia de manejo integrado
ou de erradicacdo, atualmente ndo ha estratégias eficientes no controle ou cura do
cancro citrico (FERENCE et al., 2018).

Diante do contexto apresentado, estudos que contribuam para um melhor

entendimento da infec¢cdo bacteriana, da patogénese do cancro citrico e,
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adicionalmente, que subsidiem o desenvolvimento de insumos de controle e cura da
doenca tornam-se necessarios e valiosos. Dessa forma, € nesse cenario que se insere
a presente tese de doutorado, utilizando-se da biologia molecular como uma
ferramenta para caracterizar funcionalmente os genes codificantes das proteinas
fosfomanose isomerase e xilose isomerase (genes xanB e xylA2, respectivamente),
as quais foram previamente identificadas por nosso grupo como potencialmente
relacionadas a patogenicidade de Xcc (CARNIELLI et al., 2017; ZANDONADI et al.,
dados néo publicados). Os genes-alvo deste trabalho podem ter relacdo do ponto de
vista metabdlico (Figura 1.1), embora tal relacdo ainda necessite de investigacédo, nao

sendo ainda totalmente compreendida.

GK (XAC3120; XAC3070; XAC2070) I XI (XAC4225; XAC1776)
[ D-Glicose-6-fosfato ] [ D-Xilulose ]
PGl (XAC1788) ] I XK (XAC4244)
A Via das
[ D-Frutose-6-fosfato ] — Pentoses — [ D-Xilulose-5-fosfato ]
1 Fosfato
PMI (XAC3580)
[ D-Manose-6-fosfato ] . > [ D-Manose-1-fosfato ]

PMM/PGM
(XAC3912; XAC3579)

PMI (XAC3580)

Via de biossintese

> [ GDP-D-Manose ]

de xantana

Figura 1.1 A possivel relacdo metabdlica entre PMI e XI. A via das pentoses fosfato pode ser utilizada
para correlacionar as funcdes metabdlicas da PMI e da Xl, proteinas-alvo deste trabalho. GK:
glicoquinase. PGI: fosfoglicose isomerase. PMM/PGM: fosfomanomutase/fosfoglicomutase. XK:
xiluloguinase. Fonte: proprio autor.

Para isso, foram produzidas linhagens mutante e complementante para o gene
xanB, além de uma linhagem mutante para o gene xylA2. Estas linhagens foram
testadas quanto a viruléncia em Citrus aurantifolia, bem como o mutante para xanB
foi caracterizado in vitro quanto a fenoétipos relacionados a patogenicidade,
relativamente a linhagem selvagem, o que permitiu a avaliagdo do papel dos genes

xanB e xylA2 no processo infeccioso de Xcc.
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Além disso, foram construidos sistemas de expressao heteréloga e de
purificacdo das enzimas fosfomanose isomerase (PMI) e xilose isomerase (XI), os
quais possibilitaram a confirmacéo das atividades enzimaticas preditas e, também, a
producdo de anticorpos contra tais moléculas. Devido aos resultados obtidos neste
trabalho, a enzima recombinante PMI esta sendo utilizada em ensaios com inibidores
obtidos por modelagem estrutural in silico da PMI de Xcc (BARCELOS et al., 2020),
para avaliacdo da potencialidade desses compostos como novos insumos de controle

do cancro citrico.

1.1 Origem, controle e incidéncias do cancro citrico

O cancro citrico constitui uma das mais importantes doencas da citricultura e a
sua origem é ainda incerta. Entretanto, o Sul da China, a Indonésia e a india s&o os
locais mais provaveis para o surgimento da doenca, a partir dos quais houve a
disseminacgao para os outros continentes (DAS, 2003). Nos EUA, um dos principais
paises produtores de citros, o cancro citrico foi identificado pela primeira vez em 1912,
sendo o sudeste do pais a porta de entrada para a doencga, a partir de mudas
contaminadas oriundas do Japdo (DOPSON, 1964).

Embora a doenca tenha sido considerada erradicada nos EUA 21 anos apos a
sua identificacdo, a doenca reapareceu em meados da década de 1980 na Flérida,
sendo novamente declarada erradicada no ano de 1994 (STALL; CIVEROLO, 1991).
Porém, em 1995, uma area residencial de 36,3 km? préxima ao Aeroporto
Internacional de Miami foi infectada pela doenca e, desde 1997, novos surtos da
doenca vém acometendo os EUA, afetando a produtividade do setor citricultor norte-
americano (GOTTWALD; GRAHAM; SCHUBERT, 2002).

No Brasil, 0 ber¢o do cancro citrico foi o Estado de Sao Paulo, especificamente
o municipio de Presidente Prudente, no ano de 1957 (BITANCOURT, 1957). Desde o
seu surgimento, a doenca se alastrou para diversos estados brasileiros, como Mato
Grosso do Sul, Parana, Santa Catarina e Rio Grande do Sul (NAMEKATA; ROSS],
CERAVOLO, 1996).

Em decorréncia da importancia econémica da citricultura para o Estado de Séo
Paulo, a Secretaria de Agricultura e Abastecimento (SAA) atuou em campanhas de

erradicacao e manejo do cancro citrico desde a década de 50 e, a partir de 1984, em
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parceria com o Fundecitrus, mantendo a doenca sob controle em boa parte deste
periodo (BEHLAU; FONSECA; BELASQUE JUNIOR, 2016).

Durante muitos anos, o controle da doenga foi alcancado por meio de um
programa de erradicagcdo de plantas contaminadas e, também, de plantas sem
sintomas localizadas nas imediacdes (inicialmente 12 m e, depois, 30 m de raio), bem
como pela instauracdo de inspec¢des periddicas (BEHLAU; FONSECA; BELASQUE
JUNIOR, 2016). Retrato da eficiéncia do programa de erradicacado do cancro citrico
foi a taxa de incidéncia mensurada no ano de 2009, com apenas 0,14% dos talhdes
contaminados (BELASQUE JUNIOR et al., 2010).

Em 2009, produtores de areas mais atingidas pelo cancro citrico pressionaram
a SAA com o objetivo de modificar as diretrizes do programa de erradicacado da
doenca, o que foi acatado. Entdo, de 2009 a 2013, o nivel de incidéncia deixou de ser
considerado um parametro do programa de erradicacdo, fazendo com que o0s
produtores localizados em areas de baixa incidéncia também erradicassem as plantas
contaminadas e as assintomaticas localizadas em um raio de 30 m (BEHLAU,
BELASQUE JUNIOR, 2014).

A mudanca na legislacdo fez com que o Fundecitrus rescindisse o acordo com
a SAA, sob a alegacdo de que o niumero de inspetores teria de ser vertiginosamente
aumentado para atender o Estado todo e manter a doenca sob controle. Como
resultado, somente a SAA passou a regulamentar a erradicacao pelos produtores das
plantas contaminadas e, em 2012, o indice de talhdes contaminados aumentou quase
dez vezes em relacdo a 2009, chegando a 1,39% (BEHLAU; BELASQUE JUNIOR,
2014).

A partir de 2013, a legislagdo foi modificada no sentido de desobrigar esta
erradicacao de plantas suspeitas e, em 2017, uma nova resolucao instituida pela SAA
do Estado de S&o Paulo passou a permitir a presenca de plantas sintomaticas nos
pomares, exigindo apenas um Sistema de Mitiga¢gao de Riscos (SMR) para o controle
da doenca (SAO PAULO, 2013, 2017).

Apoés o abrandamento da legislacdo em relacdo ao manejo do cancro citrico,
houve um demasiado e preocupante aumento na incidéncia da doenca nos ultimos
dez anos. Em 2009, o indice de talh6es contaminados no cinturdo citricola era de
0,14%, valor que permitia a classificagdo da doenga como “controlada” (SANCHES et
al., 2014). Porém, o ultimo levantamento, realizado em 2018, mostrou que 16,43% dos
talhdes apresentaram sintomas da doenca (FUNDECITRUS, 2018).
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Atualmente, uma das principais estratégias de mitigacdo da incidéncia da
doenca é a pulverizacédo dos pomares infectados com uma solucéo de cobre metélico
0,1%. Contudo, em elevadas concentracdes, metais pesados como 0 cobre s&o
toxicos aos microrganismos e aos ecossistemas e sua utilizacao tem levado a selecéo
de linhagens de Xcc resistentes ao cobre (BEHLAU et al., 2011), nas quais foram
inclusive identificados genes relacionados a essa resisténcia (TEIXEIRA et al., 2008).
Tal evento pode requerer a utilizacdo de concentracdes crescentes de cobre, o que €
fator ainda maior de preocupacéo ambiental.

1.2 Caracteristicas gerais e ciclo do cancro citrico

ApGs atingirem os tecidos vegetais, as bactérias causadoras do cancro citrico
penetram principalmente pelas folhas por meio de aberturas naturais, como 0s
estbmatos e os hidatédios, e também por ferimentos causados pelo minador dos
citros, por espinhos, pelo contato de maquinas e equipamentos e pelo atrito provocado
por graos de areia transportados pelo vento (GRAHAM et al., 2000).

Uma vez posicionada no apoplasto, Xcc reconhece as células hospedeiras por
meio do pilus Hrp ou do pilus tipo IV, componentes do Sistema de Secrecéo Tipo Il
(T3SS, type IV secretion system), deixam de ser plancténicas e iniciam a fase de
multiplicacéo e agregacao como consequéncia da formacgéo de biofilme (BRUNINGS;
GABRIEL, 2003; GRAHAM et al., 2004).

Em seguida, inicia-se o ataque as células hospedeiras, também por meio do
T3SS, que resulta na translocacao de fatores de viruléncia como a PthA, proteina que
atua como reguladora da expresséo do gene upa20 da planta hospedeira, elicitando
uma resposta de hipertrofia e hiperplasia (KAY et al., 2007; SCHUBERT et al., 2001).
Como consequéncia do aumento do volume e numero das células, os espagos
intercelulares sédo diminuidos e passam a ser preenchidos pela goma xantana,
polissacarideo produzido por Xcc durante a formacédo de biofilme, que, por ser
extremamente higroscopico, causa um dos sintomas caracteristicos do cancro citrico,
0 encharcamento do tecido vegetal (BRUNINGS; GABRIEL, 2003).

Além disso, a inje¢cdo da PthA modula a expressdo de genes relacionados a
sintese de auxina e giberelina em citros, além de aumentar a producao do fito-
horménio etileno (PEREIRA et al., 2014).
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O cancro citrico ocorre em uma grande diversidade de cultivares de citros e
desencadeia lesGes nas partes aéreas das plantas, sobretudo nas folhas e nos frutos,
nos quais o tecido vegetal é induzido a hipertrofia e a hiperplasia (SWARUP et al.,
1992), causando erupc¢fes de 2 a 10 mm, de aspecto corticoso e aspero (Figura 1.2)
devido ao rompimento da epiderme vegetal (ROSSETTI, 2001), com margens
elevadas, centros afundados e circulares (DEWDNEY; GRAHAM; ROGERS, 2014).

< '_l 3
. V.
i
e 4 b
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Figura 1.2 Lesdes caracteristicas do cancro citrico. Lesdes tipicas do cancro citrico em folha{, fruto e
ramo infectados por Xcc, da esquerda para a direita. Fonte:  Fundecitrus
(http://www.fundecitrus.com.br/ImageBank/PageFlip/pageflip.aspx?idPage=66)

O desbalanco na producdo de pigmentos em decorréncia da infecgcdo pode
ocasionar o aparecimento de halos amarelos ao redor das erupgfes, 0 que esta
associado ao decréscimo de clorofilas a e b, caroteno e xantofila (PADMANABHAN et
al.,, 1973). Além disso, lesbes em estagios avancados podem se apresentar
escurecidas em decorréncia da colonizacdo por fungos sapréfitos, como
Colletotrichum spp. (DEWDNEY; GRAHAM; ROGERS, 2014).

Ambas as superficies foliares sdo acometidas pelas les6es do cancro citrico,
mas principalmente a abaxial, por conta da elevada concentracdo de estématos,
fazendo das folhas a regido mais importante no processo de infeccdo (GOTTWALD;
GRAHAM; SCHUBERT, 2002). Adicionalmente, a atividade do minador dos citros
(Phyllocnistis citrella) pode facilitar a penetracdo do patdégeno e intensificar a
incidéncia do cancro citrico (HALL; GOTTWALD; BOCK, 2010).

Os periodos de maior suscetibilidade ao cancro citrico ocorrem apos as
brotagbes e, também, no inicio do desenvolvimento dos frutos, podendo ser
agravados pela ocorréncia de grandes tempestades e elevagdo abrupta de
temperatura (SCHUBERT et al., 2001).

Entretanto, os sintomas apresentados pelas plantas contaminadas pelo cancro
citrico ndo constituem o principal problema da doenca, uma vez que raramente tais

manifestagdes s&o letais para a planta. Todavia, um dos efeitos adicionais do cancro

Peticéo 870210040558, de 04/05/2021, pag. 139/364



21

citrico € o aumento na producéo do fito-horménio etileno em resposta a infeccédo, como
mencionado anteriormente, 0 que provoca a abscisdo prematura de folhas e frutos,
tornando estes inapropriados para o comércio de frutas frescas e ndo comercializaveis
para a industria (CROZIER et al., 2000).

A chuva e o vento sao relevantes agentes disseminadores do cancro citrico. Ao
serem molhadas pela chuva, as lesbes cancrosas sao exsudadas e 0s potenciais
indculos bacterianos tém a sua propagacao facilitada pelo vento, o que as permite
atingir distancias consideravelmente longas, da ordem de alguns quildbmetros em
situacdes extremas (DAS, 2003). Frutos em estagio avancado de infec¢cdo também
atuam como dispersores da doencas pois apresentam ruptura na casca, o que facilita
a distribuicdo do patdgeno (AMARAL, 2003).

A elevada taxa de sobrevivéncia de Xcc nas lesbes nas frutas e em variadas
superficies faz do homem um outro importante agente disseminador, por meio do
transporte de mudas, restos de cultura e do manuseio de equipamentos
contaminados, principalmente quando as plantas estdo molhadas (BOCK et al., 2006).

O manejo do cancro citrico pode envolver medidas drasticas como a
erradicacdo de plantas contaminadas, principalmente em areas endémicas, como
ocorreu por um longo periodo de tempo no Brasil (BEHLAU; FONSECA; BELASQUE
JUNIOR, 2016). Paralela e concomitantemente a erradicacao, diversos citricultores
desenvolveram estratégias de controle, restringindo a aquisicdo de mudas de citros
oriundas de locais vigorosamente atingidos pelo cancro citrico (LEITE JR; MOHAN,
1990).

A desinfeccdo completa de roupas, sapatos, maguinas e egquipamentos
utilizados em campo também tem sido uma préatica de controle da disseminacéo do
patdogeno, uma vez que a capacidade de sobrevivéncia de Xcc em materiais de
madeira, metalicos, plasticos e de couro atinge até 72 horas dependendo das
condicdes climaticas (GOTTWALD; GRAHAM; SCHUBERT, 2002).

Dado que o vento € um dos principais agentes dispersores da doenca, a
implantagédo de quebra-ventos é uma das mais efetivas medidas de controle da
dispersdo de Xcc (LEITE JR; MOHAN, 1990), principalmente quando utilizada
concomitantemente a pulverizacdo de cobre nos pomares, embora este metal seja
toxico ao ambiente (BEHLAU et al., 2017) e ja tenham sido identificadas linhagens
resistentes (BEHLAU et al., 2011).
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Outras medidas de controle do cancro citrico incluem a aplicacéo de indutores
de resisténcia (GRAHAM et al., 2000; GRAHAM; MYERS, 2009), controle do minador
dos citros (HOY; NGUYEN, 1997) e, mais recentemente, o uso de produtos com
atividade bactericida contra Xcc como metabodlitos de Pseudomonas sp. (DE
OLIVEIRA et al., 2011), dihidroxibenzoatos de alquila (NAZARE et al., 2018), galatos
de alquila (SILVA et al., 2013) e o desenvolvimento de cultivares geneticamente
modificadas (BARBOSA-MENDES et al., 2009; JIA et al., 2016, 2017; PENG et al.,
2017; YANG et al., 2011).

Entretanto, as medidas de controle e manejo do cancro citrico sdo mitigadoras
de risco e paliativas, ndo sendo constatadas no campo medidas eficazes de controle

e cura para a doenca (SILVA et al., 2013).

1.3 O género Xanthomonas

O género Xanthomonas compreende um grupo economicamente importante de
fitopatbgenos com estreito espectro de hospedeiro para cada espécie, mas que na
totalidade das espécies conhecidas acomete 240 géneros de plantas distribuidas em
68 familias diferentes, especialmente a das rutaceas (HAYWARD, 1993).

Este grupo € composto por bactérias aerdbicas restritas, Gram-negativas,
portadoras de um unico flagelo polar, ndo fastidiosas, com morfologia de bastonete e
nao redutoras de nitrato (GRAHAM et al., 2004; SCHAAD; JONES; CHUN, 2001).

As colbdnias sao circulares, lisas, convexas e, por conta da producédo de um aril-
polieno-brominado denominado xantomonadina, apresentam coloracdo amarelada
(SCHAAD; JONES; CHUN, 2001). Seu aspecto visual € mucoso (STALL; CIVEROLO,
1991), em decorréncia da producao da goma xantana, um polissacarideo plurivalente
com aplicagbes nas industrias alimenticia, farmacéutica, quimica e petroquimica
(GOTTIG et al., 2010; LOPEZ; MORENO; RAMOS-CORMENZANA, 2001).

Dentre as espécies causadoras do cancro citrico, destaca-se a Xanthomonas
citri subsp. citri (Xcc), que infecta a maioria das espécies conhecidas de citros
(DEWDNEY; GRAHAM; ROGERS, 2014). Encontrada no Uruguai, Paraguai e
Argentina, Xanthomonas fuscans subsp. aurantifolii tipo B (XauB) € menos virulenta e
provoca a cancrose B principalmente em Citrus limon (STALL; SEYMOUR, 1983).
Xanthomonas fuscans subsp. aurantifolii tipo C (XauC), causadora da cancrose C,

ataca um unico hospedeiro, Citrus aurantifolia (CIVEROLO, 1984).
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Apesar de haver variacoes a respeito da suscetibilidade de espécies de Citrus
em relacdo ao cancro citrico, a resisténcia a infeccdo artificial por Xcc néo foi
identificada, o que sugere que as flutuacdes de vulnerabilidade dos hospedeiros a
bactéria decorram de componentes ambientais (BRUNINGS; GABRIEL, 2003).

1.4 Goma xantana

Dentre os fatores de viruléncia produzidos por Xanthomonas spp., a goma
Xantana merece especial atencdo, uma vez que, além de ser um produto de interesse
industrial (CARMONA et al., 2017), esse exopolissacarideo (EPS) possui relacdo com
a formacéo de biofilme e, também, com o processo infeccioso (BUTTNER; BONAS,
2010).

A xantana € um heteropolissacarideo constituido por um esqueleto central
formado por dois residuos de D-glicose unidos por ligagbes B-1,4, sendo que o
segundo é substituido em seu oxigénio 3 (O-3) por um trissacarideo composto por
manose-(3-1,4)-acido glicurénico-(p-1,2)-manose, com o primeiro residuo de manose
podendo ser acetilado e o ultimo piruvatado (Figura 1.3).

O grau de acetilagcéo e piruvatacéo dos residuos de manose € variavel entre as
diversas espécies (e até mesmo entre as linhagens) de Xanthomonas, podendo sofrer
influéncia adicional de fatores ambientais (CADMUS et al., 1976; KOOL et al., 2013;
STANKOWSKI; MUELLER; ZELLER, 1993). Em Xanthomonas campestris pv.
campestris, a piruvatacao € essencial para a patogenicidade por suprimir a deposi¢ao
do polissacarideo calose, uma importante estratégia de defesa das plantas (BIANCO
et al., 2016)

A via de biossintese de xantana é bem compreendida em Xanthomonas
campestris pv. campestris, sendo primariamente composta pelo operon
gumBCDEFGHIJKLM, cujos genes codificam principalmente glicosiltransferases e
proteinas transportadoras, as quais possuem atividade concentrada na membrana
celular, local de sintese desse EPS (KATZEN et al., 1996).
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Figura 1.3 Estrutura quimica da goma xantana. A figura apresenta a unidade pentassacaridica que
compde o exopolissacarideo xantana. Fonte: HUTCHISON et al., 2019.

Os mais importantes precursores da via de biossintese de xantana sdo UDP-
glicose, UDP-4cido glicurdnico, fosfoenolpiruvato e GDP-manose, sendo este Ultimo
um composto produzido pela fosfomanose isomerase (PMI) a partir de manose-1-
fosfato, que por sua vez tem como precursor a manose-6-fosfato, originada também
pela acdo da PMI sobre a frutose-6-fosfato (Figura 1.4) (KOPLIN et al., 1992).

Embora ndo seja essencial para a patogenicidade de Xcc (DUNGER et al.,
2007), a goma xantana esta envolvida na sobrevivéncia epifitica por promover
protecdo contra a radiacdo ultravioleta, ao congelamento e a dessecacédo (MEYER;
BOGDANOVE, 2009).

A relagdo entre a biossintese de xantana e o processo infeccioso de
Xanthomonas spp. tem sido estudada nas ultimas décadas. Dunger e colaboradores
(2007) produziram linhagens deficientes na producdo de xantana por meio da delegéo
do gene gumD de Xcc. Apesar de nado ter afetado a extensdo dos sintomas
provocados pela bactéria e a capacidade de induzir a resposta de hipersensibilidade,
a defectividade na producéo de xantana reduziu a resisténcia ao estresse oxidativo,

além de comprometer a sobrevivéncia no ambiente epifitico.
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Figura 1.4 A relacdo entre a PMI e biossintese de xantana. A via de biossintese de xantana é
alimentada por diversos precursores, dentre 0os quais se destaca a GDP-D-Manose, a qual é produzida
a partir de D-manose-1-fosfato pela fosfomanose isomerase (PMI). GK: glicoquinase. PGI: fosfoglicose
isomerase. PMM/PGM: fosfomanomutase/fosfoglicomutase. Fonte: proprio autor.

Em Xanthomonas campestris, a delecdo do mesmo gene supracitado resultou
em reducdo da viruléncia bacteriana por conta da alteracdo da via de biossintese de
xantana em experimentos utilizando repolho (KATZEN et al., 1998) e brécolis (CHOU
et al., 1997) como hospedeiros.

A disrupcdo de um outro gene do operon gum, relacionado a biossintese de
xantana, gumG, que codifica uma acetiltransferase, levou a diminuicdo na producéo
de exopolissacarideos e a reducado severa da viruléncia de Xanthomonas oryzae pv.
oryzae (DHARMAPURI; SONTI, 1999).

1.5 Xilano: estrutura e vias de degradacgéo

Os carboidratos complexos (oligossacarideos e polissacarideos) séo formados
por uma gigantesca variedade de combinacbes de subunidades de residuos de
monossacarideos unidos por ligacdes glicosidicas e possuem fungbes estruturais e
de armazenamento de energia, constituindo o maior depésito de carbono passivel de
metabolizacdo da biosfera (GRONDIN et al., 2017).
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Unidades de D-xilose, uma aldopentose, estdo unidas por ligagcbes 3-1,4 para
formar o esqueleto central de um dos maiores componentes das hemiceluloses
presentes na parede celular vegetal (Figura 1.5), o heteropolissacarideo xilano
(CHOW et al., 2015), que pode conter uma diversidade enorme de substituintes em
suas ramificacdes (BUSSE-WICHER et al., 2016).

Sendo um heteropolissacarideo, o xilano apresenta composicdo heterogénea,
podendo apresentar ramificagdes com L-arabinofuranose ligada as posi¢ées C-3 dos
residuos de D-xilose, os quais sdo denominados arabinoxilanos (AX) (SCHENDEL et
al., 2015). Os glicuronoxilanos (GX) possuem o acido D-glicurénico ou 4-O-metil-
glicurénico ligado as posicdes C-2 dos residuos de D-xilose (TOGASHI; KATO;
SHIMIZU, 2009), ao passo que o0s heteroxilanos que contém uma mistura de L-
arabinofuranose e &cido D-glicurénico sdo chamados de arabinoglicuronoxilanos
(AGX) (EBRINGEROVA, 2005).

pB-Xylosidase
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Figura 1.5 Esquema da estrutura geral do xilano. Estrutura do heteropolisscararideo xilano com a
indicacdo das enzimas xilanoliticas, bem como de suas ORFs codificantes em Xanthomonas
campestris pv. campestris (modificado a partir de DEJEAN et al., 2013).
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Sistemas enzimaticos xilanoliticos tém sido identificados em bactérias, fungos
e leveduras (CHADHA et al., 2019) e sdo basicamente compostos por xilanases e
outras glicosidases (GH, glycoside hydrolases), carboidrato esterases (CE) e mono-
oxigenases liticas de polissacarideos (LPMOs, Lytic polysaccharide
monooxygenases), compondo vias metabolicas responsaveis pela degradacéo
completa de xilano (MALGAS et al., 2019).

As carboidrato-esterases (CEs) sao enzimas presentes em alguns
microrganismos e tém como fungdo sobrepujar uma estratégia de protecdo que
diversas plantas desenvolveram, baseada na esterificacao parcial de polissacarideos
com acido acético. Por exemplo, residuos de glicosil acetilados ndo podem ser
hidrolisados pelas glicosidases, mas apo0s serem desacetilados pelas esterases
especificas, tornam-se acessiveis as GH (BIELY, 2012).

A degradacao das cadeias laterais de xilano inclui as a-arabinofuranosidases
(EC 3.2.1.55), que hidrolisam as ligacbes glicosidicas entre os residuos de a-L-
arabinofuranosideo em AXs e xilo-oligossacarideos (XOS) (LAGAERT et al., 2014).
Da mesma forma, as a-glicuronidases (EC 3.2.1.139) atuam sobre os GX, liberando
0s substituintes de acido D-glicurénico (SHALLOM; SHOHAM, 2003).

Ja a degradacao do esqueleto central xilano tem a participacao principal das -
xilosidases (E.C.3.2.1.37) e endo-1,4-B-xilanases (EC 3.2.1.8), enzimas que atuam na
hidrélise das ligagdes glicosidicas -1,4 entre os residuos de xilopiranosil, liberando
xilose, xilobiose (X2), xilotriose (X3), xilotetraose (X4) e até xilo-oligossacarideos
(XOs) mais longos ou também ramificados (BURLACU; CORNEA; ISRAEL-ROMING,
2016).

Importante salientar também a recente descoberta de estratégias auxiliares de
hidrélise de polissacarideos, baseadas em um mecanismo oxidativo ainda pouco
compreendido, que atuam sinergicamente com as enzimas dos sistemas xilanoliticos
na desconstrucdo dessas macromoléculas e na disponibilizacdo de biomassa vegetal
(MOREAU et al., 2019), como ja descrito em Xanthomonas (SANTOS et al., 2014).

Diversos fitopatdégenos, incluindo Xcc, tém desenvolvido eficientes vias
metabdlicas de assimilagdo da D-xilose liberada pelas enzimas xilanoliticas como
fonte de energia, envolvendo o transporte dessa pentose através da membrana
citoplasmatica, seguida por sua isomerizacdo a D-xilulose, catalisada pela xilose
isomerase, e fosforilagdo a D-xilulose-5-fosfato, um componente que é finalmente

metabolizado pela via das pentoses-fosfato (CHOW et al., 2015). Dessa forma, a
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xilose isomerase, um dos alvos deste trabalho, esta envolvida na utilizacédo de fontes

de carbono oriundas do xilano.

1.6 Estudos gendmicos e pos-gendmicos

A importancia econémica da citricultura associada a falta de controle e cura
eficazes do cancro citrico motivou estudos em bactérias do género Xanthomonas
utilizando diversas estratégias, dentre as quais destacam-se a genémica comparativa
(FONSECA et al., 2019a, 2019b), protedmica diferencial (ARTIER et al., 2018;
CARNIELLI et al.,, 2017; MOREIRA et al., 2017), analise de expressdo génica
(ASTUA-MONGE et al., 2005), analise funcional por delecéo génica (ALEXANDRINO;
GOTO; NOVO-MANSUR, 2016; UCCI et al.,, 2014), bem como a elucidacéo da
estrutura e funcéo de proteinas relacionadas ao processo infeccioso (CABREJOS et
al., 2019; GOTO et al., 2016; TEIXEIRA et al., 2018).

Tais estudos foram impulsionados pela conclusdo dos projetos de
sequenciamento dos genomas de bactérias do género Xanthomonas, principalmente
Xcc (DA SILVA et al., 2002), ampliaram o conhecimento sobre a patogénese do cancro
citrico e estdo imersos em um contexto de busca por estratégias de controle para a
doenca.

A protebmica, considerada uma anélise em larga escala da expressao proteica,
€ uma das areas centrais no estudo do metabolismo, sendo amplamente utilizada em
nosso grupo de pesquisa para a identificacdo de proteinas envolvidas no processo
infeccioso de Xcc (ARTIER et al., 2018; CARNIELLI et al., 2016, 2017).

No trabalho de Carnielli e colaboradores (2017), proteinas superficiais de
células intactas de Xcc foram marcadas com fluoréforos, apds a exsudacdo das
bactérias de folhas de citros infectadas (ensaio in vivo em Citrus aurantifolia) ou apos
cultivo em condic&o de néo infecc¢ao (cultivo in vitro em meio rico em nutrientes). Apos
lise celular, as proteinas totais foram separadas por eletroforese bidimensional (2D-
DIGE) e os spots diferenciais entre as duas condi¢cdes foram excisados do gel,
digeridos com tripsina e identificados por espectrometria de massas.

Uma das proteinas encontradas como mais abundantes na condi¢cdo de
inducdo de patogenicidade foi a fosfomanose isomerase (PMI). Embora a PMI nao
apresente peptideo sinal conhecido, relacionado ao transporte a membrana, a sua

identificacdo na superficie de Xcc desperta interesse, uma vez que tal exposicdo
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facilita a utilizacdo de substancias inibidoras, caso a proteina se revele um bom alvo.
Assim, a localizacdo celular, juntamente a identificacdo inédita em Xcc em uma
situacdo de inducdo de patogenicidade in vivo foram motivagdes para a escolha do
gene codificante da PMI como alvo para este trabalho.

Em um outro trabalho desenvolvido em nosso grupo de pesquisa, Zandonadi
(2012) comparou o perfil de extratos proteicos enriquecidos em periplasma de Xcc e
XauB (Xanthomonas fuscans subsp. aurantifolii, tipo B), esta tltima causadora de uma
forma mais branda da doenca, a cancrose. As bactérias foram cultivadas nos meios
XAM-M (indutor de patogenidade) ou em caldo nutriente (CN), um meio rico em
nutrientes e ndo indutor da expresséao de fatores de viruléncia do sistema de secrec¢ao
tipo 1l (CARVALHO, 2006). Dezenas de proteinas foram identificadas como
diferencialmente expressas entre Xcc e XauB nas diferentes condigbes, e a xilose
isomerase foi encontrada exclusivamente em Xcc quando cultivada em XAM-M. Por
conta desse indicio de participacdo da xilose isomerase no processo infeccioso de
Xcc, o seu gene codificante, xylA2, foi também escolhido como alvo para esta tese de
doutorado.

1.7 Genes-alvo e seus produtos

1.7.1 xanB

Fosfomanose isomerases (EC 5.3.1.8) sdo enzimas envolvidas no metabolismo
de manose por meio da interconversdo de D-manose-6-fosfato e D-frutose-6-fosfato,
mas em alguns casos, sdo capazes de converter D-manose-1-fosfato em GDP-D-
manose (Figura 1.4), um intermediario imprescindivel para a sintese de EPS, como a
xantana (JENSEN; REEVES, 1998; MILES; GUEST, 1984; PAPOUTSOPOULOU;
KYRIAKIDIS, 1997; SMITH et al., 1992).

Foram identificadas trés classes de PMI em bactérias e fungos, as quais
possuem sequéncias peptidicas significativamente diferentes. As PMI tipo | possuem
uma Unica atividade catalitica, a de interconversdo de D-manose-6-fosfato e D-
frutose-6-fosfato. Além da atividade apresentada pelas PMI tipo |, a converséo de D-
manose-1-fosfato em GDP-D-manose é uma atividade catalitica adicional
apresentada pelas PMI tipo Il, também chamadas de PMI-GMP (fosfomanose

isomerase-GDP-D-manose pirofosforilase). O terceiro tipo de PMI possui a mesma

Peticéo 870210040558, de 04/05/2021, pag. 148/364



30

atividade catalitica da PMI tipo | e ocorre somente em Rhizobium meliloti, sendo
incluida em uma categoria Unica por conta de sua sequéncia peptidica notadamente
distinta das PMI do tipo | (JENSEN; REEVES, 1998; SCHMIDT et al., 1992).

A PMI de Xanthomonas campestris foi categorizada na classe Il por sua
atividade catalitica bifuncional, sendo também identificada como uma enzima zinco-
dependente, uma vez que este ion metdlico atua como um cofator enziméatico
(PAPOUTSOPOULOU; KYRIAKIDIS, 1997).

Dado que a sequéncia peptidica predita a partir do gene xanB de Xcc
compartilha uma identidade de 88,22% e semelhanca de 99,78% com a sequéncia de
Xanthomonas campestris (Figura 1.6), € possivel inferir que a enzima de Xcc também

se enquadra no tipo Il.

citri MSDVLPIILSGGSGTRLWPLSRESYPKQFLPLVGDKSMLQSTWLRAAPVAGHAPIVVANE 60
campestris MSDVLPIILSGGSGTRLWPLSRETYPKQFLPLVGEHSMLOQATWLRSAPVAAHAPIVVANE 60

KAKAA KA A I AR I AR I AR A Ak hk Ak e khkhAhkkAhkhkhkh e okhkhkohkhkhkekhkhkk KAk kkhkkhk*k

citri EHRFMAAEQLQQLGVKPSAILLEPKGRNTAPAIAVAALEATRDGADPLLLVLPSDHVIQON 120
campestris EHRFMAAEQLQQLGVKPSAILLEPKGRNTAPATIAVAALEATRNGGDPLLLVLPSDHVIRD 120

kA hkkhkhkhkrhkhkhkhhkhhkrhhkrhkhkrhkhkhhhkhkhkrhkhkrhhkrhkhkhkhhkhoex dhhhkkhkrkhkhkhkhkrhkhxoo

citri EAAFQAAVTLAATAAEQGKLVTFGIKPTAPETGYGYIKASAGAGASAVERFVEKPDLATA 180

campestris

EAAFQAAVTVAAAAAEQGKLVTFGIKPTAPETGYGYIKAGAGTGATAVERFVEKPDLATA 180

khkhkkhkhkhkhkhkoehkkhkoehhhhhkhhhkhhkhkhhhAhhkrhkhkhhhkhhkhkh *keoerkoehkhhkhkhkrhhkrhkrxkhkxk

citri QOSYLASGEYYWNSGMFLFRASRYLEELRKFHPATADACQKAWENGKRDADFTRLDKDAFA 240
campestris QOGYLASGEYYWNSGMFLFRASRYLEELRKFQPATIADACQKAWEGGKRDADFTRLDKDAFA 240
T R N R
citri ASPSDSIDYAVMEKTADAVVVPLDAGWNDVGSWSSLLDVSNQDAQGNAHHGDVIQLDCQON 300
campestris SSPSDSIDYAVMEKTADAVVVPLDAGWNDVGSWSSLLDVSEQDGQGNAHHGDVIQLDCKN 300
B P R R
citri TYAYGSRLIAMVGLEDVVVVETE@DAVLVGHRDRIQEVKDVVSQIKTAGRSEATWHRKVYR 360
campestris TYAYGSRLIAMVGLENVVVVET@DAVLVGHRDRIQEVKEVVSQIKSAGRSEATWHRKVYR 360
KA K KKK K AAKKAAAK s AAKAAK AAKKAARKAAR KA AR e kA KK A& ¢ Kk &K K&K K k&K Kk
citri PWGAYDSIDMGOQRHQVKRITVKPGAVLSLOMHHHRAEHWIVVSGTAEVTRGEEVLLLTEN 420
campestris PWGAYDSIDMGOQRFQVKRITVKPGATLSLOMHHHRAEHWIVVSGTAEVTRGDEVLLLTEN 420
R R P R
citri OSTYIPLGVTHRLRNPGKLPLELIEVQSGSYLGEDDIVRFEDTYGRA 467
campestris QSTYIPLGVTHRLKNPGKLPLELIEVQSGSYLGEDDIVRFEDTYGRT 467

Ak hkhAk K hAhkAhkhkkhhh ke khhkhhhAhhArAhAk A hhhkh A hAk kA Ak d kA Ak A hkrkhh ko

Figura 1.6 Alinhamento entre sequéncias peptidicas de PMI. As sequéncias peptidicas preditas a partir
da PMI de Xcc e Xanthomonas campestris pv. campestris foram alinhadas utilizando o algoritmo
CLUSTAL 0O(1.2.4), resultando em uma identidade de 88,22% e semelhanca de 99,78%. O Unico par
de residuos de aminoacidos sem similaridades quimicas esta destacado em vermelho. Xcc e
Xanthomonas campestris pv. campestris estdo mencionadas como citri e campestris, respectivamente.
Residuos idénticos e com caracteristicas principais conservadas sdo mostrados por (*) e (3),
respectivamente. Residuos com caracteristicas secundarias conservadas sao mostrados por (.). Fonte:
préprio autor.
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A relacdo entre o gene xanB e a patogenicidade de Xcc nao havia sido
estabelecida, mas ha trabalhos que associam a PMI de Xanthomonas campestris ou
outras espécies a processos como a sintese de xantana (KOPLIN et al., 1992;
PAPOUTSOPOULOU; KYRIAKIDIS, 1997), adesdo celular e reconhecimento
(WIEDERSCHAIN, 2013), formacao de biofilme (AMOS et al., 2011; SOUSA et al.,
2007) e producéo de lipopolissacarideos (VORHOLTER; NIEHAUS; PUHLER, 2001),
processos estes relacionados com a patogenicidade.

No PDB (Protein Data Bank), existem vinte estruturas cristalogréficas de
fosfomanose isomerases pertencentes a somente quatro espécies, as quais possuem
0s seguintes cédigos de acesso: Candida albicans (1PMI e 5NW7), Salmonella
typhimurium (3H1M, 3H1W, 3H1Y, 5ZT4, 5ZT5, 5ZT6, 5ZUW, 5ZUY, 5ZV0, 5ZVR,
5ZVU, 5ZVX e 2WFP), Pyrobaculum aerophilum (1X9H, 1X9l, 1TZB e 1TZC) e
Bacillus subtilis (1QWR).

1.7.2 xylA

A xilose isomerase (EC. 5.3.1.5), também conhecida como glicose isomerase
(Figura 1.7), é uma enzima responsavel por catalisar as reacdes de isomerizacao
reversiveis de D-xilose em D-xilulose e D-glicose em D-frutose (STEVIS; HO, 1985),
porém, sua afinidade pela xilose é 160 vezes maior do que pela glicose em Aeromonas
hydrophila (BHOSALE; RAO; DESHPANDE, 1996).

No contexto do processo infeccioso de Xanthomonas spp., a fonte de
carboidratos foi identificada como um componente significativo na expressédo de
fatores de viruléncia. Por exemplo, o cluster hrp (resposta de hipersensibilidade e
patogenicidade) em Xanthomonas oryzae possui alguns membros com regulacao
positiva somente na presenca de xilose (IKAWA; TSUGE, 2016).

Em Xanthomonas spp., o0s componentes desse cluster hrp codificam para o
sistema de secrecdao tipo lll, cuja funcéo € injetar proteinas efetoras nas células do
hospedeiro, de modo que o fitopatégeno aproveite a degradacdo da parede celular
lignoceluldsica de maneira ideal, utilizando os seus residuos tanto como moléculas de
sinalizacdo quanto como fonte energética (BUTTNER; BONAS, 2010).
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Figura 1.7 Esquema das reacdes catalisadas pela xilose isomerase. A enzima catalisa as
isomerizacdes reversiveis entre D-xilose e D-xilulose, bem como de D-glicose e D-frutose (modificado
a partir de BHOSALE; RAO; DESHPANDE, 1996).

Diferentemente das leveduras industriais, bactérias do género Xanthomonas
tém a capacidade de metabolizar xilose, um dos principais componentes da massa
lignocelulésica, que € negligenciada na producao de biocombustiveis (SIEVERT et al.,
2017). E pela capacidade de aproveitar essa biomassa abundante e barata que o
género Xanthomonas tem sido objeto de estudos voltados a producdo de
biocombustiveis e goma xantana (ZHANG; CHEN, 2010).

O metabolismo da xilose envolve uma série de genes frequentemente
organizados em operons que respondem a essa aldopentose. Em Bacillus spp. e
Lactobacillus pentosus, o operon xylAB é composto pelos genes xylA (codificante da
xilose isomerase) e xylB (codificante da xiluloquinase) e é inibido pelo regulador da
familia Lacl, chamado XyIR (DAHL; SCHMIEDEL; HILLEN, 1995; LOKMAN et al.,
1997).

Em Caulobacter crescentus, XyIR se liga ao operador xyl-box na auséncia de
xilose, inibindo a expressao dos genes regulados por xyl-box, mas se dissocia quando
ligado a xilose, (STEPHENS et al., 2007). Em Xanthomonas oryzae, XyIR também
reprime a expressdo de varios genes envolvidos no metabolismo da xilose que séo
regulados por xyl-box, além de estar envolvido na regulacdo negativa dos genes hrp
(IKAWA et al., 2018).
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A delecédo do gene xyIR em Streptomyces lividans aumentou quase cinco vezes
a expressado do gene codificante da xilose isomerase, uma das principais enzimas do
metabolismo da xilose (HEO et al., 2008).

O genoma de Xcc possui dois genes anotados como codificantes de xilose
isomerase (Figura 1.8) e, para facilitar a identificacdo, esses genes foram aqui
denominados xylA1 (ORF XAC1776) e xylA2 (ORF XAC4225), sendo este ultimo o
alvo do presente trabalho.

Embora as sequéncias peptidicas preditas a partir dos dois genes compartilhem
99,32% de identidade, os contextos gendmicos sao bastante distintos, uma vez que
apenas xylA2 esta inserido em um operon regulado por xyl-box, isto é, sob provavel
acdo de XyIR ou outra proteina analoga.

Apesar do metabolismo de xilose ter sido relacionado a patogenicidade de
Xanthomonas spp., ndo ha estudos sobre o papel desempenhado pela xilose
isomerase no processo infeccioso de Xcc, uma das enzimas centrais de via metabdlica

dessa aldopentose.

sialic acid-
TonB- specific 9-0- wylose
dependent acetylesterase _ ] ) . ¥ MFS
receptor cellulase hypothetical a-xylosidase  hypothetical D-xylulokinase isomerase transporter
(XAC1769) (xac1770) (XAC1771}  (XAC1772)  (XAC1773) (XAC1774)  [XACL775)  (XACL778) (yacy777)
CirA celA xylS Glycosyl hydrolase xylA xylE
family 65, N-terminal
domain
o sialic acid- ,
recombination sal operon e starvation
jated C32 tRNA xylose  transcriptional specific.9-0- i binosid i
assocna.e : . P , acetylesterase SEnS\r.lg arabinosida glucan .1,4.|3. mannitol
protein  thiolase Isomerase  repressor a-glucuronidase protein se glucosidase dehydrogenase
(XAC4223) (XAC4224) | (XAC4225) (XAC4226)  (XAC4227) [XAC4228) (XAC4229)  (XACA4230) (XACA231) (XACA232)
rdgC xylA salR aguA rspA xylB mtiD

Figura 1.8 Contextos gendmicos dos genes xylA em Xcc. Os dois genes codificantes de xilose
isomerase estao destacados em negrito. Apesar de compartilharem identidade de aproximadamente
99% em relacdo as suas sequéncias nucleotidicas, apenas xylA2 (ORF XAC4225) esta sob provavel
controle de xyl-box (ZANDONADI et al., dados n&o publicados).

No PDB (Protein Data Bank), existem inUmeras estruturas cristalograficas de
xilose isomerases, com destaque para as espeécies Thermoanaerobacterium
thermosulfurigenes (cédigo de acesso 1A0C), Bacillus stearothermophilus (1A0D),
Thermotoga neapolitana (1AOE), Thermus thermophilus (1BXB), Thermus caldophilus
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(1BXC), Streptomyces diastaticus (1CLK), Streptomyces rubiginosus (4ZB2, 4DUO),
Streptomyces olivochromogenes (1MUW, 1S5N, 1S5M, 2GYI), Actinoplanes
missouriensis (1BHW), Pseudomonas aeruginosa (2H5A) e Arthrobacter sp (4XIA,
5XIA).

1.8 Objetivos

1.8.1 Objetivo geral

O objetivo foi a analise funcional dos genes xanB e xylA2 de Xcc.

1.8.2 Objetivos especificos

e Expressdo heteréloga das ORFs XAC3580 e XAC4225 e purificagdo por
cromatografia de afinidade dos produtos recombinantes;

e Caracterizacao da atividade biologica dos produtos de expresséo heterdloga
dos genes xanB e xylA2 de Xcc.

e Obtencéo de linhagens de Xcc mutantes deletadas nos genes xanB e xylA2
(XccAxanB e XccAxylA, respectivamente);

¢ Obtencéao de linhagem complementante para o gene xanB (XccACxanB);

e Estudos in vivo dos efeitos da delecdo dos genes xanB e xylA2 em relacdo a
patogenicidade e viruléncia de Xcc em Citrus aurantifolia;

e Avaliacédo dos efeitos da delecdo do gene xanB na motilidade, formacéo de

biofilme e resisténcia a radiacao ultravioleta.

Peticéo 870210040558, de 04/05/2021, pag. 153/364



35

Capitulo 2 — Material e Métodos

2.1 Linhagens bacterianas, meios e condi¢des de cultivo

A linhagem Xanthomonas citri subsp. citri 306 (Xcc) foi gentilmente fornecida
pelo Fundo de Defesa da Citricultura (Fundecitrus, Araraquara, SP, Brasil) e
armazenada a -80 °C em meio Luria-Bertani (LB, Sigma) com 10% de glicerol.

Os cultivos de Xcc, E. coli DH5a e E. coli BL21(DE3) em meios sélido e liquido
foram realizados em agar-LB (Sigma) e caldo LB (Sigma), respectivamente. Para Xcc,
os cultivos foram incubados a 30 °C e 200 rpm, e para as linhagens de E. coli, a
temperatura foi de 37°C e 250 rpm.

Para os ensaios de caracterizacéo da linhagem XccAxanB (mutante deletada
no gene que codifica a fosfomanose isomerase), os cultivos foram feitos em meio
indutor de patogenicidade XAM-M, que consiste no meio XAM-1 (CARVALHO, 2006),
com modificagdes. A composi¢ao do meio XAM-M (ARTIER et al., 2018) foi a seguinte:
(NH4)2S04 7,57 mM; KH2POs4 33,06 mM; KzHPOs4 60,28 mM; citrato de sdédio
(CeHsNasz07.2H20) 1,7 mM; MgSO4 1M; casaminoacidos 0,03%; Frutose 10 mM,
Sacarose 10 mM; BSA 1 mg.mlt; pH 5,4.

2.2 Enzimas, kits e procedimentos em biologia molecular

Para a extracdo de DNA gendmico de Xcc foi utilizado o kit PureLinkTM
Microbiome DNA Purification Kit (Invitrogen). DNA polimerase (Phusion High Fidelity
DNA Polimerase), enzimas de restricdo, vetor de propagacdo e demais kits de
extracdo de DNA foram adquiridos da Fermentas-Thermo Scientific e da Cellco Biotec.
Os antibi6ticos ampicilina, canamicina e gentamicina foram obtidos da Sigma.

Quando néo detalhados, os procedimentos de biologia molecular foram

conduzidos exatamente como descritos anteriormente (AUSUBEL, 2002).
2.3. Desenho e sintese de oligonucleotideos
Os oligonucleotideos utilizados na amplificacdo por PCR (Polymerase Chain

Reaction, Reacdo em Cadeia da DNA Polimerase) das regides codificantes da

fosfomanose isomerase e da xilose isomerase de Xcc foram projetados com base nas
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sequéncias depositadas no GenBank (http://www.ncbi.nim.nih.gov/genbank/), cujos
codigos de acesso sdo XAC3580/AAM35493.1 (GDP-mannose pyrophosphorylase) e
XAC4225/AAM39060.1 (xylose isomerase), respectivamente, de tal forma a
coincidirem 15-20 bases da regido 5' da fita codificante e da sua respectiva fita reversa
complementar (3' do fragmento génico).

As andlises in silico das ORFs XAC3580 e XAC4225 utilizando o software
SignalP 4.0 (PETERSEN et al.,, 2011) (http://www.cbs.dtu.dk/services/SignalP)
indicaram auséncia de peptideos sinais nas sequéncias peptidicas preditas.

Para a construcdo dos plasmideos de delecdo dos genes-alvo, foram
projetados oligonucleotideos designados a amplificacdo por PCR das regides de 1 kb
upstream e downstream as ORFs XAC3580 e XAC4225, com base na sequéncia do
genoma completo de Xcc, depositada no GenBank sob o codigo de acesso
NC_003919.1.

Para a confirmacédo da delecdo e complementacéo génicas, foram desenhados
pares de oligonucleotideos que hibridizam em segmentos adjacentes as regides
flanqueadoras upstream e downstream de 1 kb. Como tais oligonucleotideos néo
hibridizam nos vetores de delecdo e complementacéo, tal estratégia foi adotada
criteriosamente no sentido de certificar que os produtos de PCR obtidos a partir das
linhagens mutantes e complementante sdo oriundos de hibridizacdo dos
oligonucleotideos no DNA cromoss6mico das linhagens.

Para a construcdo de um primeiro plasmideo de complementacao do gene que
codifica a fosfomanose isomerase (pLAL6_ CxanB), foram desenhados
oligonucleotideos destinados a amplificacdo por PCR da regido predita como
promotora do operon xanAB, bem como da regido codificante do gene xanB, com base
na sequéncia do genoma completo de Xcc.

Um segundo vetor de complementacao do gene xanB (pNPTS138_CxanB) foi
construido a partir do vetor de delegdo pNPTS138_xanB, utilizando um par de
oligonucleotideos destinados a amplificacdo de um fragmento génico correspondente
a regido codificante do gene xanB.

Todos os oligonucleotideos possuem sitios de restricdo estrategicamente
posicionados para a posterior clonagem dos produtos de PCR nos vetores de
propagacao, expressao, delecado e/ou complementacao.

Foi utilizado o software Lasergene 7.1 (www.dnastar.com) para a analise das

sequéncias nucleotidicas, bem como para a escolha e posicionamento dos sitios de
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restricdo das endonucleases adotadas, de modo que tais sitios ndo estivessem
presentes nas sequéncias nucleotidicas a serem clonadas.

Foram inseridas bases adicionais as extremidades 5' de alguns
oligonucleotideos para possibilitarem, caso necessério, clonagem direta no vetor de
expressao e, também, otimizacdo dos parametros termodinamicos como temperatura
de transicdo de fase (melting temperature) e temperatura de formacédo de
superestruturas indesejaveis como hairpins, homo e hetero dimeros de hibridizacéo
oligo-oligo. Tais otimizacdes foram feitas com o software OligoAnalyzer 3.1
(http://www.idtdna.com/analyzer/Applications/OligoAnalyzer). Os oligonucleotideos
foram sintetizados pela Exxtend (Paulinia-SP, Brasil).

A Tabela 2.1 apresenta a sequéncia de todos os oligonucleotideos (e
respectivos vetores utilizados) e a Tabela 2.2 mostra a relagdo entre os pares de
oligonucleotideos e os correspondentes produtos de PCR, especificando suas

respectivas funcdes no presente trabalho.

Tabela 2.1 Desenho dos oligonucleotideos. Ao final do processo de otimizacdo, os oligonucleotideos
resultantes estéo apresentados, sendo indicados os vetores pET28 (ou 29), pLAL6 e pNPTS138
(negrito) nos quais os fragmentos amplificados com os respectivos oligonucleotideos foram clonados.
Bases em vermelho indicam regides de sobreposi¢do com o fragmento génico de interesse. Em letras
minUsculas estdo as bases adicionadas para otimizagdo nas regifes 5'. Sitios de restricdo estédo
grifados em amarelo, com as respectivas enzimas de restricdo identificadas acima e pontos de clivagem
representados por “/". As bases que séo transcritas nos cddons de fim de traducgao (stop codon) estdo
grifadas em azul. Os residuos de aminoacidos das tradu¢des conceituais previstas da regido N-terminal
de cada proteina de interesse estdo mostrados em verde. As temperaturas de melting (TM) dos
oligonucleotideos estéo indicadas. FW e RV se referem aos oligonucleotideos direto e reverso para o
fragmento indicado. KO indica os oligonucleotideos utilizados na confirmagdo da delecdo e
complementacdo génicas. pPMI denota a regido promotora predita (aqui denominada xanP) do gene
que codifica a PMI. cPMI indica a regido codificante do gene xanB, clonada em pLAL6 ou pNPTS138
para fins de complementacdo génica do mutante de dele¢do. 1kb_Up e 1kb_Down consistem nos
fragmentos flanqueadores de 1 kb das respectivas ORFs a serem deletadas.

pET2829 PMI
Ndel
pET2829PMI_FW 5' gtaaCA/TATGAGCGACGTCCTACCC 3 TM 65,1 °C
M S D V L P
Xhol
pET2829PMI_RV 5' tatataC/TCGAGTTAGGCGCGGCCGTA 3 TM 68,8 °C
Xhol

pET2829PMI_RV_C 5' tatataC/TCGAGGGCGCGGCCGTAG 3' TM 69,4 °C
1kb _Up PMI

Hindlll
Up_PMI_FW 5' tatataA/AGCTTATACCGCAGCGCCAGGC 3 TM 68,8 °C

EcoRlI
Up_PMI_RV 5' cgtataG/IAATTCGGGCGGGGGAAACTC 3' TM 68,7 °C
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Tabela 2.1 (Continuagao) Desenho dos oligonucleotideos.

1kb_Down_PMI
EcoRlI

Down_PMI_FW 5' ttaaca GIAATTCTCGCGCGTCTCAACGTAG 3'
Nhel

Down_PMI_RV 5' ataatt G/ICTAGCTTGTACGACAACCTGTACCC 3

KO_PMI

KO_PMI_FW 5 GATCAGCTCGGACACCGG 3
KO_PMI_RV 5 GGACCGACAACATCATCTTCTCG 3'

pLALG6_pPMI
EcoRl

pLAL6_pPMI_FW 5' tatata G/ AATTCACGAAATCATCTTGCGGATCTG 3

Xhol
pLAL6 pPMI_RV 5' tatata C/TCGAGGGGCAAATCCTGAAGT 3

pLAL6_cPMI
Xhol
pLAL6 cPMI_FW 5' tattaa C/TCGAGATGAGCGACGTCCTAC 3
M S D V L
Xbal
pLAL6 cPMI_RV 5'tata T/ICTAGATTAGGCGCGGCCGTAG 3

PNPTS_cPMI
EcoRlI
pNPTS _cPMI_FW 5' tatata G/AATTCATGAGCGACGTCCTACCCAT 3'
M S D V L PI
EcoRlI
pNPTS _cPMI_RV 5'tatata GIAATTCTTAGGCGCGGCCGTAGG 3'

pET2829 XI
Ndel
pET2829 XI_FW 5' tatata CAITATGAGCAACACCGTGTACAT 3
M S N T V Y |
Xhol
pET2829XI_RV 5' C/TCGAGITCAACGCGTCAGATACTG 3
Xhol
pET2829X1_RV_C 5' tatat C/TCGAGACGCGTCAGATACTGAT 3'

1kb Up_ XI
HindlIll
Up_XI_FW 5' tata AAAGCTTGGTCACGCCATGCGTC 3'
BamHI
Up_XI_RV 5' ttaata G/IGATCCGGGGTGAAGCTCCTG 3

1kb Down_XI
BamHI

Down_XI_FW 5' tatatata G/GATCCGCCTTGCCACTGCAC 3'
Sall

Down_XI_RV 5' tatata G/TCGACGGTGGCATCGCGTAC 3'

TM 68,7 °C

TM 68,5°C

TM 63,2°C
TM 63,8 °C

TM 66,1 °C

TM 66,0 °C

TM 66,0 °C

TM 65,9°C

TM 67,3°C

TM 67,8°C

TM 65,4 °C

TM 65,3°C

TM 65,3 °C

TM 68,0 °C

TM 68,0 °C

TM 68,0 °C

TM 67,9°C
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Tabela 2.1 (Continuagao) Desenho dos oligonucleotideos.

KO_XI
KO_XI_FW 5 GATGGTGGCCGAGCGCGAT TM 68,5 °C
KO XI RV 5 GCTGCTGGGCGTGTTGCG TM 68,1 °C

Tabela 2.2 Pares de oligonucleotideos e seus respectivos produtos de PCR (pPCR), funcdes e vetores
nos quais foram clonados.

Par de

Produto de PCR (pPCR) Funcéo
oligonucleotideos
pET2829PMI_FW e Regido codificante do gene xanB (pPCR1) Expressao
pET2829PMI_RV Heterologa
pET2829PMI_FW e Regiédo codificante do gene xanB sem o stop Expresséo
pPET2829PMI_RV_C codon nativo do gene (pPCR2) Heterbéloga
pPNPTS_cPMI_FW e Regido codificante do gene xanB a ser Expressao
pPET2829PMI_RV clonada no vetor pET41a (pPCR3) Heterbloga
Up_PMI_FW e Regido de 1 kb upstream ao gene xanB Delecéo
Up_PMI_RV (pPCR4) Génica
Down_PMI_FW e Regido de 1 kb downstream ao gene xanB Delecéo
Down_PMI_RV (PPCR5) Génica
KO_PMI_FW e Regido de 2 kb (linhagem mutante XccAXanB) Confirmac¢éo da delegdo e
KO_PMI_RV ou 3,4 kb (linhagem selvagem Xcc) complementacgdo génicas
pLAL6_pPMI_FW e Regido promotora predita do gene xanB Complementacéo génica
pLAL6_pPMI_RV (PPCRS6)

pLAL6_cPMI_FW e Regido codificante do gene xanB (pPCR?7) Complementacéo génica
pLAL6_cPMI_RV

pNPTS_cPMI_FW e Regido codificante do gene xanB (pPCRS8) Complementacéo génica
pNPTS_cPMI_RV

PET2829XI_FW e Regido codificante do gene xylA Expressao
pET2829XI_RV (pPCR9) Heterbloga
pET2829XI_FW e Regido codificante do gene xylA sem o stop Expressao
pET2829XI_RV_C codon nativo do gene (pPCR10) Heterdloga
Up XI FW e Regido de 1 kb upstream ao gene xylA Delecao
Up_XI_RV (pPCR11) Génica
Down_XI_FW e Regido de 1 kb downstream ao gene xylA Delecéo
Down_XI_RV (pPCR12) Génica
KO_XI_FW e Regido de 2 kb (linhagem mutante XccAXylA) Confirmacéo da delecéo
KO_XI_RV ou 3,4 kb (linhagem selvagem Xcc) génica
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Foram projetados dois oligonucleotideos reversos que hibridizam na regido 3°
dos fragmentos génicos codificantes da fosfomanose isomerase e da xilose
isomerase, objetivando o aumento da variabilidade de produtos de expressdo quanto
a presenca e posicionamento da(s) cauda(s) de histidinas. Além disso, um par de
oligonucleotideos permite a amplificacdo de um fragmento génico que resulta na
obtencdo da PMI recombinante fusionada a glutationa-S-transferase (GST) quando

clonado no vetor pET41a (Tabelas 2.3 e 2.4).

Tabela 2.3 Variacdes de posicionamento da cauda de histidinas e fusdo a glutationa-S-transferase
(GST) na fosfomanose isomerase recombinante utilizando diferentes combinacbes de

oligonucleotideos.

. i Uso de Caudade Fuséo a
Par de oligonucleotideos Vetor ) o
Trombina Histidinas GST
PET2829PMI_FW e pET2829PMI_RV pET28a Néo N-terminal N&o
pET2829PMI_FW e pET2829PMI_RV pET28a Sim Nao Nao
N-terminal e
pET2829PMI_FW e pET2829PMI_RV_C pET28a Nao ) Nao
C-terminal
pPET2829PMI_FW e pET2829PMI_RV_C pET28a Sim C-terminal Nao
pET2829PMI_FW e pET2829PMI_RV pET29b Nao Nao Nao
pET2829PMI_FW e pET2829PMI_RV_C pET29b Nao C-terminal Nao
pNPTS_cPMI_FW e pET2829PMI_RV pET41a N&ao N-terminal N-terminal

Tabela 2.4 VariagBes de posicionamento da cauda de histidinas na xilose isomerase recombinante
utilizando diferentes combinacdes de oligonucleotideos.

Par de oligonucleotideos Vetor UtiIizagéo Cauda de Histidinas
de Trombina

PET2829XI_FW e pET2829XI_RV pET28a Néo N-terminal

PET2829XI_FW e pET2829XI_RV pET28a Sim Nao
PET2829XI_FW e pET2829XI_RV_C pET28a N&o N-terminal e C-terminal
PET2829XI_FW e pET2829XI_RV_C pET28a Sim C-terminal

pET2829XI_FW e pET2829XI_RV pET29b Nao Nao
pPET2829XI_FW e pET2829XI_RV_C pET29b Nao C-terminal

Sendo assim, os diferentes produtos de PCR voltados a expressao génica de
cada um dos genes-alvo puderam ser utilizados para a obtencédo de distintas proteinas
recombinantes (sem cauda de histidinas, com cauda N-terminal de histidinas, com

cauda C-terminal de histidinas e até com as duas caudas de histidinas).
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2.4 Extracdo de DNA gendmico

Para a extragdo de DNA gendmico de Xcc, uma coldnia isolada foi inoculada
em 10 ml de caldo LB, seguida de incubacdo a 30 °C e 200 rpm até que o cultivo
atingisse a DOsgsnm igual a 0,5. As células foram coletadas por centrifugacéo e lavadas
trés vezes com PBS (Tampao 50 mM fosfato de sodio pH 7,4; 150 mM NacCl).

Em seguida, o pellet de bactérias foi utilizado para a extracdo de DNA genémico
por meio do kit PureLink™ Microbiome DNA Purification Kit (Invitrogen), segundo
instrucdes do fabricante. O DNA foi suspendido em agua mili-Q e quantificado por

espectrometria a 260 nm.

2.5 Amplificagao e clonagem dos fragmentos génicos de interesse

Os fragmentos génicos de interesse descritos na Tabela 2.2 (pPCR1 a
pPCR12) foram amplificados por PCR utilizando DNA gendémico de Xcc como molde
e os oligonucleotideos correspondentes (Tabela 2.2).

As amplificacBes foram realizadas em um termociclador C1000 Touch (Bio-

Rad) segundo o descrito a seguir:

50 ng de DNA genémico
0,25uM de oligonucleotideo FW
0,25 uM de oligonucleotideo RV (ou RV_C)
1 U de Phusion DNA polimerase
1,5 mM de MgCl2
0,2 mM de dNTP
H20 MilliQ g.s.p 50 ul

Os ciclos utilizados nas amplificacées por PCR destinadas ao isolamento dos

fragmentos génicos de interesse estdo descritos na Tabela 2.5.
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Tabela 2.5 Ciclos de PCR utilizados na amplificacdo dos fragmentos génicos.

PPCR 1,2,3,4,5,6,7,8¢e9 10,11 e12
Etapa
Temperatura Tempo Temperatura Tempo
da PCR
Desnaturacdo o 10 o 10
inicial 98°C minutos 98°C minutos |
Desnaturacéo 98 °C 30 98 °C 30
segundos segundos
Hibridizaco 62 °C 30 64 °C 30 - 35x
segundos segundos
Extensédo 72 °C milr;gto 72 °C 1 minuto
Extenséo final 72 °C mir}l?tos 72 °C mir}l?tos

Apos a purificacdo por eletroforese em gel de TAE agarose 0,8% contendo
brometo de etideo, os produtos de PCR foram utilizados em reacéo de ligacao (com
T4 DNA ligase) para clonagem no vetor pJET 1.2 (Fermentas, Anexo I), seguindo a
razdo molar de 3:1 (inserto:vetor).

As reacoes de ligacao foram utilizadas na transformacédo de células de E. coli
DH5a0. competentes por tratamento com cloreto de calcio (AUSUBEL, 2002). As
células transformadas foram plaqueadas em meio agar-LB contendo ampicilina 100
pg.mit,

Colbnias resistentes a ampicilina foram submetidas a extracdo de DNA
plasmidial para averiguacdo de clones positivos para cada um dos insertos pPCR 1-
pPCR 12; Tabela 2.2) por dupla digestdo do DNA plasmidial com as endonucleases
especificas (Tabela 2.1), seguida de analise por eletroforese em gel de TAE agarose
0,8% contendo brometo de etideo.

Os clones positivos (insertos com tamanho préximo ao esperado) tiveram o
DNA plasmidial sequenciado pelo método do didesoxinucleotideo marcado de Sanger
(SANGER; NICKLEN; COULSON, 1977) no Centro de Pesquisas sobre o Genoma
Humano e Células-tronco (CEGH-CEL), do Instituto de Biociéncias da USP (Sao
Paulo-SP). As reacdes foram feitas utilizando o BigDye® Terminator v3.1 Cycle
Sequencing Kit (Applied BiosystemsTM), segundo as instru¢des do fabricante, em um

equipamento 3730 DNA Analyser (Applied Biosystems™).
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2.6 Construcao dos vetores de expressao

Os insertos referentes aos produtos de PCR 1, 2, 3 e 9 (Tabela 2.2) foram
digeridos com as endonucleases especificas (Tabela 2.1), purificados por eletroforese
em gel de TAE agarose 0,8% e clonados nos vetores pET28a (Novagen, Anexo Il),
PET29b (Novagen, Anexo Ill), pET4la (Novagen, Anexo [V) e pET28a,
respectivamente, em reacdes de ligagdo com T4 DNA ligase (razdo molar inserto:vetor
de 3:1) com os vetores previamente digeridos com as enzimas de restricdo especificas
para cada uma das construcdes (Ndel e Xhol para pET28a e pET29b; EcoRI e Xhol
para pET41a).

As reac0es de ligacdo foram utilizadas na transformacéo de células de E. coli
DH5a quimiocompetentes. As células transformantes foram plaqueadas em meio
agar-LB contendo canamicina 30 yg.ml* e os clones resistentes foram cultivados em
caldo LB adicionado de canamicina 30 pg.ml! para fins de extragdo do DNA
plasmidial, seguida da confirmacé&o da presenca dos insertos por eletroforese em gel
de TAE agarose 0,8% ap0s a dupla digestdo com as endonucleases especificas.

Apbs a confirmacdo do sucesso das clonagens, os vetores foram denominados
pET28a_PMI, pET29b PMI_C, pET4la GST PMI e PpET28a _Xl, o0s quais
possibilitam a obtencéo das seguintes proteinas recombinantes: PMI fusionada a uma
cauda de histidinas N-terminal, PMI fusionada a uma cauda de histidinas C-terminal,
PMI fusionada a GST na regido N-terminal e XI fusionada a uma cauda de histidinas
N-terminal, respectivamente (ver Tabelas 2.3 e 2.4).

2.7 Expresséao heterologa e purificacdo por cromatografia de afinidade

Células quimiocompetentes de E. coli BL21(DE3) (Novagen) foram
separadamente transformadas com os vetores de expresséo obtidos e plaqueadas
em 4gar-LB contendo canamicina 30 ug.ml?.

Colbnias isoladas de cada uma das construcdes foram inoculadas em caldo LB
adicionado de canamicina 30 pg.mlt e submetidas aos ensaios de expressdo
induzidos por IPTG 0,1 mM, adicionado na fase mid-log de crescimento populacional
bacteriano (DOses nm = 0,4). Somente para os ensaios relativos a PMI, foi adicionado

cloreto de zinco (Sigma) 0,2 uM ao meio de cultura de expresséao heterdloga, uma vez
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gue o zinco é um cofator da PMI de Xanthomonas campestris, proteina com elevada
identidade em relacdo a PMI de Xcc (PAPOUTSOPOULOU; KYRIAKIDIS, 1997).

Os ensaios de expressao foram incubados por 16 horas a 18 °C em agitador
orbital a 250 rpm. Ao final da inducgé&o, as células foram coletadas por centrifugacao,
ressuspendidas em tampéao 50 mM Tris-HCI (pH 8), NaCl 100 mM e lisadas por cinco
pulsos de ultrassom (Sonic Dismembrator 500, Fisher Scientific, gentilmente cedido
pela Profa. Dra. Dulce Helena Ferreira de Souza) com duracdo de 30 segundos e
amplitude de 30%, com intervalos de um minuto entre os pulsos, sob banho de gelo.
Para a separacéo da fracdo soluvel, o lisado celular foi submetido a centrifugacéo a 4
°C, 12.000 x g por 30 minutos.

A purificagdo de todas as proteinas recombinantes foi realizada por
cromatografia de afinidade utilizando ions metalicos imobilizados (IMAC, Immobilized
Metal Affinity Chromatography) para as proteinas fusionadas somente a cauda de
histidinas, ou glutationa para a proteina fusionada a GST.

Para IMAC, a fracdo solavel do lisado celular foi aplicada em uma coluna de
niquel imobilizado Ni-NTA (Novagen) e as proteinas foram eluidas da coluna por meio
da aplicacdo de um gradiente crescente de concentracdes de imidazol (de 5 mM a
500 mM). Aliquotas das fracfes soluvel e insoltvel, bem como aliquotas do p6s-coluna
(apés a passagem da fracdo soluvel do lisado pela coluna cromatografica de
afinidade) e dos eluatos em imidazol foram submetidas a analise em SDS-PAGE
(LAEMMLI, 1970) para averiguar a funcionalidade dos sistemas de expressao e
purificacao.

Para a PMI fusionada a GST na regido N-terminal (XccGST_PMI), o
procedimento de purificacéo foi realizado utilizando 800 ul de uma resina de sefarose
imobilizada com glutationa (Glutathione Sepharose® 4 Fast Flow, GE Healthcare),
gentilmente cedida pela Profa. Dra. Dulce Helena Ferreira de Souza. A coluna foi
lavada com cinco volumes de coluna de agua destilada, seguida de uma etapa de
equilibrio com dez volumes de coluna com tampé&o 50 mM Tris-HCI (pH 8,0) 100 mM
NacCl.

Em seguida, a fracdo soluvel do lisado celular foi aplicada a coluna por
gravidade, e a eluicdo foi realizada com 5 ml de glutationa reduzida (Sigma) a uma
concentracdo de 10 mM. Nesta etapa de eluicdo, foram coletadas aliquotas de 1 ml

para averiguacao da eficiéncia do processo de purificacao, por SDS-PAGE.
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Para os experimentos de atividade enzimatica (item 2.8), os ensaios de
expressao foram repetidos e otimizados quanto a purificacdo, utilizando apenas as
solugdes de imidazol 25 mM ou de tampé&o 50 mM Tris-HCI (pH 8,0), NaCl 100 mM
para lavagem da coluna de niquel ou de glutationa imobilizados, respectivamente,
para eliminacdo de contaminantes, e 500 mM de imidazol para eluicdo das proteinas
XccPMI, XccPMI_C e Xcc_ Xl purificadas, aléem de 10 mM de glutationa reduzida para
a eluicao da proteina XccGST_PMI.

Essas ultimas fragBes foram dialisadas contra tamp&o 50 mM Tris-HCI (pH 8,0),
100 mM NaCl, e quantificadas pela medida da absorcdo no UV em comprimento de
onda de 280 nm, em um espectrofotometro NanoVue Plus™ (Biocrhom) utilizando
como base o coeficiente de extingdo molar de cada uma das proteinas recombinantes

obtidas.

2.8 Ensaios de atividade enzimatica

2.8.1 Avaliacédo da atividade enzimatica da PMI

A PMI catalisa a isomerizacao reversivel de D-manose-6-fosfato em D-frutose-
6-fosfato e, portanto, o teste de Seliwanoff foi usado para detectar a formacao desta
cetose.

O teste de Seliwanoff (Figura 2.1) € um teste convencionalmente utilizado para
a deteccéo de cetoses, como frutose, xilulose, ribulose e tagatose (CHAWLA, 2014),
e € baseado em um reagente composto por resorcinol (benzeno-1,3-diol) 0,05% (m/v,
concentracgédo final) em acido cloridrico (HCI) diluido em agua (1:1).

A funcdo do &cido cloridrico é desidratar a cetose e produzir um composto
chamado hidroximetilfurfural, o qual reage com o resorcinol formando uma molécula
de coloracdo avermelhada (ou esverdeada, dependendo da cetose), cuja intensidade

€ proporcional a quantidade de cetose presente na solucao (ROE, 1934).
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cC=0 C HO OH
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HO—C—H Conc HCI H-—-C i
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| |
H—C—0H H—-—C—
| I
CH,o0H CH,0H
D-Frutose Hidroximetilfurfural
Figura 2.1 Esquema das reac¢fes envolvidas no Teste de Seliwanoff (modificado a partir de KATOCH,
2011).

As reac0Oes foram constituidas por 30 yg de XccPMI_C (cauda de histidinas na
extremidade C-terminal) ou XccGST_PMI (fusionada a GST e com cauda de histidinas
na extremidade N-terminal) recombinantes, D-manose-6-fosfato (sal dissédico,
Sigma) em concentragédo final de 0,5 mM, considerando volume final de 500 pl. Apos
2 horas de reacéao, foram adicionados 3 ml de reagente Seliwanoff com a coloracéo
formada sendo registrada por fotografia. Para a reacéo de controle negativo, o volume
da enzima foi substituido pelo tamp&o no qual a mesma foi solubilizada (50 mM Tris-
HCI (pH 8,0), 100 mM NacCl).

O controle positivo teve a mesma constituicdo da reacdo anterior, substituindo
D-manose-6-fosfato por D-frutose-6-fosfato, também em concentracdo 0,5 mM. Os

testes foram realizados em triplicata.

2.8.2 Avaliacao da atividade enzimatica da Xl

A Xl catalisa a isomerizacdo da D-xilose em D-xilulose e, portanto, o teste
Seliwanoff foi utilizado para detectar a formacdo dessa cetose em uma reacao
contendo XccXI recombinante (com cauda histidinas na regiao N-terminal), D-xilose e
reagente de Seliwanoff (ROE, 1934). Para este fim, trés ensaios foram preparados
com as seguintes concentracdes de enzima recombinante purificada: 0,05, 0,15 e 0,25
mg.mlL.

Cada ensaio recebeu 20 pl de resorcinol a 1%, 600 pl de HCI 30%, 300 ul de
D-xilose 0,5 M e seus volumes foram completados para 1,4 ml com agua destilada,

resultando em concentracéo final de 0,1 M de xilose.
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Dois outros ensaios também foram preparados para servirem como branco e
controle positivo. O branco recebeu 50 mM Tris-HCI (pH 8,0), 100 mM NacCl,
substituindo o volume de enzima, mantendo todas as propor¢cdes dos outros
compostos. O controle positivo consistiu em D-frutose 0,5 M e n&o recebeu enzima.

Primeiro, XccXIl e seu substrato foram incubados por 2 e 3 horas. Depois disso,
HCI com resorcinol e agua destilada foram adicionados a todos os tubos. Em seguida,
todos os tubos foram agitados vigorosamente e incubados a 80 °C por 30 minutos,
com as verificagdes de cores realizadas a cada cinco minutos.

A segunda atividade prevista de XccXl é a interconversao de D-frutose em D-
glicose. Para verificar esta atividade, um teste baseado nas reac¢des acopladas de
glicose oxidase e peroxidase foi empregado para detectar D-glicose em solucéo
(TRINDER, 1969).

Para isso, a D-frutose foi utilizada como substrato e a deteccédo de D-glicose
realizada com o kit Glucose Liquiform (Labtest), composto por tampéo fosfato 30 mM,
pH 7,5, fenol 1 mM, glicose oxidase 12500 U/l, peroxidase 800 U/l, 290 uM de 4-
aminoantipirina, 7,5 mM de azida de sodio e surfactantes.

A D-glicose resultante da isomerizacdo de D-frutose é oxidada pela glicose
oxidase (GOD) do kit supracitado, formando acido glucénico e perdxido de hidrogénio.
O peroxido de hidrogénio formado participa de uma reacédo de oxidacédo envolvendo
4-aminoantipirina e fenol, catalisada pela peroxidase (POD), resultando em agua e um
composto avermelhado, a antipirilquinonimina, cuja intensidade de cor é diretamente
proporcional a concentracdo de glicose liberada (Figura 2.2).

Foram utilizadas trés concentragdes diferentes de XccXl: 20, 60 e 100 ug.ml-1.
A producao de D-glicose foi medida analisando, em triplicata, a absorbancia a 490 nm

das solucdes apos 2 e 3 horas de reacéo a temperatura ambiente.

GOD )
D-Glicose + O2 + H20 _— > Acido Gluc6bnico + H202

POD
2 H202 + 4-aminoantipirina + fenol ——— > Antipirilquinonimina + 4 H20

Figura 2.2 Esquema simplificado do método de detecgdo de D-glicose. A D-glicose resultante da
isomerizacdo da D-frutose, catalisada pela xilose isomerase, é oxidada pela glicose oxidase (GOD),
formando &cido gluconico e peroxido de hidrogénio. O perdxido de hidrogénio formado reage com 4-
aminoantipirina e fenol, sob agdo catalisadora da peroxidase (POD), através de uma reagéo oxidativa
de acoplamento formando uma antipirilguinonimina vermelha, cuja intensidade de cor é proporcional a
concentracdo de D-glicose na amostra. Adaptado do Manual de Instrucdes de Uso do produto Glicose
Liquiform (Labtest).
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2.9 Delecbes génicas

2.9.1 Construcéo dos vetores de delecao

As linhagens mutantes foram obtidas usando o vetor suicida pNPTS138,
gentilmente fornecido pelo Prof. Dr. Henrique Ferreira (UNESP — Rio Claro), seguindo
metodologia padronizada por nosso grupo de pesquisa (ALEXANDRINO; GOTO;
NOVO-MANSUR, 2016; CABREJOS et al., 2019; GOTO et al., 2016).

Os genes-alvo xanB e xylA2 foram deletados utilizando uma metodologia
baseada na dupla recombinac&o homoéloga (Figura 2.3) entre o vetor pNPTS138 (5,36
kb, Anexo V), no qual foram clonados in tandem dois fragmentos de aproximadamente
1 kb correspondentes, no DNA cromossomal de Xcc, as regides upstream e
downstream aos genes-alvo a serem deletados, resultando nos vetores de delecéo do
gene xanB, denominado pNPTS138 xanB, e do gene xylA2, denominado
pNPTS138_xylA (Figura 2.4).
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1kb Upstream Y xanB ou xylAX__1kb Downstream ")

X Cromossomo

1kb Upstream  "Y(_1kb Downstream

pNPTS138

Integracao do plasmideo

Cromossomo

s 1kb Upstream _X_1kb Downstream Kb Upstream X xanB ou xyIAX_1kb Downstream

Segundo evento de recombinacdo

1 kb Downstream

X

(T TKb Upstream ) xanB ou xylAX_1 kb Downstream

Cromossomo

1kb Upstream 1kb Downstream

1kb Upstream_)(_1kb Downstream ) o
romossomo

PNPTS138

Figura 2.3 Esquema simplificado da metodologia de delecéo génica. A metodologia de delecdo génica
€ baseada na dupla recombinacdo homdloga entre o vetor de delecdo pNPTS138 e o DNA
cromossomal de Xcc. O primeiro evento de recombinacgdo ocorre com um primeiro fragmento clonado
no pNPTS138 (upstream), e resulta na integracdo do vetor de dele¢cdo no DNA cromossomal de Xcc,
fazendo com que as linhagens transformantes sejam resistentes a canamicina, marcador de resisténcia
do referido vetor. O segundo evento de recombinac¢do ocorre com um segundo fragmento clonado no
pNPTS138 (downstream) e resulta na delecdo génica, com a transferéncia do gene-alvo ao vetor de
delecéo. As regifes upstream e downstream (de 1 kb), amplificadas e clonadas no vetor pNPTS138,
sdo as que ladeiam, no cromossomo de Xcc, o gene a ser deletado. O vetor pNPTS138 € um vetor
suicida e, portanto, ndo se replica nas células-filhas de Xcc. Fonte: proprio autor.
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Figura 2.4 Esquemas simplificados dos plasmideos de dele¢do. O gene que confere resisténcia a
canamicina esté representado por KanR. sacB denota o gene de Bacillus subtilis, que codifica a enzima
levansucrase, a qual converte sacarose em um composto téxico para as células. As regibes de 1000
pb que flanqueiam no genoma de Xcc os genes-alvo xanB (A) ou xylA (B) estdo representadas por 1
kb downstream e 1 kb upstream, com os respectivos sitios de restricdo estrategicamente posicionados
para clonagem dos fragmentos in tandem. Fonte: préprio autor.

Para isso, os insertos referentes aos produtos de PCR 4, 5, 11 e 12 foram
excisados dos vetores de propagacdo pJET 1.2 (Fermentas) pela digestdo com as
endonucleases especificas para cada um deles (ver item 2.5) seguida de purificacdo
por eletroforese em gel de TAE agarose 0,8%.

Para iniciar a construcao de cada vetor de dele¢éo, o plasmideo pNPTS138 foi
previamente digerido com as endonucleases Hindlll e EcoRI para xanB e Hindlll e
BamHI para xylA2 e purificado por eletroforese em gel de TAE agarose 0,8%.

Em seguida, os fragmentos de 1 kb upstream purificados foram utilizados em
reacao de ligacdo com T4 DNA ligase (razdo molar inserto:vetor de 3:1) juntamente
com o vetor pNPTS138 digerido.

Tais reacdes de ligacao foram utilizadas na transformacgéao de células de E. coli
DH5a quimiocompetentes (AUSUBEL, 2002) seguida de plaqueamento em agar-LB
contendo canamicina 30 yg.ml.

Colbnias transformantes foram cultivadas em LB contendo canamicina para
extracdo do DNA plasmidial, seguida de digestdo com as endonucleases especificas

para confirmacao da clonagem por eletroforese em gel de TAE agarose 0,8%.
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Para a clonagem dos fragmentos de 1 kb downstream a cada gene-alvo,
seguiu-se 0 mesmo procedimento, utilizando os vetores ja clonados com a regiao de
1 kb upstream, digerindo-os com EcoRI e Nhel para xanB e BamHI e Sall para xylA2.

Novamente, os vetores digeridos e purificados compuseram reacgdes de ligacao
com os fragmentos de 1 kb downstream, seguida da transformacéo de células de E.
coli DH5a quimiocompetentes (AUSUBEL, 2002) e posterior plaqueamento em agar-
LB contendo canamicina 30 ug.ml=.

Ao final da clonagem in tandem, colbnias transformantes de ambas as
construgdes foram cultivadas em LB contendo canamicina 30 ug.ml-* e tiveram o DNA
plasmidial extraido e digerido com as endonucleases especificas de cada vetor,
permitindo a confirmacdo da construcdo dos vetores de delecdo como foram

planejados.

2.9.2 Preparacao de células de Xcc eletrocompetentes

Células de Xcc foram cultivadas em 100 ml de caldo LB, sob agitacdo de 200
rpm, a 30 °C até atingirem DOsgs nm igual a 0,5. Em seguida, as células foram
centrifugadas por 20 minutos a 10.000 x g a 4 °C e lavadas trés vezes com agua estéril
gelada (AUSUBEL, 2002). As células foram concentradas 25 vezes em relacdo ao

volume de cultivo original, aliguotadas e armazenadas a -80 °C.

2.9.3 Transformacgéo de Xcc por eletroporacéo

Cem nanogramas dos vetores de delecdo pNPTS138 xanB e pNPTS138 xylA
foram independentemente utilizados na eletroporacdo de células de Xcc
eletrocompetentes. A eletroporacdo foi realizada com cubetas de 0,2 cm em um
eletroporador Gene Pulser Xcell Electroporation Systems (Bio-Rad), gentilmente
cedido pelo Prof. Dr. Iran Malavazi, sob as seguintes condi¢des: 2,5 kV, 50 Q e 50 uF.

ApOs o pulso elétrico, foram adicionados 2 ml de caldo LB isento de antibioticos
e o cultivo foi incubado por 2 horas sob agitagdo de 200 rpm a 30 °C. Em seguida, o

cultivo foi plaqueado em agar-LB contendo canamicina (30 ug.mi?).
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2.9.4 Selecao de mutantes deletados

O vetor pNPTS138 possui uma copia do gene sacB (Figura 2.4), que codifica
para a enzima levansucrase (SacB de Bacillus subtilis), que converte a sacarose em
um composto toxico para as células (BRAMUCCI; NAGARAJAN, 1996). Desse modo,
0 crescimento em sacarose 10% somente ocorre para as bactérias que o eliminaram
(ou seja, quando h& excisdo do plasmideo com o gene do cromossomo seguido de
cura plasmidial).

Além disso, células resultantes de recombinacao Unica também sao eliminadas
por possuirem o plasmideo integrado no genoma. Para aumentar as chances de cura
plasmidial nos mutantes que sofreram o duplo crossing-over, os mesmos foram
cultivados repetidamente em meio de cultivo na auséncia de canamicina.

Colbnias mutantes de Xcc obtidas foram analisadas quanto a delecéo por PCR
utilizando oligonucleotideos que hibridizam em regiées adjacentes aos fragmentos
flanqueadores. Aliquotas dos cultivos bacterianos oriundos dos mutantes confirmados
foram armazenadas a -80 °C.

O processo de screening de possiveis mutantes deletados envolve uma série
de plaqueamentos e repiques, 0s quais estdo descritos a seguir. Apds a
eletroporacéo, coldnias transformantes resistentes a canamicina foram repicadas em
duas condi¢Ges diferentes: agar-LB contendo canamicina a 30 ug.ml e sacarose 10%
(Meio B) e agar-LB contendo sacarose 10% (Meio C).

Em seguida, colbnias que nao tiveram crescimento nos meios B e C foram
cultivadas em caldo LB isento de antibiéticos (Meio D) por 12 horas, sob agitacédo de
200 rpm, a 30 °C, para possibilitar o primeiro evento de recombinacédo, que resulta na
integracao do vetor de dele¢cdo ao DNA cromossomal de Xcc.

Para cada processo de delecdo, tal cultivo foi estriado em agar-LB para

isolamento de colbnias, as quais foram repicadas em trés diferentes condicdes:
Meio A: Agar-LB contendo canamicina a 30 ug.ml;
Meio B: Agar-LB contendo canamicina a 30 ug.ml! e sacarose 10%;

Meio C: Agar-LB contendo sacarose 10%.

O repique de cada uma das colonias nos trés meios supracitados facilita o

screening dos possiveis mutantes deletados, uma vez que colbnias resistentes a
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sacarose e sensiveis a canamicina podem ser resultantes da dupla recombinacao
seguida da eliminacéo do plasmideo de delecéo.

A Figura 2.5 ilustra o procedimento adotado na sele¢éo das possiveis coldnias
mutantes deletadas. Foram isoladas colonias com capacidade de crescimento no
meio contendo sacarose (meio C, etapa 6, Figura 2.5) e também incapazes de crescer
em meio contendo canamicina (meio A, etapa 6, Figura 2.5), sendo que tais colbénias
tinham se originado inicialmente de colbnia capaz de crescer nesse antibiético (meio
A, etapa 2, Figura 2.5); isto denota que a célula adquire o plasmideo mas o “elimina”
posteriormente, eventos estes essenciais para a obtencdo do mutante e sua
confirmacéo, considerando que no intermédio desses dois eventos varios repiques

sdo realizados.
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Meio A: Agar-LB contendo

canamicina
1 2
Transformagao de Xcc com
pNPTS138_xanB ou >
pNPTS138_xylA
4 3

5
. |

Meio E: Agar-LB

Meio B: Agar-LB Meio C: Agar-LB
contendo contendo sacarose
canamicina e
sacarose

\ )
Meio D: Caldo-LB

Meio C: Agar-LB Meio B: Agar-LB Meio A: Agar-LB
contendo sacarose contendo contendo

canamicina e canamicina
sacarose

Figura 2.5 Metodologia para selecdo dos possiveis mutantes deletados. Diferentes cultivos foram
realizados para facilitar o screening de linhagens mutantes deletadas. 1-2 | Células de Xcc
eletrocompetentes foram transformadas por eletroporacdo com cada vetor de delecdo e, em seguida,
plagueadas em &gar-LB adicionado de canamicina (Meio A). 3 | Colbnias transformantes foram
repicadas em agar-LB contendo canamicina e sacarose (Meio B) e agar-LB contendo somente
sacarose (Meio C). 4-5 | Coldnias que ndo apresentaram crescimento nos meios B e C foram cultivadas
em caldo-LB (Meio D) e entdo estriadas em agar-LB (Meio E) para seu isolamento. 6 | Coldnias isoladas
foram repicadas nos meios A, B e C, para selecdo dos possiveis mutantes deletados (aqueles que
apresentaram crescimento apenas no meio C). Fonte: proprio autor.
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2.9.5 Confirmacéao das dele¢cdes dos genes-alvo

Pares de oligonucleotideos (KO_PMI_FW e KO_PMI_RV para 0 gene xanB;
KO_XI_FW e KO_XI_RV para o gene xylA, ver Tabelas 2.1 e 2.2) que hibridizam nas
regides do DNA cromossomal adjacentes as regides flanqueadoras de 1 kb aos
genes-alvo (distantes cerca de 50 pb) e ndo hibridizam nos respectivos vetores de
delecdo pNPTS138 xanB e pNPTS138_xylA foram projetados para a confirmacéo
das delec¢des por PCR.

A PCR utilizando esses pares de oligonucleotideos permite diferenciar uma
colénia mutante deletada de uma selvagem de acordo com os tamanhos dos produtos
de PCR obtidos.

Pelo screening citado no item anterior, foram isoladas coldnias com capacidade
de crescimento no meio contendo sacarose e incapazes de crescer nos meios
contendo canamicina. Cada uma dessas colbnias foi ressuspendida em 49 pl de agua
destilada estéril e fervida por 5 minutos.

Cinco pl desse material foram utilizados como DNA molde juntamente com 5 pl
de um mix de PCR preparado suficiente para 10 reacdes (descrito abaixo) de volume
final de 10 pl.

150 pMol de oligonucleotideo KO_PMI_FW ou KO_XI_FW
150 pMol de oligonucleotideo KO_PMI_RV ou KO_XI_RV
0,8 mM de dNTP (0,2 mM de cada)
5x Phusion Green High-Fidelity Buffer
2 U de Phusion High-Fidelity DNA polimerase
H20 MiliQ g.s.p 19 pl

As amplificacdes foram realizadas em um termociclador C1000 Touch (Bio-
Rad), segundo as etapas descritas na Tabela 2.6, sendo o produto da amplificacao

analisado por eletroforese em gel de TAE agarose 0,8%.
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Tabela 2.6 Etapas de PCR utilizadas na confirmacéo das delecbes génicas.

Etapa da PCR Temperatura Tempo
Desnaturagéo inicial 98 °C 10 minutos
'\
Desnaturagao 98 °C 30 segundos
Hibridizacao 60 °C 30 segundos = 45x
Extenséao 72 °C 4 minutos
Extensao final 72 °C 10 minutos

2.10 Confirmacdo da deplecdo da sintese de PMI no mutante de delecéo

Complementarmente a confirmacédo da delecdo génica realizada por PCR, a
delecado do gene xanB foi também avaliada por Western blot, por meio da constatacao
da deplecédo da sintese da PMI na linhagem mutante XccAxanB.

As linhagens selvagem (Xcc) e mutante (XccAxanB) foram cultivadas em 25 ml
de meio XAM-M até que atingissem a DOsgs nm igual 0,4. Em seguida, os cultivos foram
centrifugados a 4 °C, 12.000 x g por 30 minutos, ressuspendidos em 5 ml de tampéao
50 mM Tris-HCI (pH 8,0), 100 mM NaCl e lisadas por cinco pulsos de ultrassom (Sonic
Dismembrator 500, Fisher Scientific, gentilmente cedido pela Profa. Dra. Dulce Helena
Ferreira de Souza) com duracado de 30 segundos e amplitude de 30%, com intervalos
de um minuto entre os pulsos, sob banho de gelo. Para a separacao da fracéo soluvel,
o lisado celular foi submetido a centrifugacéo a 4 °C, 12.000 x g por 30 minutos.

Vinte ul de cada fracdo soluvel do lisado celular juntamente com 20 ug da PMI
recombinante (XccPMI_C) foram submetidos a SDS-PAGE em duplicata de géis. Um
dos géis foi corado com Coomassie Blue G-250 e o outro foi utilizado para a
transferéncia a uma membrana de nitrocelulose (Hybond-C Extra, GE Healthcare) sob
voltagem constante de 600 V por 2 horas.

Apos a transferéncia, a membrana foi cuidadosamente retirada do sistema e
com a face contendo as proteinas voltadas para cima foi corada com 0.5% Ponceau
S (Sigma) em 0,1% de acido acético para verificar o “carregamento” homogéneo entre
as amostras (PEDRAS; MINIC, 2012).
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A membrana foi descorada com trés lavagens com agua destilada e, apos isso,
foi adicionada uma solucdo de bloqueio composta por 9% (m/v) de leite em poé
desnatado e liofilizado (Nestlé Molico®) em tampao TBST (20 mM Tris-HCI pH 7,4,
0,5 M NacCl, 0,05% v/v Tween-20), seguida de incubacao overnight a 4 °C.

Apos a incubacao, a membrana foi lavada trés vezes com TBST por 5 minutos
e incubada overnight com o anticorpo primario IgG (anti-PMI) diluido 1:5000 em TBST.
Tal anticorpo foi produzido pela empresa Proteimax (Sao Paulo-SP) utilizando coelhos
imunizados com a proteina recombinante XccPMI obtida neste trabalho.

A membrana foi lavada trés vezes com TBST por 5 minutos e incubada
overnight com o anticorpo secundario anti-lgG de coelho conjugado com HRP,
produzido em cabras (RheaBiotech, Campinas-SP), diluido 1:3000 em TBST.

ApGs a incubagdo com o anticorpo secundario, a membrana foi lavada trés
vezes com TBST por 5 minutos, seguida da detecg¢ao das proteinas utilizando o “ECL
Western Blotting kit” (GE Healthcare), com as imagens sendo geradas no software
ImageLab (Bio-Rad) acoplado ao equipamento ChemiDOC MP Imaging System (Bio-
Rad).

2.11 Complementacédo génica com o vetor pLAL6

2.11.1 Construcéo do vetor de complementacdo pLAL6_CxanB

O pLALSG (Anexo VI), gentiimente cedido pelo Prof. Dr. Henrique Ferreira, € um
vetor de complementacao integrativo, sendo construido para recombinar com o DNA
cromossomal de Xcc no gene que codifica a a-amilase (Xcc_amy) (LACERDA et al.,
2017).

Originalmente, o vetor apresentava um promotor induzivel por arabinose
(araC), o qual foi retirado quando da construcdo do vetor de complementagcao
pLAL6_CxanB, pois a linhagem complementante resultante seria testada in vivo, 0
que tornaria impraticavel a inducdo da expressdo do gene xanB por requerer
inoculacao de arabinose.

Como alternativa ao promotor araC e visando construir uma linhagem
complementante contendo o promotor nativo do gene xanB, foi utilizada uma regido
de 390 pb (aqui denominada xanP) localizada imediatamente upstream ao gene xanA

(codificante da fosfoglicomutase), identificada in silico como uma regiao promotora do
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operon xanAB por meio do algoritmo BPROM (Softberry, Inc), que realiza uma
predicdo baseada em promotores de genes regulados pelo fator 670 de E. coli.

Assim, a regido referente ao promotor predito (xanP) e a regido codificante do
gene xanB foram amplificadas por PCR e clonadas separadamente no vetor de
propagacdo pJET 1.2 (Fermentas), como detalhado na secdo 3.5. Em seguida, o
fragmento xanP foi excisado do vetor de propagacao pela digestdo com as enzimas
Xbal e Xhol, purificado por eletroforese em gel de TAE agarose 0,8% e utilizado em
uma reacao de ligagdo com T4 DNA ligase com o vetor pLAL6 previamente digerido
com as mesmas enzimas supracitadas e purificado.

Essa reacdo de ligacdo foi utilizada na transformacdo de células
guimiocompetentes de E. coli DH5a, seguida de plagueamento em &gar-LB
suplementado com gentamicina 20 ug.mlt. Col6nias transformantes foram cultivadas
em caldo LB contendo gentamicina 10 pg.ml?! para permitir a extracdo do DNA
plasmidial, o qual foi digerido com as enzimas Xbal e Xhol para confirmacdo da
clonagem por eletroforese em gel de TAE agarose 0,8%.

ApGs a clonagem da regido xanP, o vetor pLAL6 recombinante foi digerido com
as enzimas Xhol e EcoRl, purificado por eletroforese em gel de TAE agarose 0,8% e
utilizado em reacdo de ligacdo com T4 DNA ligase juntamente com o fragmento
referente a regido codificante do gene xanB, previamente excisado do vetor de
propagacéo pela digestdo com as mesmas enzimas anteriormente citadas.

Células de E. coli DH5a quimiocompetentes foram transformadas com a reagao
de ligacdo supracitada e plaqueadas em agar-LB contendo gentamicina 20 ug.mi™.
Do mesmo modo como foi realizado para a primeira clonagem, colénias
transformantes foram cultivadas e tiveram seu DNA plasmidial digerido com as
enzimas de restricdo utilizadas na clonagem para confirmacéo por eletroforese em gel
de TAE agarose 0,8%, resultando no vetor de complementacéo pLAL6_CxanB (Figura
2.6).
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Figura 2.6 Representacdo do vetor de complementacdo pLAL6 CxanB. Painel A | Esquema da
organizacdo genbmica de Xcc na regido do operon xanAB com as indicacdes dos pares de
oligonucleotideos (FW e RV) utilizados para isolamento e amplificacao independentes das regides xanP
(regido promotora predita do operon xanAB) e da regiéo codificante do gene xanB. Painel B | Esquema
simplificado da configuracdo do vetor de complementacdo pLAL6_CxanB contendo a regido Xcc_amy,
utilizada para a recombinacéo entre o vetor de complementacéo e o DNA cromossomal de Xcc, o gene
que confere resisténcia a gentamicina (genR) e as regides xanP e xanB, clonadas in tandem. As
enzimas de restricdo utilizadas na construcdo do vetor de delecdo estdo mostradas. Fonte: proprio
autor.

2.11.2 Selecao de complementantes

O vetor de complementagdo pLAL6_CxanB foi utilizado em diferentes
quantidades (1, 10, 50, 100 e 1000 ng) na eletroporagédo de células de XccAxanB
eletrocompetentes. A eletroporacgéo foi realizada com cubetas de 0,2 cm de largura
em um eletroporador Gene Pulser Xcell Electroporation Systems (Bio-Rad),
gentilmente cedido para utilizagdo pelo Prof. Dr. Iran Malavazi, sob as seguintes
condigbes: 2,5 kV, 50 Q e 50 pF.

Apobs a eletroporacao, foram adicionados 2 ml de caldo LB isento de antibioticos
e o cultivo foi incubado por 2 horas sob agitacdo de 200 rpm a 30 °C. Em seguida, o
cultivo foi plaqueado em agar-LB contendo gentamicina (20 pg.ml) para selecdo dos

transformantes.
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A distincdo entre colbnias transformantes contendo o plasmideo integrado no
cromossomo (recombinantes) e colonias transformantes com o plasmideo na forma
epissomal (ndo recombinantes) foi possivel pelo repique de cada um dos clones
resistentes a gentamicina em meio agar-LB contendo amido 1% (m/v) seguido da
sublimagéo de iodo (I2) nas placas, uma vez que tal molécula interage com as cadeias
de amilose do amido formando um complexo de coloracéo azul intensa (FUWA, 1954).
As colGnias recombinantes teriam o vetor de complementagéo integrado no gene
cromossomal amy (que codifica a a-amilase), de forma a torna-lo inativo. Assim
apenas as colénias recombinantes ndo possuem um halo de degradacdao do amido,
estando a coloracéo azul presente ao redor desses transformantes, pois estas seriam
incapazes de degradar o referido polissacarideo (LACERDA et al., 2017).
Analogamente, para as colbnias ndo recombinantes sdo esperados halos visiveis de

degradacéo.

2.12 Complementag&o génica com o vetor pNPTS138

2.12.1 Construcéo do vetor de complementacdo pNPTS138 CxanB

Como alternativa para obtencdo de complementante da linhagem mutante
XccAxanB, foi realizada uma tentativa inédita em Xcc de reinsercdo do gene xanB no
mesmo l6cus cromossomal do qual foi originalmente deletado, utilizando o mutante
de delecédo e o vetor de delecdo do gene xanB (pNPTS138_ xanB). A metodologia
aplicada, também baseada na dupla recombinacdo homologa entre o inserto no vetor
(regides flanqueadoras ao gene de interesse) e 0 DNA cromossomal bacteriano, foi,
no entanto, a inversa a utilizada para a delecdo no sentido de que o gene de interesse
estd agora inserido no vetor pNPTS138 e ausente no cromossomo. Assim, foi
realizada a construgéo do vetor de complementacgao pela clonagem do gene xanB no
vetor recombinante pNPTS138 xanB (utilizado na delecdo de xanB, o qual ja contém
as regides flanqueadoras ao referido gene).

A regido codificante do gene xanB foi amplificada por PCR a partir dos
oligonucleotideos pNPTS cPMI_FW e pNPTS_cPMI_FW (ver Tabela 2.2), ambos
com sitios de restricdo para enzima EcoRlI, sob as mesmas condi¢bes utilizadas para

o fragmento obtido para a constru¢ao do vetor de expressao pET4la_GST_PMI.

Peticéo 870210040558, de 04/05/2021, pag. 179/364



61

O produto de PCR foi clonado no vetor pJET 1.2, como descrito anteriormente.
Em seguida, este fragmento génico foi clonado no vetor de delecdo pNPTS138 xanB
(Figura 2.4A), previamente digerido com EcoRI, cujo Gnico sitio de restricao se localiza
entre os dois fragmentos flanqueadores de 1 kb, produzindo o vetor de
complementacdo pNPTS138 CxanB. A confirmacdo dessa construcao foi realizada

por analise de restricdo por eletroforese em gel de TAE agarose 0,8%.
2.12.2 Confirmacéao da orientagéo de clonagem de xanB no pNPTS138_CxanB

Como o fragmento génico de xanB utilizado na clonagem que resultou no
pNPTS138 CxanB (item 2.12.1.) apresenta sitio de restricdo para EcoRI em ambas
as extremidades, seriam possiveis duas orientacbes de clonagem no vetor
pNPTS138_ xanB.

Para certificar de que a clonagem ocorreu na orientacéo esperada, foi realizada
uma PCR utilizando oligonucleotideos que hibridizam nas seguintes regides:
codificante do gene xanB, 1 kb upstream e 1 kb downstream (Figura 2.7).

o )

1 Kb Upstream xanB (1,4 kb) 1 Kb Downstream

pNPTS_cPMI RV

Figura 2.7 Representacéo dos oligonucleotideos utilizados na confirmacéo da orientagédo da
clonagem no vetor pNPTS138_ CxanB. Fonte: proprio autor.

Por meio dessa estratégia, foi possivel confirmar a orientacdo da clonagem
realizada no vetor pNPTS138 CxanB, uma vez que a PCR utilizando os
oligonucleotideos Up_PMI_FW e pNPTS_cPMI_RYV resulta em um produto de PCR
com 2,4 kb no caso da orientagéo correta da clonagem, e nenhum produto de PCR no
caso de insercédo de xanB em orientagdo nao apropriada.

A combinacéo dos oligonucleotideos Up_PMI_FW e pNPTS_cPMI_FW resulta
na auséncia de produtos de PCR em caso de orientacdo correta da clonagem, e um

produto de PCR de 2,4 kb no caso da orientacdo inversa.

Peticéo 870210040558, de 04/05/2021, pag. 180/364



62

2.12.3 Selecdo de possiveis complementantes e confirmacdo da

complementacédo génica

ApoGs a confirmacdo da correta clonagem no pNPTS138_CxanB, células de
XccAxanB eletrocompetentes foram transformadas com o referido vetor de
complementacdo, seguindo-se o mesmo procedimento utilizado na obtencdo da
linhagem mutante.

Apbs o screening das possiveis coldnias complementantes (resistentes a
canamicina, marcador de resisténcia do pNPTS138), foi utilizada a mesma
metodologia de confirmacdo da delecdo génica (PCR) para atestar a obtencdo da

linhagem complementante pela reinser¢ao do gene xanB no mutante.

2.13 Estudos funcionais das linhagens mutantes e complementante

2.13.1 Testes de patogenicidade em Citrus aurantifolia

As linhagens Xcc, XccAxanB, XccACxanB e XccAxylA foram testadas quanto a
patogenicidade em plantas de Citrus aurantifolia em estufas com temperatura e
umidade controladas, gentilmente disponibilizadas pelo Fundecitrus (Araraquara-SP)
e pelo Prof. Dr. Henrique Ferreira (UNESP — Rio Claro). Para o conjunto de linhagens
relacionadas ao gene xanB, foram utilizados os métodos de aspersao e infiltracao,
enguanto para o gene xylA somente a ultima metodologia.

Tanto para os ensaios de aspersdo quanto de infiltracdo, colbnias isoladas
foram cultivadas em 5 ml de caldo LB até atingirem ODses nm de 0,4. Em seguida, o
volume de 100 pl dessas culturas foi centrifugado a 12.000 x g por 15 minutos a 4 °C
e os pellets foram ressuspendidos em 10 ml de solugéo salina a 0,9%, resultando em
uma suspensdo contendo aproximadamente 106 UFC.ml.

Para os testes de infiltracdo (Figura 2.8), 150 ul dos cultivos celulares (ou
solugdo salina a 0,9% para o controle negativo) foram “injetados” na face abaxial das
folhas com uma seringa de 5 ml. Para cada uma das condi¢gdes foram infiltradas quatro
folhas de ramos independentes, atentando-se para que todas as plantas tivessem
folhas infiltradas com as linhagens bacterianas e o controle negativo com solucéo

salina.
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Figura 2.8 Exemplares de Citrus aurantifoli_a, tilizadas como ospedeiro no ensaio de patogenicidade
in vivo por infiltragdo. As plantas, localizadas na casa de vegetacdo do Fundecitrus, na UNESP em
Araraquara-SP, foram cedidas pelo Fundecitrus. Fonte: préprio autor.

Para o teste de aspersao (Figura 2.9), 10 ml das culturas bacterianas (ou
solucéo salina a 0,9% para o controle negativo) foram pulverizados em quadruplicata
de plantas, que tiveram as folhas mais suscetiveis demarcadas no inicio do
experimento.

Os testes de infiltracdo e aspersédo foram repetidos em dois dias diferentes,
utilizando duas réplicas bioldgicas (culturas independentes) em cada dia e quatro
repeticbes experimentais (quatro folhas para o teste de infiltragdo e quatro plantas
para o teste de aspersdo) para cada linhagem. As folhas foram registradas
fotograficamente apos vinte dias (infiltracdo) e 28 dias (aspersdo) para comparar
visualmente os sintomas do processo infeccioso. Este ensaio foi realizado na estufa
do Fundecitrus em Araraquara, com a colaboracdo do Dr. Franklin Behlau e da Me.

Tamiris Garcia.
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Figura 2.9 Ensaio de patogenicidade in vivo das linhagens selvagem, mutantes de delecdo e
complementante por aspersdo. Painel A | Plantas de Citrus aurantifolia utilizadas no experimento de
aspersdo, apos o procedimento e recobertas com plastico transparente para inducéo de camara umida.
Painel B | Exemplares de Citrus aurantifolia utilizadas no experimento na casa de vegetacdo do
Fundecitrus, em Araraquara-SP. Fonte: proprio autor.

2.13.2 Curvas de crescimento

As linhagens Xcc e XccAxanB foram caracterizadas quanto ao perfil de
crescimento em meio XAM-M em triplicata. Para isso, as duas linhagens foram pré-
inoculadas em 5 ml de caldo LB até que atingissem DOsgs nm igual a 0,5. O volume
total dos pré-indculos foi transferido para 100 ml de meio XAM-M e o crescimento foi
monitorado pela retirada de aliquotas de 300 pl seguida da leitura da densidade o6tica
a 595 nm em um leitor de microplacas iMark Microplate Absorbance Reader (Bio-Rad).

As leituras foram realizadas em triplicata e as médias dessas réplicas juntamente com
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0os desvios-padrdo amostrais foram utilizados para construir uma curva de

crescimento.

2.13.3 Ensaio de formagéo de biofilme

As capacidades de adesédo celular e de formacéao de biofilme s&o atributos
determinantes no sucesso do processo infeccioso de Xanthomonas citri subsp. citri. A
mensuracdo da capacidade de formacdo de biofiilme nas linhagens mutante e
complementante de xanB produzidas, comparativamente a Xcc (selvagem) foi
realizada da seguinte forma.

As linhagens Xcc, XccAxanB e XccCxanB foram cultivadas em 150 pl de meio
XAM-M dispostos em placas de 96 pogos com DOsgs nm inicialmente ajustada para 0,3.
Os cultivos foram incubados sem agitacdo a 30 °C durante 24, 48 e 72 horas. Ao final
de cada tempo, os pocos foram lavados com NaCl 0,9% por trés vezes e corados com
150 pl de cristal violeta 0,1%.

Apés trinta minutos de incubacdo com o corante, os pocos foram lavados trés
vezes com agua destilada. Por fim, o cristal violeta residual foi solubilizado em 150 pl
de etanol 70% e quantificado por absorbancia a 595 nm (O’'TOOLE; KOLTER, 1998).

2.13.4 Avaliagdo de motilidade

Para avaliar a motilidade “swarming”, as linhagens Xcc, XccAxanB e XccCxanB
foram cultivadas em meio LB contendo 0,7% de agar. Para este ensaio, as linhagens
foram previamente cultivadas overnight em meio caldo LB a 30 °C sob agitacéo
constante de 200 rpm. Em seguida, as densidades oOpticas a 595 nm foram medidas
e os cultivos ajustados para DOsgs nm igual a 0,3.

A partir de tais cultivos, foram pipetados 3 pl no centro das placas de Petri de
5,1 cm de diametro com LB 0,7%. ApOs isso, as placas foram incubadas a 30 °C por
48 horas sem agitacao. Por fim, as placas foram registradas digitalmente e o diametro
das colonias obtidas foi mensurado utilizando o software ImageJ
(https:/limagej.nih.gov/ij/) (MALAMUD et al., 2011).

A analise estatistica dos dados foi realizada pelo teste de Tukey, com nivel de

confianca de 95% por meio do software Minitab (15.2).

Peticéo 870210040558, de 04/05/2021, pag. 184/364



66

2.13.5 Sobrevivéncia a radiacao ultravioleta

A avaliacdo da resisténcia a radiagcéo ultravioleta (UV) foi realizada a partir de
um cultivo das linhagens Xcc, XccAxanB e XccACxanB em 5 ml de LB a 37 °C por 16
horas. Em seguida, a DOsos nm foi ajustada para 0,1 (aproximadamente 3.10” UFC/ml).

Em triplicata, 100 pl destes cultivos contidos em tubos do tipo “Eppendorf”
foram expostos a radiagdo UV da cabine de fluxo laminar, a uma distancia de 60 cm
da fonte de luz, segundo descrito anteriormente (LI; WANG, 2011a). Ap6s 15 minutos
de exposicéo, foi feita diluicdo seriada e o plagueamento em agar-LB para contagem
de UFC.

A analise estatistica dos dados foi realizada pelo teste de Tukey, com nivel de
confianga de 95%, utilizando o software Minitab (15.2).
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Capitulo 3 — Resultados e Discusséao

3.1 Amplificagéo por PCR e clonagem

Os pares de oligonucleotideos desenhados foram sintetizados para permitir a
amplificacdo dos fragmentos génicos de interesse por PCR, seguida da clonagem em
vetor de propagacdo pJET 1.2 (Fermentas), exceto os pares KO_PMI_FW-
KO_PMI_RV e KO_XI_FW-KO_XI_RV, os quais foram utilizados apenas para
confirmacédo da delecdo e complementacao génicas.

Os produtos de PCR foram analisados por eletroforese em gel de agarose 0,8%
contendo brometo de etideo (Figura 3.1), isolados a partir do gel e clonados no vetor
de propagacao pJET 1.2.

Os produtos das reacdes de ligacdo foram utilizados na transformacéo de E.
coli DH5a quimiocompetentes por tratamento com cloreto de calcio e plagueadas em

agar-LB adicionado de ampicilina.
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Figura 3.1 Analise dos produtos de amplificacdo por PCR a partir de DNA gendmico de Xcc. Aliquotas
de 3 pL de cada reacdo de PCR foram analisadas em eletroforese em gel de TAE agarose 0,8%. M |
Padrédo de tamanho molecular GeneRuler 1 kb Plus DNA Ladder (Fermentas). 1 | Produto de PCR
referente a regido codificante da PMI madura (1404 pb), utilizada para clonagem no vetor pET28a. 2 |
Produto de PCR referente a regido codificante da PMI madura sem stop cédon nativo (1401 pb),
utilizada para clonagem no vetor pET29b. 3 e 4 | Produtos de PCR referentes aos fragmentos de 1kb
upstream e downstream ao gene xanB, respectivamente. 5 | Produto de PCR referente a regido
promotora predita do gene xanB (390 pb). 6 | Produto de PCR referente a regiao codificante da PMI
madura (1404 pb), utilizada na construcao do vetor de complementacdo pLAL6_CxanB. 7 | Produto de
PCR referente a regido codificante da PMI madura (1404 pb), utilizada na construcdo do vetor de
complementagcdo pNPTS138_CxanB. 8 | Produto de PCR referente a regido codificante da PMI madura
(1404 pb), utilizada na construcéo do vetor de expressdo pET4la_GST_PMI. 9 | Produto de PCR
referente a regido codificante da XI madura (1338 pb). 10 | Produto de PCR referente a regido
codificante da XI madura sem stop cédon nativo (1335 pb). M2 | Padrdo de tamanho molecular EZ
Load™ 1 kb Molecular Ruler (Bio-Rad). 11 e 12 | Produtos de PCR referentes aos fragmentos de 1 kb
upstream e downstream ao gene xylA, respectivamente. Bandas do padrao mais proximas ao tamanho
dos produtos estéo indicadas a esquerda. Fonte: proprio autor.

Colbnias isoladas foram cultivadas em caldo LB contendo ampicilina para
propagacéo e purificacdo do DNA plasmidial dos transformantes. Em seguida, o DNA
plasmidial referente a cada clonagem foi submetido a analise de restricdo com as
respectivas endonucleases para confirmacdo da clonagem dos insertos no vetor de
propagacéo pJET 1.2 (Figura 3.2). Por fim, os vetores de propagac¢ao obtidos a partir
das colbnias positivas (tamanho dos insertos correspondente ao esperado) foram
sequenciados (Centro de Pesquisas sobre o Genoma Humano e células-tronco —
USP) e os insertos apresentaram 100% de identidade com as sequéncias dos

fragmentos génicos de interesse presentes no GenBank®.
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Figura 3.2 Andlise de restricdo dos DNAs plasmidiais para confirmacao da clonagem dos fragmentos
de interesse no vetor de propagacéo pJET 1.2. Entre 500 e 1000 ng de DNA plasmidial dos vetores de
propagacdo foram submetidos a dupla digestdo com as endonucleases especificas e analisados em
eletroforese em gel de TAE agarose 0,8%. M | Padrao de tamanho molecular GeneRuler 1 kb Plus DNA
Ladder (Fermentas). Cada vetor de propagacéo pJET 1.2 (2974 pb, Anexo I) foi digerido para excisdo
dos seguintes fragmentos. 1 | Regido codificante do gene xanB. 2 | Regido codificante do gene xanB
sem o respectivo stop cédon nativo. 3 | Regido de 1 kb upstream ao gene xanB. 4 | Regido de 1 kb
downstream ao gene xanB. 5 | Regi@o promotora predita (xanP) do operon xanAB. 6 | Regido
codificante do gene xanB para montagem do vetor de complementacdo pLAL6_CxanB. 7 | Regido
codificante do gene xanB para montagem do vetor de complementagdo pNPTS_CxanB. 8 | Regido
codificante do gene xanB para montagem do vetor de expressdo pET4la GST_PMI. 9 | Regido
codificante do gene xylA. 10 | Regido de 1 kb upstream ao gene xylA. 11 | Regido de 1 kb downstream
ao gene xylA. Tamanhos de bandas do padrdo mais préximos aos insertos e vetor estdo indicados.
Uma seta indica a altura da banda do vetor de propagac¢do pJET 1.2 (aproximadamente 3 kb), comum
em todas as amostras. Fonte: proprio autor.

3.2 Expressao heterologa e purificacdo das proteinas recombinantes

3.2.1 Construcéo dos vetores de expressao

Apoés a dupla digestdo dos vetores de propagacéo, os insertos referentes as
regides codificantes com stop codon nativo e, também, sem o referido cédon (que
resulta na PMI com cauda de histidinas na regido C-terminal, XccPMI_C) foram
purificados a partir do gel de agarose, quantificados e utilizados em reacdes de

ligacao, utilizando T4 DNA ligase, com os vetores de expressao pET28a (PMl e Xl) e
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PET29b (apenas para a PMI) (Tabela 2.2), previamente digeridos com Ndel e Xhol
(Tabela 2.1).

Além disso, o vetor de propagacao contendo a regido codificante da PMI com
sitios de restricdo para clonagem no pET41a foi digerido com EcoRI e Xhol (Tabelas
2.1 e 2.2) e o inserto resultante foi purificado para utilizacdo em uma reacéo de ligacao
com o referido vetor de expressdo previamente digerido com as mesmas
endonucleases.

As reacOes de ligagdo foram transformadas em E. coli DH5a
guimiocompetentes por tratamento com cloreto de calcio e os clones foram
confirmados por digestdo do DNA plasmidial sob eletroforese em gel de TAE agarose
0,8% (Figura 3.3).

Os clones positivos foram nomeados como pET28a_PMI, pET29b PMI_C,
pET4la GST_PMI e pET28a Xl, sendo estes respectivamente 0s vetores de
expressdo da PMI com cauda de histidinas na regido N-terminal (XccPMI), da PMI
com cauda de histidinas na regiao C-terminal (XccPMI_C), da PMI fusionada a GST
na regido N-terminal (XccGST_PMI) e da Xl com cauda de histidinas na regiao N-

terminal (Xcc_Xl), respectivamente.

5000 pb

1500 pb

Figura 3.3 Andlise de restricdo dos DNAs plasmidiais para confirmagdo da clonagem das regifes

codificadoras da PMI e da Xl nos vetores de expressao da série pET. Os vetores de expressao
recombinante foram digeridos com as endonucleases especificas e analisados em eletroforese em gel
de TAE agarose 0,8%. M | Padrao de tamanho molecular GeneRuler 1 kb Plus DNA Ladder
(Fermentas). 1 | Vetor de expressdo pET28a_PMI digerido com Xhol e Ndel. 2 | Vetor de expressao
pPET29b_PMI_C digerido com Xhol e Ndel. 3 | Vetor de expressdo pET4la_GST_PMI digerido com
EcoRI e Xhol. 4 | Vetor de expressdo pET28a_XI digerido com Xhol e Ndel. Tamanhos de bandas do
padrdo mais proximos ao inserto e vetor estao indicados. Os plasmideos pET28a e pET29b possuem
cerca de 5,3 kb (Anexos Il e lll), ja o pET41a possui 5,9 kb (Anexo V), e os insertos referentes as
regibes codificantes da PMI e da Xl possuem 1404 ou 1401 pb e 1338 pb, respectivamente. Fonte:
proprio autor.
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3.2.2 Analise da expressao heterologa e da purificacdo por cromatografia de

afinidade

Os vetores de expressao foram individualmente transformados em E. coli
BL21(DE3) quimiocompetentes por tratamento com cloreto de calcio e o
plagueamento feito em agar-LB contendo canamicina. Uma coldnia isolada de cada
um dos transformantes foi utilizada para o ensaio de expressédo heteréloga sob
inducédo de IPTG. Apds a inducgdo, as células foram coletadas por centrifugacéo,
ressuspendidas em tampao e lisadas por pulsos de ultrassom, sob banho de gelo.

Para purificacdo dos produtos de expressao heteréloga obtidos a partir dos
vetores pET28a e pET29b, a fracédo soluvel do lisado de cada cultivo foi aplicada em
coluna de niquel imobilizado. Em seguida, a coluna foi lavada com tampao de
ressuspensao (50 mM Tris-HCI (pH 8,0), 100 mM NaCl) e um gradiente crescente de
concentracfes de imidazol (de 5 a 500 mM) foi aplicado para elui¢cdo da proteina.

J& para a purificacdo da PMI fusionada a GST (pET41a_GST_PMI), a proteina
foi eluida da coluna de glutationa imobilizada (Glutathione Sepharose 4 Fast Flow, GE
Healthcare) com 5 ml de glutationa reduzida 10 mM.

Para todas as construcdes dos produtos de expresséo aliquotas das fracdes
soluveis e insoluveis, bem como aliquotas do pds-coluna e dos eluatos em imidazol e

glutationa reduzida foram submetidas a anélise em SDS-PAGE (Figuras 3.4 — 3.8).

A M 500 250100 50 25 5 PC S M
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Figura 3.4 Andlise da expressao, solubilidade e purificagdo da XccPMI por SDS-PAGE. A figura mostra
a purificacdo da XccPMI (aproximadamente 53 kDa), obtida a partir do vetor de expresséo
pET28a_ PMI. | | Fracdo insolluvel do lisado. S | Fracdo soltvel do lisado. D | Depois da indug&o por
IPTG. A | Antes da inducéo por IPTG. M | Padréo de massa molecular Pierce Unstained Protein MW
Marker (Thermo). PC | Fracao sollvel apds passagem pela coluna de purificacdo. A proteina foi eluida
pela aplicacdo de um gradiente crescente de concentracdes de imidazol (concentragdes em mM,
mostradas em azul e ordem decrescente de concentracao). As elui¢cdes foram realizadas com volumes
de imidazol referentes a cinco volumes de coluna. O ensaio de expressao teve um rendimento de 5 mg
de proteina recombinante por litro de meio de cultura. Massas do padrdo estédo indicadas a direita.
Fonte: préprio autor.
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O padrao de bandas no gel da Figura 3.4 permite concluir que os sistemas de
expressdo e purificacdo funcionam a contento, uma vez que a massa molecular
predita da proteina recombinante € de, aproximadamente, 53 kDa, adicionando-se a
massa referente a cauda de histidinas N-terminal, pois a sequéncia peptidica madura
da PMI consiste em aproximadamente 51 kDa.

Embora o sistema de expressao e purificacdo da PMI com his-tag N-terminal
tenha funcionado satisfatoriamente, a proteina se mostrou instavel em tampdes TRIS,
PBS, adicionados ou ndo de glicerol. Em todas as condi¢des testadas, a proteina
recombinante formou precipitados em diferentes temperaturas de armazenamento,
incluindo -20, 4 e 25 °C.

Com o intuito de melhorar a solubilidade da proteina, foi testado o sistema de
expressdo e purificacdo da PMI fusionada a cauda de histidinas C-terminal
(XccPMI_C), utilizando o vetor pET29b_PMI_C (Figura 3.5).

A analise da Figura 3.5 possibilita inferir que os sistemas de expresséo e
purificacdo também funcionaram satisfatoriamente, como pode ser evidenciado pela
presenca de uma banda com suficiente grau de pureza na eluicdo com 500 mM de
imidazol.

Além disso, a proteina se mostrou mais estavel em temperaturas de 4 a 8 °C,
permanecendo sollvel por 24 horas sob tais condi¢cdes. Apesar da melhoria em

relacdo a XccPMI, o tempo de estabilidade da XccPMI_C ainda nao foi plenamente

satisfatorio.
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Figura 3.5 Analise da expressao, solubilidade e purificacdo da XccPMI_C sob SDS-PAGE. A figura
mostra a purificagdo da XccPMI_C (aproximadamente 53 kDa), sintetizada a partir do vetor de
expressdo pET29b_PMI_C. M | Padrdo de massa molecular Precision Plus Protein™ Dual Color (Bio-
Rad). A | Antes da inducéo por IPTG. D | Depois da inducéo por IPTG. S | Fracao soltvel do lisado. | |
Fracao insoluvel do lisado. PC | Fracao solluvel apés passagem pela coluna de purificagcdo. A proteina
foi eluida pela aplicagcdo de um gradiente crescente de concentragdes de imidazol (concentragdes em
mM, mostradas em azul). As elui¢cdes foram realizadas com volumes de imidazol referentes a cinco
volumes de coluna. O ensaio de expresséo teve um rendimento de 5 mg de proteina recombinante por
litro de meio de cultura. Massas do padrao estéo indicadas a esquerda. Fonte: préprio autor.
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Nesse sentido, foi testada a expressao, purificacdo, solubilidade e estabilidade
da PMI fusionada a GST (XccGST_PMI), a partir do vetor pET41la_GST_PMI (Figura
3.6), que resulta em uma proteina com 79 kDa, uma vez que a GST apresenta 26 kDa.

Os resultados obtidos a partir da expressédo heteréloga utilizando o vetor
pET41la _GST_PMI permitem inferir que os sistemas de expressao e purificacdo
funcionaram de maneira adequada, fornecendo proteina relativamente pura. Ademais,
a proteina purificada XccGST_PMI apresentou-se mais estavel, suportando dez dias
na temperatura de 4 a 8 °C, o que tornou este sistema o mais adequado para as
aplicacdes downstream da proteina recombinante.

As tags mais comumente utilizadas em proteinas recombinantes sdo 6xHis,
Glutationa-S-transferase (GST), Proteina de ligacdo a maltose (MBP), Proteina verde
fluorescente (GFP) e diversos epitopos imunogénicos. Além de permitirem a
purificacdo, essas tags podem conferir vantagens a proteina-alvo durante a expressao
heter6loga, aumentando a solubilidade, protegendo de protedlise, melhorando a
conformacao e aumentando o rendimento da producao (ARNAU et al., 2006; WOOD,
2014).

A utilizacdo de proteinas fusionadas a GST tem sido amplamente empregada
em trabalhos de expressao heterdloga de proteinas. Junior (2017) utilizou um vetor
gue permite a producao heterdloga de proteinas de Trypanosoma cruzi fusionadas a
GST, resultando no correto enovelamento proteico e no aumento da solubilidade de
tais proteinas. Em outro trabalho, a utilizacdo da tag de GST também demonstrou ser
eficiente, resultando em altos niveis de expressdo do gene-alvo e, também, a
otimizacao do processo de purificacdo, devido a alta afinidade da GST pela coluna de
cromatografia (KAPPAUN; MARTINELLI; RITT, 2008).

Dessa forma, os aumentos de solubilidade e estabilidade atingidos com a
XccGST_PMI serdo valorosos para a caracterizagdo estrutural da proteina, cuja
estrutura desse género ainda nao foi elucidada, segundo consulta no banco de dados
PDB (Protein Data Bank). Além disso, a obtencdo da proteina recombinante pode
contribuir em futuros estudos que busquem aumentar a compreensao do seu papel

na interacdo planta-patégeno, bem como de ensaios de inibicdo enzimética.
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Figura 3.6 Analise da expressao, solubilidade e purificagdo da XccGST_PMI por SDS-PAGE. A figura
mostra a purificacdo da XccGST_PMI (aproximadamente 79 kDa) em coluna de glutationa imobilizada,
a partir do vetor de expressdo pET4la_GST_PMI. M | Padrdo de massa molecular Precision Plus
Protein™ Dual Color (Bio-Rad). A | Antes da inducéo por IPTG. D | Depois da inducdo por IPTG. S |
Fracédo soluvel do lisado. | | Fragdo insoluvel do lisado. A proteina foi eluida pela aplicagdo de 5 volumes
de coluna (5 ml) de glutationa reduzida a 10 mM, sendo E1-E5 (mostrados em vermelho) os eluatos
referentes a cada um dos volumes aplicados (1 ml). Massas do padrdo estdo indicadas a esquerda. .
O ensaio de expressédo teve um rendimento de 6 mg de proteina recombinante por litro de meio de
cultura. Experimento realizado durante a orientacdo do aluno Carlos Henrique Alves de Moraes. Fonte:
préprio autor.

Um importante ponto a ser destacado € que o vetor pET41la_GST_PMI resulta
em uma proteina recombinante fusionada a GST e com cauda de histidinas na regiao
N-terminal da PMI (entre a GST e a PMI), possibilitando a purificacdo in tandem por
meio da utilizag&o de resinas com niquel e glutationa imobilizados (Figura 3.7).

A purificagdo in tandem da proteina recombinante GST_PMI n&o resultou em
um grau de eficiéncia satisfatério, uma vez que grande parte do produto recombinante
atravessou a coluna de glutationa imobilizada sem adsorgéo pela mesma (Figura 3.7,
PC1). Além disso, 0 mesmo ocorreu no segundo passo de purificacdo, quando o
eluato da primeira coluna foi aplicado a coluna com niquel imobilizado (Figura 3.7,
PC2).

A pouca afinidade pelas colunas poderia ser explicada pela conformacéao

tridimensional do produto proteico, na qual tanto a cauda de histidinas quanto a GST
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podem ndo estar tdo expostas quanto o desejado para uma purificacdo por
cromatografia de afinidade. Porém, mais ensaios devem ser feitos para corroborar tal
hipotese.

Por outro lado, o nivel de pureza obtido nos eluatos de imidazol a 500 e 2000
mM foi consideravelmente superior (Figura 3.7) se comparado ao encontrado na

purificacdo de etapa Unica, utilizando a coluna com glutationa imobilizada (Figura 3.6).

M PC1 L G110 PC2 15 500 2000
F—

o N

75 kDa
50 kDa

37 kDa

e

H

Figura 3.7 Andlise da expressao, solubilidade e purificacdo in tandem da XccGST_PMI por SDS-PAGE.
A figura mostra a purificacdo in tandem da XccGST_PMI (aproximadamente 79 kDa), obtida a partir do
vetor de expressdo pET41la_GST_PMI. M | Padrao de massa molecular Precision Plus Protein™ Dual
Color (Bio-Rad). PC1 | Fragéo soltvel do lisado celular apés passagem pela coluna de purificagdo com
glutationa imobilizada. L | Lavagem da coluna com tamp&o 50 mM Tris-HCI (pH 8,0), 100 mM NacCl.
G10 | Eluato a 10 mM de glutationa reduzida. PC2 | Eluato G10 apds a passagem pela coluna de
purificagcdo com niquel imobilizado. 15 | Eluato a 15 mM de imidazol. 500 | Eluato a 500 mM de imidazol.
2000 | Eluato a 2000 mM de imidazol. Massas do padrdo estéo indicadas a esquerda. Fonte: préprio
autor.

A partir da andlise da expressédo e da purificacdo da Xcc_XI (Figura 3.8) foi
possivel averiguar que tais sistemas funcionaram de modo satisfatorio, dado que a
massa molecular predita da proteina recombinante é de 49,6 kDa que, somada a

massa referente a cauda de histidinas N-terminal, deveria apresentar massa

molecular de aproximadamente 51,6 kDa, o que é compativel com o observado.
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Figura 3.8 Analise da expresséo, solubilidade e purificacdo da XccXI| por SDS-PAGE. A figura mostra
a purificacdo da XccXl recombinante (aproximadamente 51,6 kDa), obtida a partir do vetor de
expressdo pET28a_Xl. A | Antes da inducdo por IPTG. D | Depois da induc¢éo por IPTG. | | Fracédo
insoluvel do lisado. S | Fracdo soluvel do lisado. M | Padrdo de massa molecular Pierce Unstained
Protein MW Marker (Thermo). PC | Frac@o sollivel ap6s passagem pela coluna de purificacdo. A
proteina foi eluida pela aplicacdo de um gradiente crescente de concentra¢cdes de imidazol
(concentragbes em mM, mostradas em azul). As eluigbes foram realizadas com volumes de imidazol
referentes a cinco volumes de coluna. Massas do padréo estdo indicadas a esquerda. O ensaio de
expressdo teve um rendimento de 8 mg de proteina recombinante por litro de meio de cultura
Experimento realizado durante a co-orientagdo da aluna Nicole Castro Silva Nicolela. Fonte: proprio
autor.

3.3 Avaliacéo das atividades enzimaticas das proteinas recombinantes

Para a analise da atividade biologica das proteinas recombinantes, 0s
procedimentos de expressdao e purificacdo foram repetidos, com algumas
modificacdes para permitir a obtencédo de proteinas puras e livres dos tampdes de
eluicdo que continham imidazol e glutationa.

Assim, para a XccPMI_C, o processo de expressao foi refeito e a purificacéo
envolveu a passagem da fragdo soluvel do lisado celular seguida de uma unica
lavagem com tampéo contendo imidazol 25 mM e a eluicdo com tampao contendo
imidazol 500 mM. Apos a eluicédo, foi realizada diélise contra tampdo 50 mM Tris-HCI
(pH 8,0), 100 mM NacCl, para a retirada do imidazol do eluato.

Apos dialise, a proteina recombinante purificada (0,5 ml a 0,3 mg/ml) foi
utilizada em reacgdes contendo 0,1 M de manose-6-fosfato (substrato da XccPMI_C).
Para a deteccao da frutose-6-fosfato produzida pela enzima, adicionou-se 1 ml do

reagente de Seliwanoff, que produz, sob altas temperaturas, uma molécula de
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coloracdo vermelho-amarronzada na presenca de cetoses, como a frutose-6-fosfato
(Figura 3.9).

» : R s

Figura 3.9 Avaliacdo da atividade enzimatica da XccPMI_C. A XccPMI_C purificada foi submetida a
um teste qualitativo de atividade enzimatica utilizando o reagente de Seliwanoff, o qual permite a
identificacdo de cetoses, como a D-frutose-6-fosfato. Branco | Composto por 0,1 M de D-manose-6-
fosfato, tampéo e o reagente de Seliwanoff. Reacdo | Reagdo contendo 0,1 M de D-manose-6-fosfato,
XccPMI_C (0,3 mg/ml) em tampéo e o reagente de Seliwanoff. F6P | Controle positivo contendo 0,1 M
de D-frutose-6-fosfato, tampéo e o reagente de Seliwanoff. A coloragdo vermelho-amarronzada no tubo
“Reagao” permitiu a conclusdo de que a XccPMI_C é capaz de desempenhar a sua atividade predita
de conversdo de D-manose-6-fosfato em D-frutose-6-fosfato. Todos os tampdes utilizados foram
compostos de 50 mM Tris-HCI (pH 8,0), 100 mM NaCl. Fonte: préprio autor.

Apesar das concentracdes de manose-6-fosfato (Reacgéo, Figura 3.9) e frutose-
6-fosfato (F6P, Figura 3.9) serem as mesmas, as coloracdes apresentadas apls a
adicdo do reagente de Seliwanoff foram significativamente distintas, o que pode ser
atribuido a ndo conversao total da D-manose-6-fosfato em D-frutose-6-fosfato pela
XccPMI_C, uma vez que o equilibrio quimico entre os dois monossacarideos deve ter
sido atingido.

Embora a XccPMI_C tenha apresentado a atividade enzimatica esperada, a
sua instabilidade dificultou a sua utilizacdo downstream, como as tentativas de
cristalizacdo. Tal proteina apresentou perda de atividade apos 24 horas a 4 °C e,
também, depois de um ciclo de congelamento-descongelamento.

Sob as mesmas condi¢cdes testadas no ensaio anterior, a fosfomanose
isomerase fusionada a GST (XccGST_PMI) foi testada quanto a atividade enzimatica

de converséo de D-manose-6-fosfato em D-frutose-6-fosfato (Figura 3.10).
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Branco Reacao F6P

Figura 3.10 Avaliagdo da atividade enzimatica da XccGST_PMI. A XccGST_PMI purificada também foi
submetida ao teste qualitativo de atividade enzimatica utilizando o reagente de Seliwanoff. Branco |
Composto por 0,1 M de D-manose-6-fosfato, tampéo e o reagente de Seliwanoff. Reacédo | Reacao
contendo 0,1 M de D-manose-6-fosfato, XccGST_PMI (0,3 mg/ml) em tamp&o e o reagente de
Seliwanoff. F6P | Controle positivo contendo 0,1 M de D-frutose-6-fosfato, tampéo e o reagente de
Seliwanoff. A coloracdo vermelho-amarronzada no tubo “Reag&o” permitiu a conclusdo de que a
XccGST_PMI também possui a atividade catalitica predita de conversdo de D-manose-6-fosfato em D-
frutose-6-fosfato. Todos os tampd@es utilizados foram constituidos de 50 mM Tris-HCI (pH 8,0), 100 mM
NaCl. Fonte: préprio autor.

Assim como a XccPMI_C (fosfomanose isomerase fusionada a cauda de
histidinas na regido C-terminal), a XccGST_PMI também apresentou a atividade
catalitica predita, sendo capaz de converter D-manose-6-fosfato em D-frutose-6-
fosfato.

Dessa forma, tal construcdo foi capaz de sobrepujar a inconveniéncia da
instabilidade apresentada pela proteina XccPMI_C, uma vez que permaneceu estavel
e com atividade enziméatica apods dez dias de armazenamento a 4 °C e, também, apés
ciclos de congelamento-descongelamento.

De modo semelhante aos ensaios anteriores, a xilose isomerase recombinante
(XceXl) também teve as suas atividades enzimaticas preditas avaliadas. Assim, o
ensaio de expressao heteréloga foi repetido e a purificacdo compreendeu a passagem
da fracdo soluvel do lisado celular seguida de uma Unica lavagem com tampéao
contendo imidazol 25 mM e a eluicdo com tampéo contendo imidazol 500 mM. Apoés
a eluicao, foi realizada dialise contra tampao 50 mM Tris-HCI (pH 8,0), 100 mM Nacl,

para a retirada do imidazol do eluato.
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Primeiramente, foi testada a atividade catalitica de conversédo de D-xilose em
D-xilulose, utilizando o reagente de Seliwanoff. Para isso, apos dialisada, a xilose
iIsomerase recombinante purificada foi utilizada em trés diferentes concentragdes
(0,25 mg.ml%, 0,15 mg.mlt e 0,05 mg.mlt) em reacdes contendo 0,1 M de D-xilose.

Para a deteccdo da D-xilulose produzida pela enzima, adicionou-se 1 ml do
reagente de Seliwanoff, sendo constatada a formacdo de um composto coloracao
amarelo-esverdeada. Como controle positivo para o reagente de Seliwanoff, foi
utilizada D-frutose 0,1 M (Figura 3.11).

Apesar do teste ter sido conduzido de maneira qualitativa, a utilizacdo de
diferentes concentracdes da proteina recombinante permitiu a verificacdo da relacéo
diretamente proporcional (e esperada) entre a concentragdo da enzima e a
intensidade da coloracao exibida.

B 5x 3x 1x F

Figura 3.11 Avaliacao da atividade enzimética da XccXI. B | Branco contendo tampao e reagente de
Seliwanoff. 5x | Tubo contendo Xl (0,25 mg.ml?), D-xilose 0,1 M e reagente de Seliwanoff. 3x | Tubo
contendo XI (0,15 mg.ml1), D-xilose 0,1 M e reagente de Seliwanoff. 1x | Tubo contendo XI (0,05 mg.ml-
1), D-xilose 0,1 M e reagente de Seliwanoff. F | Tubo utilizado como controle positivo, composto de D-
frutose 0,1 M, tampéo e reagente de Seliwanoff. A coloracdo amarelo-esverdeada observada nos tubos
5x, 3x e 1x, cujas intensidades sdo diretamente proporcionais as quantidades de enzima utilizadas
permite a inferéncia de que a Xl recombinante apresentou sua atividade predita de converséo de D-
xilose em D-xilulose. Todos os tampdes utilizados eram compostos de 50 mM Tris-HCI (pH 8,0), 100
mM NaCl. Experimento realizado durante a co-orientagdo da aluna Nicole Castro Silva Nicolela. Fonte:
proprio autor.

A avaliacdo da atividade de converséo de D-frutose a D-glicose catalisada pela
enzima Xl foi realizada por meio da deteccéo de D-glicose (método de GOD-Trinder)
formada ap6s a incubacdo por 2 e 3 horas da enzima (em trés diferentes
concentragdes) juntamente com 0 seu substrato D-frutose, a temperatura de 25°C
(Figura 3.12).

A comparagdo entre as médias obtidas de cada ensaio com as diferentes

concentracdes de enzima nos distintos intervalos de tempo permitiu a constatacao de
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que, ao estender o tempo de reacdo, obtém-se um aumento da absorbancia nas
reacoes e, portanto, aumento da presenca de D-glicose em solucao, resultante da
acao da XccXIl sobre a D-frutose.

Além disso, foi possivel verificar que quanto maior a concentracdo da enzima,
maior a quantidade de D-glicose formada. Tais dados confirmam a existéncia da

atividade de conversao de D-frutose em D-glicose da XccXI recombinante.

0.20-
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0.15-
£ T )
o Bl 2 horas de reagdo
< 0.104 ~
3 horas de reacao
2 T
<
0.054
0.00' T T T
20 60 100

Concentracao de Xilose Isomerase (ug.ml'1)

Figura 3.12 Avaliacdo da atividade enziméatica da XccXI. Foi avaliada a atividade enzimatica da XccXI|
recombinante purificada na conversdo de D-frutose em D-glicose. Para isso, foi utilizado um kit de
deteccdo de D-glicose e trés ensaios com diferentes concentracdes da enzima foram realizados. As
concentragdes de enzima utilizadas (em ug.ml1) foram 20, 60 e 100. Verificou-se que a absorbancia
em 490 nm nas reacgdes teve um aumento em funcdo do tempo e da concentracdo de XccXIl adotados.
O grafico mostra as médias das medidas realizadas em ftriplicata, a 25 °C, apdés duas e trés horas de
reacdo. Experimento realizado durante a co-orientacéo da aluna Nicole Castro Silva Nicolela. Fonte:
préprio autor.

3.4 Delecéo génica
3.4.1 Construcéo dos vetores de delecao

As regides de 1 kb que flangueiam os genes-alvo foram amplificadas por PCR
usando o DNA de Xcc como molde e os pares de oligonucleotideos mostrados nas
Tabelas 2.2 e 2.3, sob as condi¢des exibidas na Tabela 2.5. Os produtos de PCR
foram clonados no vetor de propagacéo pJET 1.2 e sequenciados, apresentando
100% de identidade com as sequéncias dos fragmentos génicos de interesse

presentes no GenBank®.
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Para cada vetor de delecéo, os fragmentos génicos referentes as regides de 1
kb upstream e downstream aos genes-alvo foram excisados dos vetores de
propagacéo e clonados sequencialmente in tandem no vetor de delecdo pNPTS138,
entre os sitios de restricdo Hindlll e Nhel para o gene xanB (Figura 3.13A) e entre 0s
sitios de restricdo Hindlll e Sall para o gene xylA2 (Figura 3.14A). A analise de

restricdo dos vetores de delecédo confirmou os resultados esperados (Figuras 3.13B e

3.14B).
A yN PTS138_xani(
1kb Upstream 1kb Downstream
Hindlll EIRI Nhel
B M 1 2 3 4 5
7000 pb
5000 pb
2000 pb
1500 pb
1000 pb

Figura 3.13 Andlise de restricdo do vetor de delecdo pNPTS138 xanB. DNA plasmidial do vetor de
delecdo do gene xanB foi submetido a diversas digestdes com as endonucleases utilizadas para a sua
construcdo e analisado em eletroforese em gel de TAE agarose 0,8%. Painel A | Representacao grafica
de um segmento do vetor de delecado pNPTS138_xanB. Painel B | Analise de restricdo do vetor de
delecdo pNPTS138_xanB. M | Padrdo de tamanho molecular GeneRuler 1 kb Plus DNA Ladder
(Fermentas). 1 | pNPTS138_xanB digerido somente com EcoRI. 2 | pNPTS138_xanB digerido com
Hindlll e EcoRI. 3 | pNPTS138_xanB digerido com EcoRI e Nhel. 4 | pNPTS138_xanB digerido com
Hindlll e Nhel. 5 | pNPTS138_xanB digerido com Hindlll, EcoRI e Nhel. Tamanhos de bandas do
padrdo estao indicados. Fonte: proprio autor.
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Figura 3.14 Andlise de restricdo do vetor de delecdo pNPTS138_ xylA. DNA plasmidial do vetor de
delecéo do gene que codifica a Xl foi submetido a diversas digestdes com as endonucleases utilizadas
em seu desenho e analisado em eletroforese em gel de TAE agarose 0,8%. Painel A | Representacéo
gréafica de um segmento do vetor de delecdo pNPTS138_xylA. Painel B | Andlise de restricdo do vetor
de delecdo. M | Padrdo de tamanho molecular GeneRuler 1 kb Plus DNA Ladder (Fermentas). 1 |
pNPTS138_xylA digerido com Hindlll e BamHI. 2 | pNPTS138_xylA digerido com BamHI e Sall. 3 |
pNPTS138_xylA digerido com Hindlll e Sall. 4 | pNPTS138_xylA digerido com Hindlll, BamHI e Sall.
Tamanhos de bandas do padréo estéo indicados. Fonte: proprio autor.

Assim, em termos de organizagcdo génica, o0s vetores de delecdo séo
semelhantes ao genoma de Xcc, exceto pela substituicdo dos genes-alvo pelo sitio de

restricdo de uma enzima: EcoRI para xanB e BamHI para xylA2.

3.4.2 Confirmacéo das dele¢cdes génicas

Os vetores de delecéo foram utilizados para transformacéo de células de Xcc
eletrocompetentes por eletroporacéo, seguida de plaqueamento em &gar-LB contendo
canamicina. Em seguida, col6nias transformantes foram cultivadas por varias
geracdes na auséncia de antibidticos para permitir os eventos de recombinacao
homologa.

Apos isso, esse cultivo foi estriado em placas contendo sacarose, o0 que permite
a selecdo de possiveis mutantes de delecéo, pois o vetor pNPTS138 carrega um gene
denominado sacB, o qual codifica para a enzima levansucrase, que converte a
sacarose em um composto toxico para a bactéria (BRAMUCCI; NAGARAJAN, 1996).

Peticéo 870210040558, de 04/05/2021, pag. 201/364



83

Colbnias crescidas em meio de cultura contendo sacarose (0 que indica cura
plasmidial) foram avaliadas quanto a delec&o génica por meio de PCR de colbnia, em
reacOes utilizando os oligonucleotideos KO_PMI_FW e KO_PMI_RV (para o gene
xanB) e KO_XI_FW e KO_XI_RV (para o gene xylA), os quais hibridizam nas regides
adjacentes as regides flanqueadoras dos genes-alvo.

Desse modo, é possivel distinguir colonias selvagens de mutantes de delecéao
pelo tamanho dos produtos de PCR: para o gene xanB, colbnias selvagens resultam
em produtos de PCR de 3,404 kb de tamanho (1 kb da regido upstream + 1,404 kb da
regido codificante do gene xanB + 1 kb da regido downstream); colénias mutantes
resultam em produtos de PCR com 2 kb de tamanho (1 kb da regido upstream + 1 kb
da regiao downstream).

Ja para o gene xylA2, colénias selvagens resultam em produtos de PCR de
3,338 kb de tamanho (1 kb da regido upstream + 1,338 kb da regido codificante do
gene xylA2 + 1 kb da regido downstream); colénias mutantes resultam em produtos
de PCR com 2 kb de tamanho (1 kb da regido upstream + 1 kb da regido downstream).

A analise dos produtos de PCR (Figuras 3.15 e 3.16) permite concluir que as
delecdes dos genes que codificam a PMI e a Xl foram realizadas com sucesso,
resultando nas linhagens denominadas XccAxanB e XccAxylA2.

Objetivando uma certificacdo adicional de que os produtos de PCR resultantes
das reacdes utilizando DNA gendémico de XccAxanB e XccAxylA2 como moldes se
referem as regides cromossOémicas de interesse, tais produtos foram digeridos com as
enzimas de restricdo cujos sitios de restricdo foram inseridos apds dupla
recombinacdo homoéloga (EcoRI para o gene xanB e BamHI para o gene xylA2).

Além disso, a auséncia de produtos de PCR em reac¢fes cujos moldes foram
0s proprios vetores de delecdo confirma que os oligonucleotideos utilizados néo

hibridizam nestes vetores.
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Figura 3.15 Confirmagé&o da dele¢é@o do gene xanB por PCR. Andlise dos produtos de PCR resultantes
das reacdes utilizando oligonucleotideos que hibridizam em regides externas as regifes upstream e
downstream de 1 kb ao gene xanB, com DNA molde de col6nias de Xcc selvagem, XccAxanB e o vetor
de delecdo pNPTS138_xanB. M | Padrdo de tamanho molecular GeneRuler 1 kb Plus DNA Ladder
(Fermentas); 1 | Produto de PCR utilizando Xcc selvagem como molde. 2 | Produto de PCR utilizando
XccAxanB como molde. 3 | Produto de PCR utilizando XccAxanB como molde, digerido com a
endonuclease EcoRI. 4 | Produto de PCR utilizando o vetor pNPTS138_xanB como molde. As bandas
relevantes do padréo de tamanho molecular estéo indicadas. Fonte: préprio autor.
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Figura 3.16 Confirmacédo da delecdo do gene xylA2 por PCR. Analise dos produtos de PCR resultantes
das reacdes utilizando oligonucleotideos que hibridizam em regifes externas as regides upstream e
downstream de 1 kb ao gene xylA2, com DNA molde de coldnias de Xcc selvagem, XccAxylA2 e o vetor
de delecdo pNPTS138 xylA. M | Padrdo de tamanho molecular GeneRuler 1 kb Plus DNA Ladder
(Fermentas). 1 | Produto de PCR utilizando Xcc selvagem como molde. 2 | Produto de PCR utilizando
XccAxylA2 como molde. 3 | Produto de PCR utilizando XccAxylA2 como molde, digerido com a
endonuclease BamHI. 4 | Produto de PCR utilizando o vetor pNPTS138_xylA como molde. As bandas
relevantes do padrao de tamanho molecular estdo indicadas. Fonte: préprio autor.
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3.4.3 XccAxanB € incapaz de sintetizar a PMI

Como uma certificagao adicional da delecdo do gene xanB, o extrato total de
proteinas de XccAxanB, ap0s crescimento em meio indutor de patogenicidade XAM-
M, foi avaliado quanto a presenca da PMI por Western blot, utilizando como controles
0 extrato total de proteinas de Xcc, além da proteina recombinante XccPMI (Figura
3.17).

XccAxanB XccPMI Xcc

Figura 3.17 Confirmacéo da deplecéo da sintese da PMI por Western blot. Os extratos proteicos totais
das linhagens Xcc e XccAxanB cultivadas em meio XAM-M foram avaliados acerca da presenca da
proteina PMI por Western blot. No ensaio, a proteina recombinante XccPMI foi utilizada como controle
positivo. Fonte: préprio autor.

A auséncia de bandas na revelacdo do Western blot obtida para a linhagem
XccAxanB corrobora a delecdo do gene xanB. Para Xcc, foi possivel observar que a
proteina PMI é produzida em meio indutor de patogenicidade, XAM-M. A presenca de
banda fortemente marcada para a proteina recombinante assegura a funcionalidade

do sistema de avaliacdo da expresséo génica baseado em Western blot.
3.5 Complementacéo génica utilizando o vetor pLALG6
3.5.1 Construcéo do vetor pLAL6_CxanB

Os clones de propagacgédo referentes as regides promotora e codificante do
gene xanB foram digeridos com suas endonucleases especificas, purificados do gel
por eletroforese em gel de TAE agarose 0,8% e quantificados por espectrometria a
260 nm.

Em seguida, os dois fragmentos foram clonados in tandem no vetor de
complementacdo pLAL6 (LACERDA et al., 2017), gentilmente cedido pelo Prof. Dr.
Henrique Ferreira (UNESP — Rio Claro), resultando no vetor de complementacao
denominado pLAL6_xanB.

A andlise de restricdo do vetor pLAL6_ xanB mostra que o plasmideo foi
construido a contento (Figura 3.18).
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Figura 3.18 Analise de restricdo do vetor de complementacao pLAL6_xanB. DNA plasmidial do vetor
de complementagdo pLAL6_CxanB foi digerido com endonucleases utilizadas em sua construcéo e
analisado por eletroforese em gel de TAE agarose 0,8%. M | Padrao de tamanho molecular EZ Load™
1 kb Molecular Ruler (Bio-Rad). 1 | pLAL6_xanB digerido com EcoRI e Xhol, excisando o fragmento
referente a regido predita como promotora do gene-alvo (390 pb). 2 | pLAL6_xanB digerido com EcoRI
e Xbal, excisando a construcao integral, ou seja, regido promotora in tandem com a regiao codificante
do gene xanB, resultando em um fragmento de 1794 pb. Tamanhos de bandas do padrdo estdo
indicados. Fonte: préprio autor.

3.5.2 Screening de possiveis complementantes

ApoOs a confirmacao da sua construcao, o vetor pLAL_xanB foi quantificado e
utilizado para transformacdo de células de XccAxanB eletrocompetentes por
eletroporacdo, seguida do plagueamento em agar-LB contendo gentamicina e amido
1% (m/v).

Uma vez que o vetor foi projetado para permitir a sua integragcao no gene que
codifica a a-amilase, o sucesso da transformacao implicaria na incapacidade do
transformante em degradar amido, cuja avaliacao foi feita pelo contato de vapor de
iodo com as placas de transformantes.

Como o iodo (I2) possui a capacidade de interagir com as cadeias de amilose
do amido formando um complexo de coloracdo azul intensa (FUWA, 1954), foi
possivel constatar que as colbnias transformantes obtidas ndo tinham o vetor
pLAL6_xanB integrado no gene que codifica a a-amilase, pois foi observado um halo

de degradacgao de amido ao redor de tais colbnias (Figura 3.19).
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Figura 3.19 Screening das colbnias transformantes quanto a capacidade de degradar amido. Células
de XccAxanB eletrocompetentes foram eletrotransformadas com o vetor de complementagao
pLAL6_CxanB, plaqueadas em &gar-LB contendo gentamicina, sendo repicadas individualmente em
meio contendo gentamicina e amido 1% e, em seguida, realizada sublima¢&o com iodo (I2). De acordo
com o esperado, coldnias de Xcc selvagem (WT) degradaram amido e apresentaram um halo resultante
na auséncia de iodo, ou seja, degradacdo de amido. Entretanto, as possiveis col6nias
complementantes também apresentaram o mesmo halo, indicando que a integracdo do vetor de
complementacdo n&o ocorreu na regido esperada do genoma e, consequentemente, a
complementacéo nao ocorreu como o planejado. Fonte: préprio autor.

E possivel que a integracdo do vetor tenha ocorrido em outros locais do genoma
bacteriano, uma vez que o pLAL6 xanB apresenta, além da regido codificante do
gene xanB, a sua regido promotora predita, a qual pode ter permitido uma
recombinacdo homéloga com o cromossomo bacteriano, o que nao foi testado.

Dessa forma, ap0s dezenas de tentativas sem sucesso de transformacédo da
linhagem mutante XccAxanB com o pLALG_xanB, tal vetor foi desconsiderado para a

construcdo da linhagem complementante.
3.6 Complementacéo génica utilizando o vetor pNPTS138
3.6.1 Construcéo do vetor pNPTS_CxanB
Para a construcdo do vetor de complementacdo do gene xanB

(PNPTS138_CxanB), a regido codificante do gene xanB foi clonada no vetor de
delecdo pNPTS xanB no sitio de restricdo para a enzima EcoRIl. Dessa forma, a
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regido codificante foi inserida entre as regides de 1 kb upstream e 1 kb downstream
do vetor de delecéo (Figura 3.20).

A clonagem da regido codificante do gene xanB no vetor de delecao
pNPTS_xanB para construir o vetor de complementacdo pNPTS_CxanB requereu
uma confirmacdo da orientacdo de tal sequéncia no vetor, uma vez que o inserto
apresentava o mesmo sitio de restricdo em ambas as extremidades.

Para isso, foram utilizados dois pares de oligonucleotideos Up_PMI_FW-
pPNPTS_cPMI_RV e Up_PMI_FW-pNPTS_cPMI_FW em PCR utilizando o vetor de
complementacdo pNPTS_CxanB como DNA molde, o que permitiu a confirmacéo da

correta orientacdo da clonagem do gene xanB (Figura 3.20).

M 2 3

7000 pb

1500 pb

L )

1 Kb Upstream xanB (1,4 kb) 1 Kb Downstream

pNPTS_cPMI_RV

Figura 3.20 Construgdo do vetor de complementacdo pNPTS_CxanB e confirmagdo da orientacao da
clonagem do gene xanB. A confirmacdo da constru¢@o do vetor de complementacdo pNPTS_CxanB
foi realizada por digestdo com endonuclease, seguida pela andlise por eletroforese em gel de TAE
agarose 0,8%. No painel superior: M | Padrédo de tamanho molecular GeneRuler 1 kb Plus DNA Ladder
(Fermentas). 1 | pPNPTS_CxanB digerido com a enzima de restricdo EcoRI. O padréo de digestdo do
vetor mostra que a montagem do vetor foi realizada com sucesso, uma vez que a regido codificante
apresenta 1404 pb, um tamanho compativel com o observado no gel. 2 | Produto de PCR utilizando o
par de oligonucleotideos Up_PMI_FW-pNPTS_cPMI_RV e o vetor pNPTS_CxanB como molde. 3 |
Produto de PCR utilizando o par de oligonucleotideos Up_PMI_FW-pNPTS_PMI_FW e o vetor
pNPTS_CxanB como molde. A observacdo de uma banda na altura de 2,4 kb na coluna 2 e a
inexisténcia de bandas na coluna 3 comprova que a orienta¢cdo da clonagem da regido codificante do
gene xanB no vetor de complementagdo € a esperada. No painel inferior esta representada a
organizacdo gendmica da regido do gene xanB, bem como os oligonucleotideos utilizados na PCR de
confirmacéo da orientacédo da clonagem. Fonte: préprio autor.
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3.6.2 Confirmacdo da complementacado génica

A linhagem XccAxanB (mutante deletada no gene que codifica a PMI) foi
transformada com o plasmideo de complementacdo pNPTS_CxanB por eletroporacéo
e plaqueada em LB contendo canamicina. Apos isso, foram seguidos os passos de
selecéo de duplos recombinantes entre o plasmideo e o genoma, utilizando o mesmo
meétodo da delecdo génica.

Ao final, colénias foram testadas por PCR utilizando os oligonucleotideos
KO_PMI_FW e KO-PMI_RV, os quais hibridizam nas regifes adjacentes as regides
flanqueadoras do gene-alvo para a confirmacédo da complementacdo génica (Figura

3.21), sendo a linhagem complementante denominada XccACxanB.

4000 pb
3000 pb

1500 pb

1000 pb

Figura 3.21 Confirmagao da complementac&o génica do mutante XccAxanB. Andlise dos produtos de
PCR resultantes das reac¢fes utilizando oligonucleotideos que hibridizam em regifes externas as
regibes upstream e downstream de 1 kb ao gene xanB, com DNA gendmico de Xcc selvagem e
XccACxanB como molde. M | Padrao de tamanho molecular GeneRuler 1 kb Plus DNA Ladder
(Fermentas); 1 | Produto de PCR utilizando Xcc selvagem como molde. 2 | Produto de PCR utilizando
Xcc selvagem como molde, digerido com a enzima EcoRI. 3 | Produto de PCR utilizando XccACxanB
como molde. 4 | Produto de PCR utilizando XccACxanB como molde, digerido com a enzima EcoRI. A
restricdo por EcoRI do fragmento amplificado ocorreu para XccACxanB e néo para Xcc, conforme
esperado, resultando em duas bandas (um fragmento de 1,4 kb e dois fragmentos de 1 kb), o que &
compativel com o tamanho de xanB e das duas regides flanqueadoras. As bandas relevantes do padrao
de tamanho molecular estdo indicadas. Fonte: proprio autor.

Esta estratégia permitiu a diferenciacdo das colonias selvagens das

complementantes pois, apesar de os produtos de PCR de ambas as linhagens
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apresentarem 3,4 kb de tamanho, apenas o produto de PCR da linhagem
complementante XccACxanB pode ser digerido com a enzima EcoRl, resultando em
trés fragmentos: a regido codificante do gene xanB, cujo tamanho é 1,4 kb e as regides
flanqueadoras ao gene-alvo, as quais apresentam 1 kb de tamanho cada.

Dessa forma, foi possivel distinguir as colbnias selvagens das coldnias
complementantes, confirmando a complementacéo génica de uma linhagem de Xcc
deletada utilizando o vetor pNPTS138, uma estratégia inédita na literatura para esta

espécie.

3.7 Caracterizacao fenotipica das linhagens mutantes e complementante

3.7.1 Delecéo de xanB néo afeta o perfil de crescimento

As linhagens Xcc e XccAxanB foram cultivadas em meio XAM-M e tiveram suas

densidades Opticas em 595 nm mensuradas para a comparacdo dos perfis de
crescimento (Figura 3.22).
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Figura 3.22 Curva de crescimento das linhagens Xcc e XccAxanB. As linhagens Xcc e XccAxanB foram
avaliadas e comparadas quanto aos perfis de suas curvas de crescimento em meio XAM-M, indutor de
patogenicidade. Barras de erro indicam o desvio-padrao de triplicatas biologicas. Fonte: préprio autor.
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A analise das curvas de crescimento de Xcc e XccAxanB permite concluir que
a delecdo do gene xanB ndo comprometeu a capacidade de crescimento da linhagem
mutante e, além disso, que o padrdo de crescimento foi semelhante entre as duas

linhagens.

3.7.2 xanB é essencial para a patogenicidade de Xcc

As linhagens Xcc, XccAxanB e XccACxanB foram avaliadas quanto a
patogenicidade e viruléncia em plantas de Citrus aurantifolia por meio de duas
metodologias distintas — aspersédo e infiltracdo. Para ambos os experimentos, as
linhagens foram cultivadas em caldo LB e ressuspendidas em solucao salina (0,9%
de NaCl) de modo que a concentracéo final ficasse em 106 UFC.ml2.

No ensaio de aspersdo, 10 ml de cada suspensao bacteriana e de solucéao
salina, para o controle positivo, foram pulverizados com o uso de um borrifador
doméstico estéril em quadruplicata de plantas. As folhas foram registradas
digitalmente apds 28 dias da asperséo (Figura 3.23).
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Figura 3.23 Ensaio de patogenicidade in vivo por aspersao de Xcc, XccAxanB e XccACxanB em Citrus
aurantifolia. Plantas de Citrus aurantifolia foram utlizadas para avaliagdo comparativa da
patogenicidade e viruléncia de Xcc, XccAxanB e XccACxanB. Foram pulverizados 10 ml de cada cultivo
bacteriano e 0 mesmo volume de solugéo salina (controle negativo) em quadruplicatas de plantas. Apés
serem destacadas das plantas, as folhas foram fotografadas no vigésimo oitavo dia apés a aspersao.
Fonte: préprio autor.
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Para o ensaio de infiltracdo, as linhagens ou a solugcdo salina (controle
negativo) foram infiltradas na superficie abaxial de folhas de quatro plantas, de forma
que todas as plantas receberam os quatro tratamentos diferentes, de forma a
minimizar o efeito do hospedeiro sobre os resultados, quando da comparagéo entre
os fendtipos apresentados. Apods vinte dias das infiltracbes, as folhas foram
destacadas e registradas digitalmente para comparacéo da infeccao (Figura 3.24).

Os ensaios de asperséao e infiltracdo apresentaram um padrdo fenotipico em
relagdo aos sintomas de cancro citrico observados, a partir do qual foi possivel
constatar que a delecdo do gene xanB fez com que a bactéria perdesse a
patogenicidade. Além disso, a reversdo do fendtipo observada nos ensaios com a
linhagem complementante XccACxanB corrobora a hipotese de que o gene xanB é
essencial para a patogenicidade de Xcc.

Comparando-se os fenotipos apresentados pelas linhagens selvagem (Xcc) e
complementante (XccACxanB), observou-se semelhangca nos graus de
encharcamento e necrose do tecido vegetal, além da mesma frequéncia e intensidade
das pustulas acastanhadas, sintomas caracteristicos do cancro citrico.

Embora sejam necessarios estudos posteriores para a elucidacédo dos efeitos
da delecdo na expressao de fatores de viruléncia, a presente constatacdo de que o
gene xanB é essencial para a patogenicidade de Xcc possibilita a futura prospecc¢ao
de ferramentas biotecnoldgicas de controle e cura para doenca, por meio da utilizacédo
de inibidores da PMI e, também, do desenvolvimento de cultivares citricas que

neutralizem a acao de tal proteina no processo infeccioso.
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Figura 3.24 Ensaio de patogenicidade in vivo por infiltracao de Xcc, XccAxanB e XccACxanB em Citrus
aurantifolia. Plantas de Citrus aurantifolia foram utlizadas para avaliagdo comparativa da
patogenicidade e viruléncia de Xcc, XccAxanB e XccACxanB. Para cada uma das condigbes foram
infiltradas quatro folhas de ramos independentes, atentando-se para que todas as plantas tivessem
folhas infiltradas com as trés linhagens bacterianas e o controle negativo com solu¢éo salina (0,9% de
NaCl). As fotografias foram obtidas no vigésimo dia apés a infiltracdo. Fonte: préprio autor.
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3.7.3 xanB esta envolvido na motilidade, formacdo de biofilme e resisténcia a

radiacao UV

A capacidade de motilidade foi avaliada nas linhagens Xcc, XccAxanB e
XccACxanB (Figura 3.25), segundo metodologia padronizada por (MALAMUD et al.,
2011). Resumidamente, as linhagens foram cultivadas até que atingissem a DOsg5 nm
igual a 0,3 e 3 pl destes cultivos foram pipetados no centro das placas de Petri com
LB 0,7%.

O diametro das coldnias de Xcc, XccAxanB e XccACxanB foide 2,703 £ 0,016,
1,05 + 0,02 e 2,716 + 0,093 cm, respectivamente. Assim, em média a linhagem
XccAxanB apresentou motilidade 61,15% e 61,34 % inferior as linhagem selvagem Xcc
e complementante XccACxanB, respectivamente, indicando que o gene xanB esta
relacionado a esta importante caracteristica do processo infeccioso.

Em Stenotrophomonas maltophilia, a mutacdo do gene xanB utilizando um
transposon comprometeu a motilidade bacteriana, o que pode ser atribuido a
constatacdo da auséncia do flagelo polar nas células mutantes (HUANG; SOMERS;
WONG, 2006).

A reducéo da motilidade pode ter contribuido para a perda de patogenicidade
de XccAxanB (Figuras 3.23 e 3.24). Os fitopatdogenos utilizam mecanismos de
motilidade para atingirem superficies ricas em nutrientes e os tecidos vegetais.
Especificamente para Xcc, a motilidade esta relacionada ao seu unico flagelo polar,
gue a permite deslizar no ambiente epifitico e, também no apoplasto (GRAHAM et al.,
2004; HARSHEY, 2003).
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Figura 3.25 Ensaio de motilidade. As linhagens Xcc, XccAxanB e XccACxanB foram avaliadas quanto
a motilidade segundo metodologia padronizada por Malamud e colaboradores (2011). As linhagens
foram cultivadas até que atingissem DOsgs nm igual a 0,3. Trés pl de cada cultivo foram pipetados no
centro das placas de Petri de 5,1 cm de didmetro com agar-LB 0,7%. Apos isso, as placas foram
incubadas a 30 °C por 48 horas sem agitacdo e registradas digitalmente (Painel superior). O didametro
das colbnias obtidas foi mensurado utilizando o software ImageJ e a média das medidas esta
apresentada no painel inferior. Barras de erro indicam o desvio-padrdo absoluto de cada uma das
triplicatas. A analise estatistica dos dados foi realizada pelo teste de Tukey, com nivel de confianca de
95% por meio do software Minitab (15.2). Fonte: préprio autor.
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O envolvimento da PMI na sintese de GDP-D-manose, um precursor nas vias
de producao de lipopolissacarideos (LPS), também pode contribuir no entendimento
da diminuicdo da motilidade de XccAxanB. Em Xcc, a disrupgdo do gene wxacO,
participante da sintese de LPS, afetou negativamente a motilidade do fitopatogeno (LI,
WANG, 2011a).

Assim, embora seja necessaria a comprovagao de que XccAxanB apresenta
defectividade na producado de LPS e na formacao do flagelo polar, é possivel sugerir
gue a reducéo de motilidade tenha relacdo com esses dois componentes atuantes na
patogénese do cancro citrico.

A formacéo de biofilme é uma capacidade que boa parte das bactérias tem de
formar agregados em matrizes que permitem adesao a superficies, possibilitando um
modo de vida dindmico as populac¢des bacterianas (FLEMMING; WINGENDER,
2010).

As linhagens Xcc, XccAxanB e XccACxanB foram avaliadas quanto a formagéao
de biofilme ao longo de 24, 48 e 72 horas, segundo metodologia padronizada por
O'Toole e Kolter (1998). Apds 24 horas, a linhagem XccAxanB apresentou formagao
de biofilme consideravelmente superior as linhagens selvagem Xcc e complementante
XccACxanB. Em Photorhabdus luminescens, a PMI foi relacionada somente ao
estagio de maturacdo do biofilme, e ndo ao estagio inicial do seu desenvolvimento
(AMOS et al., 2011).

Em 48 e 72 horas houve uma inversdo significativa desse padrdo, com a
linhagem XccAxanB apresentando formagao de biofilme 4,5 e 14,5 vezes menor (48
e 72 horas, respectivamente) em relacdo a linhagem selvagem Xcc (Figura 3.26).

Importante ressaltar que o comportamento da linhagem complementante
XccACxanB foi extremamente semelhante ao de Xcc, indicando que os efeitos
depletivos da formagéo de biofilme em XccAxanB apds 48 e 72 horas parecem ser,

de fato, decorrentes da delecdo do gene xanB.
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Figura 3.26 Ensaio de formacédo de biofime. As linhagens Xcc, XccAxanB e XccACxanB foram
avaliadas quanto a formagao de biofilme segundo metodologia padronizada por O’Toole e Kolter (1998).
Os resultados estdo apresentados como a média da razdo entre a absorbéancia de cristal violeta em
595 nm e a densidade Optica de cada cultivo bacteriano imediatamente antes da mensuragdo da
formacéo de biofilme (Asgs nm/DO 595 nm). As medidas foram auferidas em 24, 48 e 72 horas. Barras de
erro indicam o desvio-padrdo absoluto de cada uma das sextuplicatas. Fonte: préprio autor.

Li e Wang (2011b) utilizaram uma abordagem de mutagénese em larga escala
por meio de transposons e identificaram 92 genes de Xcc relacionados a formacao de
biofilme, dentre os quais esta incluido xanB, o que reforca os dados aqui obtidos
utilizando uma metodologia diferente para a mutagcéo do gene-alvo.

O processo de formacao e maturacdo dos biofilmes tem a participacdo de EPS
e LPS, substancias poliméricas que atuam na coesdo das células e, também, na
comunicacao intercelular (DONLAN, 2002).

Especificamente para Xcc, estudos recentes tém demonstrado que a motilidade
e a adesdo sdo caracteristicas necessarias aos estagios iniciais da formacao de
biofilme, enquanto maturacdo do biofiime depende de LPS e EPS, como a goma
xantana (LI; WANG, 2011a, 2011b). Portanto, a participacdo do gene xanB nas vias
de biossintese de LPS e EPS também pode explicar, em parte, o fenétipo apresentado
pela linhagem mutante deletada no referido gene.

Ademais, a formacdo de biofilme atua como uma estratégia para a

sobrevivéncia epifitica de Xcc (RIGANO et al., 2007), e a reducédo na formacéo de
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biofilme apresentada por XccAxanB pode explicar a perda de patogenicidade desta
linhagem apds a delecao do gene xanB.

Os biofilmes atuam efetivamente na protecdo contra estresses ambientais,
como aresisténcia a radiacdo ultravioleta, e também na defesa contra os mecanismos
responsivos do hospedeiro (KARATAN; WATNICK, 2009).

Complementarmente, as linhagens Xcc, XccAxanB e XccACxanB foram
avaliadas quanto a resisténcia a radiacdo ultravioleta (UV). Para isso, as linhagens
foram cultivadas até que atingissem a mesma densidade celular e foram expostas a
luz ultravioleta por 15 minutos a 60 cm da fonte de luz. A porcentagem de
sobrevivéncia de cada linhagem foi calculada em triplicata (Figura 3.27).

A linhagem XccAxanB apresentou uma sobrevivéncia trés vezes menor do que
a linhagem selvagem Xcc, um fenédtipo que foi restaurado pela complementagéo
génica.

A maior suscetibilidade de XccAxanB a radiagao ultravioleta pode ser explicada
pela atuacdo da PMI na via de biossintese de xantana, uma vez que esse EPS tem
sido relacionado a resisténcia a diversos estresses ambientais, incluindo a exposicao
a radiacdo UV (MEYER; BOGDANOVE, 2009).
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Figura 3.27 Ensaio de resisténcia a radiacdo ultravioleta. As linhagens Xcc, XccAxanB e XccACxanB
foram avaliadas quanto a sobrevivéncia apés exposicao a radiacdo ultravioleta por 15 minutos a uma
distdncia de 60 cm da fonte de luz. Os resultados estdo apresentados em porcentagem de
sobrevivéncia (% de sobrevivéncia), a qual foi calculada a partir dos controles de cada linhagem
bacteriana ndo exposta a radiacao ultravioleta. A analise estatistica dos dados foi realizada pelo teste
de Tukey, com nivel de confianga de 95% por meio do software Minitab (15.2). Fonte: proprio autor.
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3.7.4 A delecado do gene xylA2 aumenta a viruléncia de Xcc

A linhagem mutante XccAxylA2, juntamente com Xcc, foi avaliada quanto a
patogenicidade e viruléncia em Citrus aurantifolia. Resumidamente, as linhagens
foram cultivadas em caldo LB e infiltradas na superficie abaxial das folhas na
concentragdo de 10° UFC.ml?, utilizando quatro plantas, nas quais todos os
tratamentos foram testados, a fim de minimizar a variagdo biolégica da resposta de
defesa do hospedeiro. Vinte dias apos a infiltracdo, as folhas foram destacadas das
plantas e registradas digitalmente para comparacao da infeccéo (Figura 3.28).

Para permitir uma avaliacdo minuciosa e integral do envolvimento da xilose
iIsomerase no processo infeccioso de Xcc, foram avaliadas outras duas linhagens
mutantes adicionais, uma mutante deletada na ORF XAC1776 (XccAxylA1) e outra
deletada nas duas ORF codificantes de xilose isomerase (XccAxylA1xylA2), ou seja,
um duplo mutante (PRIETO, 2019, dados nao publicados).

O grau de intensidade dos sintomas apresentados pelas folhas infectadas pelas
diferentes linhagens testadas foi visualmente diferente. Como esperado, a infiltracao
com solucao salina (NaCl a 0,9%) nédo resultou no desenvolvimento de sintomas,
mostrando que as plantas utilizadas ndo estavam infectadas anteriormente (Figura
3.28). Para a linhagem selvagem Xcc (Figura 3.28), os sintomas foram caracteristicos
do cancro citrico, com alto grau de encharcamento e clorose, presenca de pustulas
(principalmente na superficie abaxial) e algumas é&reas de tecido necrotico
(GOTTWALD; GRAHAM; SCHUBERT, 2002).

Nas folhas infiltradas com XccAxylAl (PRIETO, 2019, comunicacéo pessoal),
houve um desenvolvimento acentuado dos sintomas, principalmente devido ao
aparecimento de regibes mais necroticas quando comparadas ao tipo selvagem,
sugerindo que essa delecdo implica em aumento da viruléncia de Xcc.

Tanto o XccAxylA2 (Figura 3.28) quanto o XccAxylAlxylA2 (duplo mutante,
resultados ndo mostrados) apresentaram sintomas semelhantes, que foram
consideravelmente mais intensos quando comparados a linhagem selvagem e
também a XccAxylAl. Quando as folhas foram infiltradas com essas linhagens, as
por¢cdes dos tecidos necroéticos das plantas foram mais abundantes, indicando que o
metabolismo da xilose estéa relacionado a viruléncia de Xcc e que ha uma variagcao no

envolvimento de cada gene que codifica a xilose isomerase nesse processo.
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0,9% NaCl

Xcc

XccAxylA2

Figura 3.28 Ensaio de patogenicidade in vivo por infiltragdo de Xcc e XccAxylA2 em Citrus aurantifolia.
Plantas de Citrus aurantifolia foram utilizadas para avaliacdo comparativa da patogenicidade e
viruléncia de Xcc e XccAxylA2. Para cada uma das condi¢des foram infiltradas quatro folhas de ramos
independentes, atentando-se para que todas as plantas tivessem folhas infiltradas com as duas
linhagens bacterianas e o controle negativo com solugéo salina (0,9% de NaCl). As fotografias foram
obtidas no vigésimo dia ap6s a infiltracdo. Fonte: proprio autor.

O processo infeccioso de Xanthomonas spp. depende de uma conjuntura de
condicbes que incluem adesao bacteriana (DUNGER et al.,, 2014), adaptacéo e
sobrevivéncia ao estresse inerente a filosfera (DARSONVAL et al., 2008), colonizacdo
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do apoplasto (FATIMA; SENTHIL-KUMAR, 2015) e degradacdo da parede celular
vegetal (CHOW et al., 2015).

Neste ultimo processo, a bactéria utiliza enzimas de degradacédo da parede
celular (cell wall degradation enzymes, CWDES), as quais atuam na desconstrucao
dos componentes desta barreira fisica das células vegetais por meio de enzimas liticas
(BUTTNER; BONAS, 2010). Algumas dessas enzimas atuam na disrupcdo da
estrutura do xilano, uma hemicelulose que compde a maior parte da parede celular
das plantas, usando principalmente sistemas xilanoliticos que incluem xilanases, (-
xilosidases, arabinofuranosidases, carboidrato esterases e a-glicuronidases (CHOW
et al., 2015; DEJEAN et al., 2013).

Na ultima década, o papel de enzimas envolvidas na degradacao de xilano e
na utilizacdo de seus produtos tem sido extensamente avaliada em varias espécies
do género Xanthomonas, levando a um entendimento de que tais sistemas
enzimaticos estdo relacionados a patogenicidade e viruléncia dessas bactérias
(SANTOS et al., 2014).

Apos a liberacdo dos monémeros de xilose pelos sistemas xilanoliticos, as
enzimas xilose isomerase e xilulogquinase atuam na conversao de xilose em xilulose e
desta em xilulose-5-fosfato, respectivamente, permitindo a integracdo desta via
metabdlica com a via das pentoses fosfato (DEJEAN et al., 2013).

Neste trabalho, a caracterizagéo funcional de um dos genes codificantes da
xilose isomerase contribuiu para o estabelecimento da relagcdo desta enzima na
patogénese do cancro citrico, sugerindo que a xilose pode atuar como um fator
promotor da viruléncia de Xcc.

O genoma de Xcc possui duas ORFs preditas como codificantes de xilose
isomerase, anotadas como XAC1776 (xylAl) e XAC4225 (xylA2). Embora as preditas
sequéncias peptidicas resultantes de tais genes sejam 99% idénticas (alinhamento
ndo mostrado), os contextos gendmicos e regulatérios de xylAl e xylA2 sdo
efetivamente distintos (Figura 1.8). Enquanto xylAl esta contido em um operon, xylA2
apresenta-se como uma regiao codificante de um RNAmM monocistrénico, porém com
uma hipotética e regulatéria regido chamada xyl-box. Em Xanthomonas campestris
pv. campestris (DEJEAN et al., 2013), Xanthomonas oryzae pv. oryzae (IKAWA et al.,
2018), Caulobacter crescentus CB15 (HOTTES et al., 2004; STEPHENS et al., 2007)

e Lactobacillus pentosus (LOKMAN et al., 1997), xyl-box € uma regido regulatéria a
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qual se liga uma proteina repressora denominada XylR, codificada pela ORF
XAC4226 em Xcc.

Em X. campestris pv. campestris e X. oryzae pv. oryzae, a presenca de xilose
inativa a proteina XyIR e desreprime a transcricdo dos genes regulados por xyl-box, a
maioria dos quais é codificante de enzimas envolvidas na degradacao de xilano e na
utilizacado de xilose. Também, para X. oryzae pv. oryzae, a interacdo entre XyIR e
xilose resultou em um acumulo de HrpX, um regulador positivo da expresséo de genes
hrp (DEJEAN et al., 2013; IKAWA et al., 2018) e de genes do Sistema de Secrecio
Tipo Il (T3SS) em X. fuscans subsp. fuscans (DARSONVAL et al., 2008).

Entdo, o mecanismo regulatério de XylR pode fornecer uma explicacao para 0s
fendtipos apresentados pela linhagem mutante aqui obtida (XccAxylA2) e, também,
para as linhagens mutantes obtidas por Prieto (2019, dados n&o publicados). Uma vez
gue ndo ha rotas metabdlicas alternativas para a degradacéo de xilose em Xcc, a
delecdo dos genes codificantes da xilose isomerase poderia resultar em aumento da
concentragéo de xilose no ambiente intracelular, permitindo a inativagao de XyIR, o
qgue levaria a um consequente aumento da expressao de genes envolvidos na
degradacéo de xilano e, também, de genes hrp, estes ultimos induzidos pelo possivel
acumulo de HrpX ocasionado por XylR quando associada a xilose.

O ensaio in vivo com Citrus aurantifolia revelou que a linhagem XccAxylA1 é
mais virulenta do que Xcc, mas ainda mais branda que XccAxylA2 e XccAxylAlxylA2
(linhagem duplo mutante). Neste caso, pode-se inferir que a delecdo da ORF
XAC1776 (xylAl) restringiu o uso de xilose pela xilose isomerase expressa a partir do
gene xylA2, cuja regulacao € dependente de XyIR.

Para as infeccbes com XccAxylA2 e XccAxylAlxylA2, os sintomas
apresentados foram similares entre as duas linhagens e notadamente mais intensos
que XccAxylA1 e Xcc, indicando que a possivel regulacédo por XyIR, que atua apenas
em XxylA2, parece ser determinante na conversao de xilose em xilulose pela xilose
isomerase, considerando que seu papel em Xcc seja analogo ao de X. campestris e
X. oryzae. Assim, embora seja necessaria uma confirmacgédo adicional de que XylA2
tenha um papel metabdlico predominante sobre XylAl, o aumento da viruléncia
causada pela delecdo de xylA2 (XccAxylA2 e XccAxylAlxylA2) sugere um papel
diferencial dos dois genes codificantes da xilose na patogénese do cancro citrico

causado por Xcc.
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Assim, é possivel sugerir que a alta disponibilidade de xilose em XccAxylA2 e
XccAxylAlxylA2 devido ao papel principal de XylA2 intensifica a desrepressao de
XyIR. Portanto, a modulagéo diferencial da viruléncia poderia ser explicada pelo
aumento hipotético e gradual da disponibilidade de xilose nas linhagens mutantes, o
que diminuiria o papel do XylR como repressor dos genes regulados por xyl-box e

aumentaria sua atividade como ativador da expressao dos genes hrp.
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Capitulo 4 — Conclusdes

v As ORFs XAC3580 e XAC4225 codificam para uma fosfomanose isomerase e
uma xilose isomerase, respectivamente;

v" O gene xanB é essencial para a patogenicidade in vivo de Xcc no hospedeiro
Citrus aurantifolia, estando inclusive envolvido na formacéo de biofilme, motilidade
e resisténcia a radiacdo ultravioleta, aspectos que podem explicar a sua relacao
com a patogenicidade.

v" A delecéo do gene xylA2 acentuou a viruléncia de Xcc, o que pode ser explicado
pelo fato de xilose ndo atuar apenas como um substrato energético metabolizavel
por Xcc, mas também como uma molécula sinalizadora, cujo acGmulo poderia
levar ao aumento da expressdo de genes relacionados a patogenicidade, seja
pela ligacdo desse acucar a proteinas repressoras do operon hrp, ou pela
regulacdo positiva da expressédo de genes codificantes de proteinas do sistema
xilanolitico.

v' xanB codifica uma proteina candidata para o desenho de drogas destinadas ao
controle do cancro citrico, inclusive por estar possivelmente acessivel na
superficie bacteriana; por outro lado, xylA2 codifica uma proteina que ndo pode
ser utilizada para tal finalidade.

v Embora a infeccdo causada por Xcc esteja relacionada a inUmeros genes e
proteinas, inclusive do sistema de secrecao tipo Ill e a mecanismos bastante
complexos, a auséncia de um Uunico gene, no caso xanB, foi capaz de
comprometer toda a capacidade infectiva de Xcc no hospedeiro citrico, o que
possivelmente pode indicar um envolvimento desse gene nas fases iniciais da

infeccéo.

Peticéo 870210040558, de 04/05/2021, pag. 224/364



106

Referéncias

ALEXANDRINO, A. V.; GOTO, L. S.; NOVO-MANSUR, M. T. M. TreA codifies for a
trehalase with involvement in xanthomonas citri subsp. citri Pathogenicity. PLoS
ONE, v. 11, n. 9, 2016.

AMARAL, A. M. Cancro citrico: permanente preocupacaoda citricultura no Brasil e no
mundo. Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia-Comunicado Técnico
(INFOTECA-E), 2003.

AMOS, M. R. et al. Influence of the Photorhabdus luminescens phosphomannose
isomerase gene, manA, on mannose utilization, exopolysaccharide structure, and
biofilm formation. Appl. Environ. Microbiol., v. 77, n. 3, p. 776-785, 2011.

ARNAU, J. et al. Current strategies for the use of affinity tags and tag removal for the
purification of recombinant proteins. Protein expression and purification, v. 48, n.
1, p. 1-13, 2006.

ARTIER, J. et al. Comparative proteomic analysis of Xanthomonas citri ssp. citri
periplasmic proteins reveals changes in cellular envelope metabolism during in vitro
pathogenicity induction. Molecular plant pathology, v. 19, n. 1, p. 143-157, 2018.
ASTUA-MONGE, G. et al. Expression profiling of virulence and pathogenicity genes
of Xanthomonas axonopodis pv. citri. Journal of bacteriology, v. 187, n. 3, p. 1201—-
1205, 2005.

AUSUBEL, F. M. Short protocols in molecular biology: a compendium of
methods from Current protocols in molecular biology. 5th ed. ed. New York:
Wiley, 2002.

BARBOSA-MENDES, J. M. et al. Genetic transformation of Citrus sinensis cv.
Hamlin with hrpN gene from Erwinia amylovora and evaluation of the transgenic lines
for resistance to citrus canker. Scientia Horticulturae, v. 122, n. 1, p. 109-115,
20009.

BARCELOQOS, M. P. et al. Prediction of the Three-Dimensional Structure of
Phosphate-6-mannose PMI Present in the Cell Membrane of Xanthomonas citri
subsp. citri of Interest for the Citrus Canker Control. In: Emerging Research in
Science and Engineering Based on Advanced Experimental and Computational
Strategies. [s.l.] Springer, 2020. p. 259-276.

BEHLAU, F. et al. Molecular characterization of copper resistance genes from
Xanthomonas citri subsp. citri and Xanthomonas alfalfae subsp. citrumelonis. Appl.
Environ. Microbiol., v. 77, n. 12, p. 4089-4096, 2011.

BEHLAU, F. et al. Soluble and insoluble copper formulations and metallic copper rate
for control of citrus canker on sweet orange trees. Crop protection, v. 94, p. 185—-
191, 2017.

BEHLAU, F.; BELASQUE JUNIOR, J. Cancro citrico: a doencga e seu controle.
Fundecitrus, Araraquara, Brasil, 2014.

BEHLAU, F.; FONSECA, A. E.; BELASQUE JUNIOR, J. A comprehensive analysis
of the Asiatic citrus canker eradication programme in S&o Paulo state, Brazil, from
1999 to 2009. Plant Pathology, v. 65, n. 8, p. 1390-1399, 2016.

BELASQUE JUNIOR, J. et al. Provaveis consequéncias do abrandamento da
metodologia de erradicacdo do cancro citrico no Estado de Sdo Paulo. Tropical
Plant Pathology, p. 314-317, 2010.

BHOSALE, S. H.; RAO, M. B.; DESHPANDE, V. V. Molecular and industrial aspects
of glucose isomerase. Microbiol. Mol. Biol. Rev., v. 60, n. 2, p. 280-300, 1996.
BIANCO, M. I. et al. Xanthan pyruvilation is essential for the virulence of
Xanthomonas campestris pv. campestris. Molecular Plant-Microbe Interactions, v.

Peticéo 870210040558, de 04/05/2021, pag. 225/364



107

29,n. 9, p. 688-699, 2016.

BIELY, P. Microbial carbohydrate esterases deacetylating plant polysaccharides.
Biotechnology advances, v. 30, n. 6, p. 1575-1588, 2012.

BITANCOURT, A. A. O cancro citrico. O biolégico, v. 23, n. 10, 1957.

BOCK, C. H. et al. Factors affecting infection of citrus with Xanthomonas axonopodis
pv. citri. Phytopathology, v. 96, n. 6, p. S14, 2006.

BRAMUCCI, M. G.; NAGARAJAN, V. Direct selection of cloned DNA in Bacillus
subtilis based on sucrose-induced lethality. Applied and environmental
microbiology, v. 62, n. 11, p. 3948-3953, 1996.

BRUNINGS, A. M.; GABRIEL, D. W. Xanthomonas citri: breaking the surface.
Molecular plant pathology, v. 4, n. 3, p. 141-157, 2003.

BURLACU, A.; CORNEA, C. P.; ISRAEL-ROMING, F. Microbial xylanase: a review.
Scientific Bulletin. Series F. Biotechnologies, v. 20, p. 335-342, 2016.
BUSSE-WICHER, M. et al. Evolution of xylan substitution patterns in gymnosperms
and angiosperms: implications for xylan interaction with cellulose. Plant physiology,
v. 171, n. 4, p. 2418-2431, 2016.

BUTTNER, D.; BONAS, U. Regulation and secretion of Xanthomonas virulence
factors. FEMS microbiology reviews, v. 34, n. 2, p. 107-133, 2010.

CABREJOS, D. A. L. et al. Structural characterization of a pathogenicity-related
superoxide dismutase codified by a probably essential gene in Xanthomonas citri
subsp. citri. PloS one, v. 14, n. 1, p. e0209988, 2019.

CADMUS, M. C. et al. Colonial variation in Xanthomonas campestris NRRL B-1459
and characterization of the polysaccharide from a variant strain. Canadian Journal
of Microbiology, v. 22, n. 7, p. 942-948, 1976.

CARMONA, J. A. et al. Rheology and structural recovery kinetics of an advanced
performance xanthan gum with industrial application. Applied Rheology, v. 27, n. 2,
p. 19-27, 2017.

CARNIELLI, C. M. et al. Interaction network and mass spectrometry data of
Xanthomonas citri subsp. citri surface proteins from differential proteomic analysis of
infectious and non-infectious cells. Data in brief, v. 8, p. 1400-1411, 2016.
CARNIELLI, C. M. et al. Xanthomonas citri subsp. citri surface proteome by 2D-
DIGE: ferric enterobactin receptor and other outer membrane proteins potentially
involved in citric host interaction. Journal of proteomics, v. 151, p. 251-263, 2017.
CARVALHO, F. M. DE S. Expressao génica em Xanthomonas axonopodis pv.
citri controlada por promotores induzidos pela planta hospedeiraUniversidade
de Sao Paulo, , 2006.

CHAWLA, R. Practical clinical biochemistry: methods and interpretations. [s.l.]
JP Medical Ltd, 2014.

CHOU, F.-L. et al. TheXanthomonas campestris gumDGene Required for Synthesis
of Xanthan Gum Is Involved in Normal Pigmentation and Virulence in Causing Black
Rot. Biochemical and biophysical research communications, v. 233, n. 1, p.
265-269, 1997.

CHOW, V. et al. Xylan utilization regulon in Xanthomonas citri pv. citri strain 306:
gene expression and utilization of oligoxylosides. Appl. Environ. Microbiol., v. 81, n.
6, p. 2163-2172, 2015.

CIVEROLDO, E. L. Bacterial canker disease of citrus [Xanthomonas campestris].
Journal of the Rio Grande Valley Horticultural Society, 1984.

DA SILVA, A. C. R. et al. Comparison of the genomes of two Xanthomonas
pathogens with differing host specificities. Nature, v. 417, n. 6887, p. 459, 2002.
DAHL, M. K.; SCHMIEDEL, D.; HILLEN, W. Glucose and glucose-6-phosphate

Peticéo 870210040558, de 04/05/2021, pag. 226/364



108

interaction with Xyl repressor proteins from Bacillus spp. may contribute to regulation
of xylose utilization. Journal of bacteriology, v. 177, n. 19, p. 5467-5472, 1995.
DARSONVAL, A. et al. The type Il secretion system of Xanthomonas fuscans subsp.
fuscans is involved in the phyllosphere colonization process and in transmission to
seeds of susceptible beans. Appl. Environ. Microbiol., v. 74, n. 9, p. 2669-2678,

2008.
DAS, A. K. Citrus canker-A review. Journal of Applied Horticulture, v. 5, n. 1, p.
52-60, 2003.

DE OLIVEIRA, A. G. et al. Evaluation of the antibiotic activity of extracellular
compounds produced by the Pseudomonas strain against the Xanthomonas citri pv.
citri 306 strain. Biological Control, v. 56, n. 2, p. 125-131, 2011.

DEJEAN, G. et al. The xylan utilization system of the plant pathogen X anthomonas
campestris pv campestris controls epiphytic life and reveals common features with
oligotrophic bacteria and animal gut symbionts. New Phytologist, v. 198, n. 3, p.
899-915, 2013.

DEWDNEY, M. M.; GRAHAM, J. H.; ROGERS, M. E. Citrus canker. Florida Citrus
Pest Management Guide, v. 2014, p. 93-96, 2014.

DHARMAPURI, S.; SONTI, R. V. A transposon insertion in the gumG homologue of
Xanthomonas oryzae pv. oryzae causes loss of extracellular polysaccharide
production and virulence. FEMS microbiology letters, v. 179, n. 1, p. 53-59, 1999.
DONLAN, R. M. Biofilms: microbial life on surfaces. Emerging infectious diseases,
v. 8,n. 9, p. 881, 2002.

DOPSON, R. N. The eradication of citrus canker. Pl. Dis. Rept, v. 48, p. 30-31,
1964.

DUNGER, G. et al. Xanthan is not essential for pathogenicity in citrus canker but
contributes to Xanthomonas epiphytic survival. Archives of microbiology, v. 188, n.
2, p. 127-135, 2007.

DUNGER, G. et al. Xanthomonas citri subsp. citri type 1V pilus is required for
twitching motility, biofilm development, and adherence. Molecular Plant-Microbe
Interactions, v. 27, n. 10, p. 1132-1147, 2014.

FAO STAT. Commodities by country. Disponivel em:
<http://www.fao.org/faostat/en/#rankings/commaodities_by country>. Acesso em: 12
ago. 2019.

FATIMA, U.; SENTHIL-KUMAR, M. Plant and pathogen nutrient acquisition
strategies. Frontiers in plant science, v. 6, p. 750, 2015.

FERENCE, C. M. et al. Recent advances in the understanding of Xanthomonas citri
ssp. citri pathogenesis and citrus canker disease management. Molecular plant
pathology, v. 19, n. 6, p. 1302-1318, 2018.

FLEMMING, H.-C.; WINGENDER, J. The biofilm matrix. Nature reviews
microbiology, v. 8, n. 9, p. 623, 2010.

FONSECA, N. P. et al. Detection and identification of Xanthomonas pathotypes
associated with citrus diseases using comparative genomics and multiplex PCR.
Peerd, v. 7, p. 7676, 2019a.

FONSECA, N. P. et al. Analyses of seven new genomes of Xanthomonas citri pv.
aurantifolii strains, causative agents of citrus canker B and C, show a reduced
repertoire of pathogenicity-related genes. Frontiers in microbiology, v. 10, p. 2361,
2019b.

FUNDECITRUS. Levantamento da incidéncia das doencas dos citros: Greening,
CVC e cancro citrico. p. 57, 2018.

FUWA, H. A New Method For Microdetermination Cf Amylase Activity By The Use Of

Peticéo 870210040558, de 04/05/2021, pag. 227/364



109

Amylose As The Substrate. The journal of Biochemistry, v. 41, n. 5, p. 583-603,
1954.

GOTO, L. S. et al. Structural and functional characterization of the
phosphoglucomutase from Xanthomonas citri subsp. citri. Biochimica et Biophysica
Acta - Proteins and Proteomics, v. 1864, n. 12, 2016.

GOTTIG, N. et al. Mechanisms of infection used by Xanthomonas axonopodis pv.
citri in citrus canker disease. Current Research, Technology and Education
Topics in Applied Microbiology and Microbial Biotechnology, v. 1, n. 13, p. 196—
204, 2010.

GOTTWALD, T. R.; GRAHAM, J. H.; SCHUBERT, T. S. Citrus canker: the pathogen
and its impact. Plant Health Progress, v. 3, n. 1, p. 15, 2002.

GRAHAM, J. H. et al. Survival of Xanthomonas campestris pv. citri (Xcc) on various
surfaces and chemical control of Asiatic Citrus Canker (ACC), Processing of the
International Citrus Canker Research Workshop, June 20-22, 2000, Ft. Pierce,
Florida, p. 7, 2000.

GRAHAM, J. H. et al. Xanthomonas axonopodis pv. citri: factors affecting successful
eradication of citrus canker. Molecular plant pathology, v. 5, n. 1, p. 1-15, 2004.
GRAHAM, J.; MYERS, M. Soil drenches of imidacloprid, thiamethoxam and
acibenzolar-S-methyl for induction of SAR to control citrus canker in young
citrus trees. Phytopathology. Anais... AMER PHYTOPATHOLOGICAL SOC 3340
PILOT KNOB ROAD, ST PAUL, MN 55121 USA, 2009

GRONDIN, J. M. et al. Polysaccharide utilization loci: fueling microbial communities.
Journal of bacteriology, v. 199, n. 15, p. e00860-16, 2017.

HALL, D. G.; GOTTWALD, T. R.; BOCK, C. H. Exacerbation of citrus canker by citrus
leafminer Phyllocnistis citrella in Florida. Florida Entomologist, v. 93, n. 4, p. 558—
566, 2010.

HARSHEY, R. M. Bacterial motility on a surface: many ways to a common goal.
Annual Reviews in Microbiology, v. 57, n. 1, p. 249-273, 2003.

HAYWARD, A. C. The hosts of Xanthomonas. In: Xanthomonas. [s.l.] Springer,
1993. p. 1-1109.

HEO, G.-Y. et al. Deletion of xylR gene enhances expression of xylose isomerase in
Streptomyces lividans TK24. J. Microbiol. Biotechnol, v. 18, n. 5, p. 837-844, 2008.
HOTTES, A. K. et al. Transcriptional profiling of Caulobacter crescentus during
growth on complex and minimal media. Journal of Bacteriology, v. 186, n. 5, p.
1448-1461, 2004.

HOY, M. A.; NGUYEN, R. U. Classical biological control of the citrus leafminer
Phyllocnistis citrella Stainton (Lepidoptera: Gracillariidae): Theory, practice, art and
science. 1997.

HUANG, T.-P.; SOMERS, E. B.; WONG, A. C. L. Differential biofilm formation and
motility associated with lipopolysaccharide/exopolysaccharide-coupled biosynthetic
genes in Stenotrophomonas maltophilia. Journal of bacteriology, v. 188, n. 8, p.
3116-3120, 2006.

HUTCHISON, J. R. et al. Polysaccharide-based liquid storage and transport media
for non-refrigerated preservation of bacterial pathogens. PloS one, v. 14, n. 9, 2019.
IBGE. Censo Agro 2017. Disponivel em: <https://censos.ibge.gov.br/agro/2017>.
IKAWA, Y. et al. Concomitant regulation by a Lacl-type transcriptional repressor XyIR
on genes involved in xylan and xylose metabolism and the type Ill secretion system
in rice pathogen Xanthomonas oryzae pv. oryzae. Molecular plant-microbe
interactions, v. 31, n. 6, p. 605-613, 2018.

JENSEN, S. O.; REEVES, P. R. Domain organisation in phosphomannose

Peticéo 870210040558, de 04/05/2021, pag. 228/364



110

isomerases (types | and Il). Biochimica et Biophysica Acta (BBA)-Protein
Structure and Molecular Enzymology, v. 1382, n. 1, p. 5-7, 1998.

JIA, H. et al. Modification of the PthA4 effector binding elements in Type | Cs LOB 1
promoter using Cas9/sg RNA to produce transgenic Duncan grapefruit alleviating
XccApthA4: dCs LOB 1.3 infection. Plant biotechnology journal, v. 14, n. 5, p.
1291-1301, 2016.

JIA, H. et al. Genome editing of the disease susceptibility gene Cs LOB 1 in citrus
confers resistance to citrus canker. Plant biotechnology journal, v. 15, n. 7, p. 817—-
823, 2017.

JUNIOR, S. Expresséo e purificagdo do dominio 3XMBT-GST para uso como
ferramenta no enriquecimento e identificacdo de sitios de metil-lisina em
Trypanosoma cruzi. [s.l.] Trabalho de Concluséao de Curso (Bacharelado em
Biomedicina). Universidade Federal do Parang, 2017.

KAPPAUN, K.; MARTINELLI, A. H. S.; RITT, A. B. B. Expresséo de urease ubiqua
de soja em Escherichia coli. Saldo de Iniciacdo Cientifica (20.: 2008 out. 20-24:
Porto Alegre, RS). Livro de resumos. Porto Alegre: UFRGS, 2008., 2008.
KARATAN, E.; WATNICK, P. Signals, regulatory networks, and materials that build
and break bacterial biofilms. Microbiol. Mol. Biol. Rev., v. 73, n. 2, p. 310-347,
2009.

KATOCH, R. Analytical techniques in biochemistry and molecular biology. [s.l.]
Springer Science & Business Media, 2011.

KATZEN, F. et al. Promoter analysis of the Xanthomonas campestris pv. campestris
gum operon directing biosynthesis of the xanthan polysaccharide. Journal of
bacteriology, v. 178, n. 14, p. 4313-4318, 1996.

KATZEN, F. et al. Xanthomonas campestris pv. campestrisgum mutants: effects on
xanthan biosynthesis and plant virulence. Journal of Bacteriology, v. 180, n. 7, p.
1607-1617, 1998.

KAY, S. et al. A bacterial effector acts as a plant transcription factor and induces a
cell size regulator. Science, v. 318, n. 5850, p. 648-651, 2007.

KOLLER, O. C. Citricultura: laranja, limao e tangerina. [s.l.] Rigel Porto Alegre,
1994.

KOOL, M. M. et al. The influence of the primary and secondary xanthan structure on
the enzymatic hydrolysis of the xanthan backbone. Carbohydrate polymers, v. 97,
n. 2, p. 368-375, 2013.

KOPLIN, R. et al. Genetics of xanthan production in Xanthomonas campestris: the
xanA and xanB genes are involved in UDP-glucose and GDP-mannose biosynthesis.
Journal of bacteriology, v. 174, n. 1, p. 191-199, 1992.

LACERDA, L. A. et al. Protein depletion using the arabinose promoter in
Xanthomonas citri subsp. citri. Plasmid, v. 90, p. 44-52, 2017.

LAEMMLI, U. K. Cleavage of structural proteins during the assembly of the head of
bacteriophage T4. nature, v. 227, n. 5259, p. 680, 1970.

LAGAERT, S. et al. B-Xylosidases and a-l-arabinofuranosidases: accessory enzymes
for arabinoxylan degradation. Biotechnology advances, v. 32, n. 2, p. 316-332,
2014.

LANZA, F. E. et al. Characteristics of citrus canker lesions associated with premature
drop of sweet orange fruit. Phytopathology, v. 109, n. 1, p. 44-51, 2018.

LEITE JR, R. P.; MOHAN, S. K. Integrated management of the citrus bacterial canker
disease caused by Xanthomonas campestris pv. citri in the State of Parana, Brazil.
Crop Protection, v. 9, n. 1, p. 3-7, 1990.

LI, J.; WANG, N. The wxacO gene of Xanthomonas citri ssp. citri encodes a protein

Peticéo 870210040558, de 04/05/2021, pag. 229/364



111

with a role in lipopolysaccharide biosynthesis, biofilm formation, stress tolerance and
virulence. Molecular plant pathology, v. 12, n. 4, p. 381-396, 2011a.

LI, J.; WANG, N. Genome-wide mutagenesis of Xanthomonas axonopodis pv. citri
reveals novel genetic determinants and regulation mechanisms of biofilm formation.
PLoS One, v. 6, n. 7, p. e21804, 2011b.

LOKMAN, B. C. et al. Regulation of expression of the Lactobacillus pentosus xylAB
operon. Journal of bacteriology, v. 179, n. 17, p. 5391-5397, 1997.

LOPEZ, M. J.; MORENO, J.; RAMOS-CORMENZANA, A. Xanthomonas campestris
strain selection for xanthan production from olive mill wastewaters. Water research,
v. 35, n. 7, p. 1828-1830, 2001.

MALAMUD, F. et al. The Xanthomonas axonopodis pv. citri flagellum is required for
mature biofilm and canker development. Microbiology, v. 157, n. 3, p. 819-829,
2011.

MEYER, D. F.; BOGDANOVE, A. J. Genomics-driven advances in Xanthomonas
biology. Plant pathogenic bacteria: genomics and molecular Biology, v. 147, p.
161, 2009.

MILES, J. S.; GUEST, J. R. Nucleotide sequence and transcriptional start point of the
phosphomannose isomerase gene (manA) of Escherichia coli. Gene, v. 32, n. 1-2, p.
41-48, 1984.

MOREAU, C. et al. Lytic polysaccharide monooxygenases (LPMOSs) facilitate
cellulose nanofibrils production. Biotechnology for Biofuels, v. 12, n. 1, p. 156,
2019.

MOREIRA, L. M. et al. Proteomics-based identification of differentially abundant
proteins reveals adaptation mechanisms of Xanthomonas citri subsp. citri during
Citrus sinensis infection. BMC microbiology, v. 17, n. 1, p. 155, 2017.

NAMEKATA, T.; ROSSI, A. C.; CERAVOLO, L. C. Avaliacdo de novos métodos de
erradicacao de cancro citrico. Laranja, Cordeirépolis, v. 17, n. 1, p. 67-78, 1996.
NAZARE, A. et al. Design of Antibacterial Agents: Alkyl Dihydroxybenzoates against
Xanthomonas citri subsp. citri. International journal of molecular sciences, v. 19,
n. 10, p. 3050, 2018.

NEVES, M. F.; TROMBIN, V. G. Anuéario da citricultura 2017. Sdo Paulo: CitrusBR,
2017.

O'TOOLE, G. A.; KOLTER, R. Initiation of biofilm formation in Pseudomonas
fluorescens WCS365 proceeds via multiple, convergent signalling pathways: a
genetic analysis. Molecular microbiology, v. 28, n. 3, p. 449-461, 1998.
PAPOUTSOPOULOU, S. V; KYRIAKIDIS, D. A. Phosphomannose isomerase of
Xanthomonas campestris: a zinc activated enzyme. Molecular and cellular
biochemistry, v. 177, n. 1-2, p. 183-191, 1997.

PEDRAS, M. S. C.; MINIC, Z. Differential protein expression in response to the
phytoalexin brassinin allows the identification of molecular targets in the
phytopathogenic fungus Alternaria brassicicola. Molecular plant pathology, v. 13, n.
5, p. 483-493, 2012.

PENG, A. et al. Engineering canker-resistant plants through CRISPR/Cas9-targeted
editing of the susceptibility gene Cs LOB 1 promoter in citrus. Plant biotechnology
journal, v. 15, n. 12, p. 1509-1519, 2017.

PEREIRA, A. L. A. et al. Identification of putative TAL effector targets of the citrus
canker pathogens shows functional convergence underlying disease development
and defense response. BMC genomics, v. 15, n. 1, p. 157, 2014.

ROE, J. H. A colorimetric method for the determination of fructose in blood and urine.
Journal of Biological Chemistry, v. 107, n. 1, p. 15-22, 1934,

Peticéo 870210040558, de 04/05/2021, pag. 230/364



112

ROSSETTI, V. V. Manual ilustrado de doencas dos citros. [s.l.] Fealg/Fundecitrus,
2001.

SANCHES, A. L. R. et al. Analise econbmica da prevencéao e controle do cancro
citrico no estado de S&o Paulo. Revista de Economia e Sociologia Rural, v. 52, n.
3, p. 549-566, 2014.

SANGER, F.; NICKLEN, S.; COULSON, A. R. DNA sequencing with chain-
terminating inhibitors. Proceedings of the national academy of sciences, v. 74, n.
12, p. 5463-5467, 1977.

SANTOS, C. R. et al. Molecular mechanisms associated with xylan degradation by
Xanthomonas plant pathogens. Journal of Biological Chemistry, v. 289, n. 46, p.
32186-32200, 2014.

SAO PAULO. Resolucgio da Secretaria de Agricultura e Abastecimento (SAA) n°
147, de 31 de outubro de 2013. Diario Oficial do Estado de S&o Paulo, 1° de
novembro de 2013, Seg¢édo 1. p. 50. . 2013.

SAO PAULO. Resolucio da Secretaria de Agricultura e Abastecimento (SAA) n° 13,
de 03 de marcgo de 2017. Diario Oficial do Estado de Sao Paulo, 4 de marc¢o de
2017. Secéo 1. p. 21. . 2017.

SCHAAD, N. W.; JONES, J. B.; CHUN, W. Laboratory guide for the identification
of plant pathogenic bacteria. [s.l.] American Phytopathological Society (APS
Press), 2001.

SCHMIDT, M. et al. The Rhizobium meliloti pmi gene encodes a new type of
phosphomannose isomerase. Gene, v. 122, n. 1, p. 35-43, 1992.

SCHUBERT, T. S. et al. Meeting the challenge of eradicating citrus canker in
Florida—again. Plant disease, v. 85, n. 4, p. 340-356, 2001.

SHALLOM, D.; SHOHAM, Y. Microbial hemicellulases. Current opinion in
microbiology, v. 6, n. 3, p. 219-228, 2003.

SIEVERT, C. et al. Experimental evolution reveals an effective avenue to release
catabolite repression via mutations in XyIR. Proceedings of the National Academy
of Sciences, v. 114, n. 28, p. 7349-7354, 2017.

SILVA, I. C. et al. Antibacterial activity of alkyl gallates against Xanthomonas citri
subsp. citri. Journal of bacteriology, v. 195, n. 1, p. 85-94, 2013.

SMITH, D. J. et al. PMI40, an intron-containing gene required for early steps in yeast
mannosylation. Molecular and cellular biology, v. 12, n. 7, p. 2924-2930, 1992.
SOUSA, S. A. et al. The Burkholderia cepacia bceA gene encodes a protein with
phosphomannose isomerase and GDP-D-mannose pyrophosphorylase activities.
Biochemical and biophysical research communications, v. 353, n. 1, p. 200-206,
2007.

STALL, R. E.; CIVEROLDO, E. L. Research relating to the recent outbreak of citrus
canker in Florida. Annual review of phytopathology, v. 29, n. 1, p. 399-420, 1991.
STALL, R. E.; SEYMOUR, C. P. Canker, a threat to citrus in the Gulf-Coast states.
Plant Disease, v. 67, n. 5, p. 581-585, 1983.

STANKOWSKI, J. D.; MUELLER, B. E.; ZELLER, S. G. Location of a second O-
acetyl group in xanthan gum by the reductive-cleavage method. Carbohydrate
research, v. 241, p. 321-326, 1993.

STEPHENS, C. et al. Regulation of D-xylose metabolism in Caulobacter crescentus
by a Lacl-type repressor. Journal of bacteriology, v. 189, n. 24, p. 8828-8834,
2007.

STEVIS, P. E.; HO, N. W. Y. Overproduction of D-xylose isomerase in Escherichia
coli by cloning the D-xylose isomerase gene. Enzyme and microbial technology, v.
7,n.12, p. 592-596, 1985.

Peticéo 870210040558, de 04/05/2021, pag. 231/364



113

SWARUP, S. et al. An Xanthomonas citri pathogenicity gene, pthA, pleiotropically
encodes gratuitous avirulence on nonhosts. Mol Plant Microbe Interact, v. 5, n. 3, p.
204-213, 1992.

TEIXEIRA, E. C. et al. The copper resistance operon copAB from Xanthomonas
axonopodis pathovar citri: gene inactivation results in copper sensitivity.
Microbiology, v. 154, n. 2, p. 402-412, 2008.

TEIXEIRA, R. D. et al. A bipartite periplasmic receptor—diguanylate cyclase pair
(XAC2383—-XAC2382) in the bacterium Xanthomonas citri. Journal of Biological
Chemistry, v. 293, n. 27, p. 10767-10781, 2018.

TRINDER, P. Determination of glucose in blood using glucose oxidase with an
alternative oxygen acceptor. Annals of clinical Biochemistry, v. 6, n. 1, p. 24-27,
1969.

UCCI, A. P. et al. Asymmetric chromosome segregation in Xanthomonas citri ssp.
citri. MicrobiologyOpen, v. 3, n. 1, p. 29-41, 2014.

VORHOLTER, F.-J.; NIEHAUS, K.; PUHLER, A. Lipopolysaccharide biosynthesis in
Xanthomonas campestris pv. campestris: a cluster of 15 genes is involved in the
biosynthesis of the LPS O-antigen and the LPS core. Molecular Genetics and
Genomics, v. 266, n. 1, p. 79-95, 2001.

WIEDERSCHAIN, G. Y. Glycobiology: Progress, problems, and perspectives.
Biochemistry (Moscow), v. 78, n. 7, p. 679—-696, 2013.

WOOD, D. W. New trends and affinity tag designs for recombinant protein
purification. Current opinion in structural biology, v. 26, p. 54-61, 2014.

YANG, L. et al. Transformation of sweet orange [Citrus sinensis (L.) Osbeck] with
pthA-nls for acquiring resistance to citrus canker disease. Plant molecular biology,
v. 75, n.1-2, p. 11-23, 2011.

ZANDONADI, F. DA S. Analise proteémica diferencial da fracdo periplasmatica das
estirpes A, B e C de Xanthomonas spp. que diferem na patogenicidade e espectro
de citros hospedeiros. 2012.

ZHANG, Z.; CHEN, H. Fermentation performance and structure characteristics of
xanthan produced by Xanthomonas campestris with a glucose/xylose mixture.
Applied biochemistry and biotechnology, v. 160, n. 6, p. 1653-1663, 2010.

Peticéo 870210040558, de 04/05/2021, pag. 232/364



ANEXO |

114

Not]
Eco52|
Bglll
Kpn2|
Psp|
EcoBsl
¥hol
blunt-end

PGR product

¥hal
Balll
Btgl
Eco130I
Mol
Bsu15l

Peti¢&o 870210040558, de 04/05/2021, pag. 233/364

Mapa do vetor pJET 1.2 (Fermentas)




115

ANEXO I

Xho ki58)
Not [{i88)
Eag Ifi8g)
Hind rllm':n
Sal 179)
Sac Ij1a0)
EcoR Ij132)
BamH |{138)

Bpu1102 I@a) Nhe k231)

pu B Nde k238)

Ncoo f298)

Xha |@as)

Bgl llga1}

SgrA lg4z)

Sph lisagy

Dira 1115127}

Pvu lg428)
Sgf lpaz8)

Sma lg30a)

Milu I 123y

g Bal 51137}

Cla lz117) L
Nru §a083) || | etE npaney
pET-28a(+) £ || hasa tiasey

(5368bp) @

LY

BesH 11534}
EcoR V{1573
Hpa ljazay

EcobT karrz)

AbwN P840

Bes5 [{3337) PshA 1288y

BsplU11 l@zaa)
gap latnay

Bet1107 hzaas)

Psp5 llg23ny
Tth111 lgasg; i

T7 promoter primer #69348-3

pET UpStr%aﬂ Iprimer #69214-3 T7 promoter

- lac operator Xbal rhs

AGATCTCGATCCLGEGAAATTAATACGACTCACTAT AGGGGAATTGTGAGCGRATAACAAT TCCCCTCTAGAAATAAT TTTETTTAALT TTAAGAAGGAGA
Neol His*Tag _Ndel Nhel T7+Tag

TATACCATGGECAGCAGECATCATCATCATCATCAC AGCAGEEGE CTEETEECECEEGGEAGECATATEEE TAGCATGAC TGG TEGACAGE AA

NetGIySerSerHlsHlsHlsHlsHlsHlsSerSerGIyLeuVolProAr?GIzSerH|sHetAIaSerHetThrGlyGlyGlnGIn

Eagl thrombin

BamH | EcoR | _Sacl Sall _Hind Il __Not| Xhol His*Tag

ATGGGTCGCGEATCCGAATTCGAGCTCCGTCGACAAGC TTGLEGCCECACTCGAGCACCACCACCACCACCACTGAGATCCGGCTGCTAACARAGCCE  pET-28al+)
MetClyArgGlySerGluPheGluleuArgdrgGinAlalysCGlyArgThrArghlaProProProProProleudrgSerGlyCysEnd

. GGTCGGGATCCEAATTCEAGETCCGT CGACAAGCT TGCGGECCGCACTCGAGCACCACCACCACCACCACTGAGATCCGGCTGCTAACAAAGELC pET-28h(+]
.GlyArghspProAsnSerSerSerVaolAsplysLeuAloAdloAlaleuGludisHisHisHisHisHI sEnd

. GGTCGGATCCGAAT TCGAGCTCCGTCGACAAGE TTECGGLCGLACTCGAGCACCACCACCACCACCACTGAGATCCGECTGL TAACAAAGCCE pET-28c(+)
GlyarglleArglledrghlaPreSerThrSerLeuArgProtisSerSerThrThrThrThrThrThrGlul leArgleuleuThrlysPro. ..

Bpul102 | T7 terminator
GAAAGGAAGCTGAGT TGECTGE TGCCACCGLTGAGCAATAACTAGCATAACCCCT TGGGGECCTCTARACGEGTCTTGAGGGGTTTTTTG

T7 terminator primer #69337-3

Mapa do vetor pET28
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ANEXO Il

Xho l[158)
Mot I[166)
Eag l[188)
Hind lii173)
Sal li178)
Sac I[(180)
EcoR I[152)
BamH l[188)
EcoR V(208)
MNco 212
Kpn I[(238)
Bpu1102 I(s0) Bgl Il 241)
Mzp \i25m)
MNde |[285)
Xha {333

Dra Il{5128)

Sgra 444
Sph l(800)

Sgf |(4428)
Pvu I{4428)

Sma |[4302) Mu Ij1125)

Bel [[113m)

Mru 1{4085) BstE ll[1308)

Apa 1[1338)

-
m
o
%)
w
2
X
(k58 -g1 L) P2

BssH I1{1538)

Eco&T |(3774)
Hpa 1{1831)
AlwN [[3842)
BssS |(3zag) PshaA l[1870)

BspLUM1 lj3zes) =
Sap l{3110)

Bst1107 |[2087)

Tth111 ljza71)

Bfa (2189)
Fsp l[(2207)
Feps ll22az)

T7 promoter primer #59348-3
pET upstream primer #69214-3

T7 promoter lac operator Jbal rbs
AGATCGATCTCGATC LA GAAAT TAATACGACTCACTATAGGGGAATTETGAGCGGATAACAATTCCCCTCTAGAAATAATTTTGTTTAACTTTAAGAAGGAGA
Ndel S Tag NspV_ Bgill  Kpnl

TATACATATGAAAGAAACCGCTGETGCTAAATTCGAACGCEAGCACATGGACAGCCCAGATCTGGGTACCCTGGTGCCAEGCGGTTE
MetlLysGluThrAladloAlalysPheGluArgGlinHisHetAspSerProdspleuGlvThrieuVa lProdrgG lvSer

- ..
Eagl thrombin
Nool EccRV BamH| FooR1 Sacl Sall Hind Il __ Notl  Xhol His+Tag
ATGGCTGATATCGGATCCGAATTCGAGCTCCGTCGACAAGCTTGCGGCCGCACTCGAGCACCACCACCACCACCACTCAGATCCGGCTGCTAACAAAGCCE pET-28al+}
MetAloAsplleGlvSerG luPheG luLeudrghrgGinAlaCysGlvArgThrArghlaProProProProProleulrgSerGlyCysEnd

.. GCGATATCGGATCCGAATTCGAGCTCCGTCBAL AAGCTTGCGGCCGCACTCGAGCALCACCACCACCACCACTGAGATCCGGLTGCTAACAMAGLCCC pET-28b(+}
...AlalleSerAspProAsnSerSerSerYalAsplysLeublabklaflaoleuGluHisHisHisHisHisHisEnd

. GRATATCTGTGGATCCGAATTCGAGC TCCG TCRACAAGCTTGCGGLCGCACTCGAGCACCACCACCACCACCACTGAGATCCGGUTGLTAACAAAGCCC PET-29c (+}
GlyTyrLeuTrplleArgl|leArgAlaProSerThrSerLeuhirgProHisSerSerThrThrThrThrThrThrGlul [eArgleuleuThrlysPro. .
Bpu1102 1 T7 terminator
GAAAGGAAGCTGAGTTGGECTECTGCCACCGLTGAGCAATAACTAGCATAACCCCTTGGEGCCTCTAAACGGRTCTTGAGGGGTTTTTTE

T7 terminator primer #69337-3

Mapa do vetor pET29
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ANEXO IV

Xho | (174)
Eag | (182)
Not | (182)
Hind Il (189)
Sal 1 (195)
Sac | (206)
Pst | (214)
Sse8387 | (214)
Asc | (216)
Stu | (226)
BsrG | (229)
EcoR | (235)
PinA l(292) | BamH | (241)
Kpn 1i299) | ECoR V (251)
Bal 11{302) | Nco | (255)

Mun l(360) | PshA | (265)
Sac [1(393

Spe l(424)

Swa |(667)

Avr 11(131)

Sgf 1(4990) Msc I(8a7)

Pvu l(4090)

Sma I(4804) Nde |(1004)

Xba (1132)

SgrA 1(1243
Nru l(a8a7) et !

Sph 1{1399)

pET-41a(+)

Eco57 1{4336) (5933 bp)

AlwN 11a204)

Miu 11924
BssS 1(3961) J '

BSstE 11(2105)
Apa 12135)

Bst1107 l{3s559)

Tth111 1(3533) Hpa I(2430)

Psp5 1li2794)

T7 promoter lac operator Xbal rbs Neel
AATTAATACGACTCACTATAGGGRAATTRTGAGCGGATAACAAT TCCCCTCTAGAAATAATTTTGTTTAACTTTAAGAAGGAGATATACATATGTC

Het Ser Pro

GST-Tay _Spel_ __HisTag Sl
ATACTAGGTTAT. . . 627bp. . .GACCATCCTCCAAAATCGGATGGTTCAACT GTTCTEGTCATCACCATCACCATCACTCCGLGGGTCTGGTRCCACGCGETAGT
lle Leu Gly Tyr .. .208aa. . . Asp His Pro Pro Lys Ser Asp Gly Ser Thr Ser Gly Ser Gly His His His His His His Ser Ala Gly Leu Val Pr Gly Ser
S+Tag primer #69945-3 ! throm®
Munl S-Tag —=1ag primer FoRRdo S, Bgill Kml _Pshil

ACTECAATTGOTATGAA
Tre Ala Tle Gly Met Ly

m\!‘- -.GCT.]C GCTAAMATTCGAACGCCAGCACATGGACAGCCCAGATCTGEGTACCGGTGETGGLTCCGLTGATGACCACGACAAG
Al Mo Ala Lys Phe Glu Arg Gin His Met Asp Ser Pro Asp Leu Gly Thr Gly Gly Gly Ser Gly Asp Asp Asp Asp Lvs

enterokinase
sso03871 Fal i
BamH| EcoRl BsrGl _Stul Asc| 95683871 - Sacl  _Sall  Hindlll _ Notl Xhol His*Tag
G TACAGGCLTTG CGLCTGLAGGLEAGLTL CAAGCTTGCGGCCGLACTCGAGLACCACCACCACCACCACCACCACTAATTGATTAL pET-41a(+)

Ser Pro Met Gly Tyr Arg Gly Ser Glu Phe Cys The Gly Leu Gly Ma Pro Al Gly Gl Leu 2 'rg Gin Ala ©

ly drg Thre Arg Ma Pro Pro Pre Pra Pro Pro Pro Leu [le AspEnd

AGTCCCATEEATATCGRERATCCGAATTCTGTACAGGCCT TGELECGLTT
sp lle Gly Asp Fro Asn Ser Val Gin Mo Leu Ala
GGATCCGAATTCTGTACAGGLCT

ACAAGCTTGCGGCCGCACTCGAGCACCACCACCACCACCACCACCACTAATTGATTAA PET-41b{+)
isp Lys Leu Alo Al Nla Leu Glu His His His His His His His His End
GECGAGCTCCGTCGACAAGCTTGLE CCGCACTEJAGE"CLJ"‘ACEUE‘”AEDCCA‘TMTTGHTM pET-41c(+)

GCAGGCGAGCTCCG

Ser Pro Met Ma lle Ser Gly lle Arg lle Leu Tyr Arg Pro Trp Arg Ala Cys Arg Arg Ala Pro Ser Thr Ser Leu Arg Pro His Ser Ser Thr Thr Thr Thr Thr The Thr Thr AsnEnd

Avil
TACCTAGGCTGCTAAATARAL

TTT17G

Mapa do vetor pET41

Peti¢&o 870210040558, de 04/05/2021, pag. 236/364



118

ANEXO V

SnablT7 SpeLApal. Munl.NgoMLK ssLHindlILPstL.EcoRV.BamH LEcoRLNhel.Eagl.MIuL. BspELBsrG LSphl SalL

— —

Mapa do vetor suicida pNPTS138 (Dickon Alley M. R. K., trabalho n&o publicado)
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ANEXO VI

PfoI* (3)

(6432) Psil BseRI (396)

AclI (808)

BpmlI (968)
Bsal (971)
AhdI (1037)

BspHI (1205)

(5908) BsgI - HindIII

(5513) BbvCI
(5456) SexAI*
(5416) Stul*

X
(5232) BclI Apall (1611)

pLALG_final

(5077) Xbal 6810 bp

BssSal (1752)

(4678) Sacl
(4676) Eco53kI

EcoRI (2281)
(4428) Alel

(4253) BstXI AfIII (2581)

(4101) Mrel Tatl (2699)

Sspl (2916)

(3676) Apal BspEI (2995)
(3672) Eco0109I - PspOMI
(3606) PaeR7I - THI - Xhol Agel (3354)

BStEII (3357)

Mapa do vetor pLAL6 (FERREIRA, comunicacéo pessoal).
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RESUMO
Barcelos, M.P. Planejamento computacional e avaliagdo in vitro de novos potenciais
inibidores da fosfomanose isomerase (PMI) de interesse para o controle do cancro citrico,
2020. 86 f. Dissertacdo (Mestrado). Faculdade de Filosofia, Ciéncias e Letras de Ribeirdo Preto

— Universidade de Séo Paulo, Ribeirdo Preto, 2020.

O cancro citrico, causado pela bactéria Xanthomonas citri subsp. citri (XAC), € uma das
doencas mais importantes na citricultura, e apresenta apresentando um significante impacto na
economia brasileira. Estudos de analise protedmica comparativa da superficie de células
infectantes e ndo infectantes de XAC realizados no Laboratério de Bioquimica e Biologia
Molecular Aplicada (LBBMA) do Departamento de Genética e Evolucdo (DGE) da
Universidade Federal de Sdo Carlos — UFSCar, apontaram para uma promissora enzima-alvo
para o controle da doenca, a fosfomanose isomerase (PMI). A PMI é uma enzima que catalisa
a interconversdo da frutose-6-fosfato (F6P) e da manose-6-fosfato (M6P) e é considerada um
potencial alvo terapéutico devido a sua participacdo na sobrevivéncia e patogenicidade de
diversos microrganismos como Saccharomyces cerevisiae, Candida albicans, Mycobacterium
smegmatis e Leishmania mexicana. O presente projeto de pesquisa tem como meta o
desenvolvimento de compostos quimicos capazes de inibir a PMI de Xanthomonas citri subsp.
citri encontrada na superficie bacteriana e, como consequéncia, investigar a contribuicdo para
a diminuicdo da viruléncia da bactéria e/ou para o controle da infec¢do na planta. O estudo
consistiu no desenvolvimento de um modelo tridimensional para o PMI de XAC utilizando o
método de “modelagem molecular por homologia estrutural”. A metodologia utilizada para a
selecdo dos compostos foi a técnica de triagem virtual por forma e similaridade, além de
simulacdes de docking e analises de propriedades farmacocinéticas e toxicologicas
(ADME/Tox). Os modos de interacdes dos compostos selecionados pelos passos anteriores
foram analisados através de uma inspec¢do visual, obtencdo por fim, aqueles mais promissores.
Essas moléculas foram adquiridas para serem testadas em ensaios de atividade in vitro utilizado

o0 reagente de Seliwanoff.

Palavras-chaves: Cancro citrico. Fosfomanose isomerase. Metodologias Computacionais
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ABSTRACT
Barcelos, M.P. Computational plannin and in vitro evaluation of new phophomannose
isomerase (PMI) inhibitors of interest for citrus canker control, 2020. 86 f. Dissertation
(Master’s Degree). Faculdade de Filosofia, Ciéncias e Letras de Ribeirdo Preto — Universidade
de Séo Paulo, Ribeirdo Preto, 2020.

Citrus cancer, caused by the bacteria Xanthomonas citri subsp. citri (XAC), is one of the
most important diseases in citrus, and has a significant impact on the Brazilian economy.
Comparative protein analysis studies of XAC infecting and non-infecting cells performed at the
Laboratory of Biochemistry and Applied Molecular Biology (LBBMA) of the Department of
Genetics and Evolution (DGE) of the Federal University of S&o Carlos - UFSCar, pointing to a
promising target enzyme for disease control, a phosphomanose isomerase (PMI). PMI is an
enzyme that catalyzes the interconversion of fructose-6-phosphate (F6P) and mannose-6-
phosphate (M6P), and is considered a potential therapeutic target due to its participation and
pathogenicity of several microorganisms such as Saccharomyces cerevisiae, Candida albicans,
Mycobacterium smegmatis and Leishmania mexicana. This research project aims to develop
chemical compounds capable of inhibiting XAC PMI found on the bacterial surface and, as a
consequence, to investigate a contribution to bacterial virulence and/or control. of infection in
the plant. The study consisted of the development of a three-dimensional model for XAC PMI
using the "structural homology molecular modeling™ method. The methodology used for the
selection of compounds was the virtual sorting technique by form and similarity, as well as
docking simulations and pharmacokinetic and toxicological properties analysis (ADME/Tox).
The interaction modes of the compounds selected by the previous steps were analyzed by visual
inspection, finally obtaining the most promising ones. These molecules were purchased to be

tested in in vitro activity assays using Seliwanoff reagent.

Key-words: Citrus canker. Phosphomanose isomerase. Computational Methodologies.
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1. INTRODUCAO

O Brasil ¢ o maior produtor e exportador de laranjas do mundo, sendo a citricultura
aquela com maior relevancia dentro do agronegocio (CEPEA - CENTRO DE ESTUDOS
AVANCADOS EM ECONOMIA APLICADA, [s.d.]). Dois fatores contribuem para que o pais
ocupe essa posicdo: o tamanho territorial e o clima favoravel. De acordo com o Departamento
de Agricultura dos Estados Unidos, a producdo brasileira de laranja e suco de laranja apresentou
uma média de 34% e 56% da produgdo mundial entre as safras de 2012 e 2015. Aliando essa
participagdo com o0 avango da tecnologia empregada nos cinturdes, o Brasil apresenta uma
participacdo de 76% do mercado mundial de citros (NEVES; TROMBIN, 2017). Apesar de
todos os empenhos empregados para manter a alta produtividade nos pomares brasileiros, a
citricultura tem enfrentado alguns problemas como algumas doengas que atacam 0s citros,

sendo uma das principais o cancro citrico (GOTTWALD et al., 2001).
1.1 O cancro citrico

O cancro citrico constitui uma das principais doencas ocasionadas em pomares de citros
e é causado pela bactéria de género Xanthomonas sp., sendo o tipo mais severo ocasionado por
Xanthomonas citri subsp. citri (XAC). Os sintomas sdo les@es circulares, salientes, corticosas,
de coloracdo castanha, bem como eruptivas, ocorrendo em folhas, ramos e frutos
(BITTANCOURT, 1957; ROSSETTI, 2011). Em casos mais severos, ocorre a queda dos frutos
imaturas impactando na perda direta da producdo (BEHLAU; BELASQUE JR, 2014).

O controle da doenca citrica baseia-se em medidas de erradicacdo e exclusdo, além de
medidas regulamentérias determinantes da erradicacdo de plantas e pomares afetados pela
doenca (GOTTWALD et al., 2001). Em 1999, a Defesa Agropecudria do Estado de Séo Paulo
determinou que todas as plantas dos talhGes infestados deveriam ser eliminadas
obrigatoriamente quando a incidéncia fosse superior a 0,5% e para aquelas em que a incidéncia
fosse igual ou menor que 0,5%, as plantas doentes e as demais contidas em um raio de trinta
metros também seriam eliminadas (BEHLAU; FONSECA; BELASQUE, 2016). Esta ultima
medida foi tomada ap6s o aparecimento da lagarta mineradora dos citros (Phyllocnistis citrella)
nos laranjais, cuja presenca contribuiu para 0 aumento da incidéncia do cancro citrico (SEILLE;
CHRISTIANO, 2006) e, consequentemente, tornou ineficiente a aplicacdo do raio de trinta
metros para a retencdo da doenca. (BEHLAU; BARELLI; BELASQUE, 2014; FERENCE et
al., 2018).
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A incidéncia da doenga voltou a crescer nos laranjais do estado de S&o Paulo desde que
a legislacdo foi amenizada, em meados de 2009, excluindo a primeira exigéncia de erradicagédo
de um talhdo de plantas correspondente a contaminagdes iguais ou maiores a 0,5%. Entre os
anos de 2001 e 2009, a doenca manteve baixas incidéncias de talhdes contaminados com valores
variando entre 0,08% e 0,20%, mas, a partir de 2010, a contaminagdo avancou e atingiu valores
de 0,44% de talhdes contaminados. Por fim, em 2012, atingiu 1,39% registrando a maior
incidéncia desde seu primeiro relato em 1957 (FUNDECITRUS, 2017a).

Em 2017, uma nova medida foi tomada: caso a doenca apareca em uma area onde a
praga ocorre com baixa incidéncia, o controle é feito principalmente pelo plantio de mudas
sadias e pela eliminacdo das plantas citricas contaminadas e daquelas suspeitas de
contaminacdo. Por outro lado, caso haja uma area em que o cancro citrico ja esteja difundido
entre as plantas, devera ser realizado um conjunto de medidas de manejo, como a utilizacéo de
um composto de cobre, que visam reduzir o impacto da doenga na producdo (FUNDECITRUS,
2016, 2017b, 2017c)

A bactéria responsavel pela doenca citrica possui a capacidade de infectar folhas, frutos
e ramos (Figura 1), mesmo nao possuindo um mecanismo ativo de penetracdo através da parede
celular. Como sua propagacdo ndo necessita de um vetor especifico, em condi¢es naturais de
infeccdo a disseminacdo ocorre a curtas distancias pela acdo de respingos de chuvas,
principalmente quando associados com ventos , e a disseminacdo a longas distancias ocorre
pelo transporte de material vegetal infectado (DANOS, E; BERGER, R. D.; STALL, 1984;
FUNDECITRUS, 2017a; GOTTWALD, T.R., MCGUIRE, R.G. & GARRAN, 1988). Por isso,
é necessaria a manutencdo dos equipamentos de colheita através da desinfeccdo, além da
pulverizacdo dos veiculos antes de entrar na propriedade para impedir a difusdo da doenca e

assim manter a propriedade livre da mesma.
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Figura 1 - Sintomas do cancro citrico presente nos frutos,
folhas e caules de uma laranjeira.

O ciclo de infeccdo (Figura 2) comeca pelo acumulo anormal de gua nas folhas, o que
acarreta a formacdo de uma coluna de &gua entre a superficie foliar e 0 meséfilo dos estbmatos
e/ou hidatodios, permitindo a entrada do patdgeno. Além disso, essa dgua causa a mobilizacédo
de bactérias para fora das lesGes foliares, as quais sdo células hiperplasticas em torno de um
centro de células mortas colapsadas, em que um anel ou halo clorético frequentemente rodeiam
a lesdo. Apbs a saida da bactéria pela lesdo foliar, o patégeno é carregado pelo vento,
disseminando a doenca e inoculando plantas ndo infectadas. Espinhos, a poda ou outras
atividades mecénicas podem causar ferimentos nas folhas criando uma porta para a infeccéo
e/ou transmisséo bacteriana (GOTTWALD, TIM R.;GRAHAM, 2005) e o ciclo recomega.
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Figura 2 - Ciclo do cancro citrico mostrando como ocorre a infecgdo e os métodos de
propagacéo da doenca.
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1.2 O agente etioldgico do cancro citrico: a bactéria Xanthomonas sp..

O agente etiolégico do cancro citrico € uma bactéria pertencente ao género das
Xanthomonas, com metabolismo oxidativo, Gram-negativa, aerébica e ndo fixadora de
nitrogénio (ARTIER, 2010). Ha diferentes tipos de cancro citrico causado pelas diferentes
variantes da bactéria Xanthomonas citri. Como o0s sintomas sdo geralmente iguais, a sua
distincdo ocorre por meio do hospedeiro e pelas caracteristicas fenotipicas e genotipicas, sendo
assim, a doenca ¢ dividida em cancroses do tipo “A”, “B”, “C”, “D” ¢ “E” (GRAHAM et al.,
2004), porém, neste estudo, serd abordada apenas A, B e C, devido ao prejuizo econdmico
acometido pelas mesmas, pois s&o as com maior importancia econdémica.

A cancrose tipo A corresponde a forma mais severa da doenca, sendo tipicamente da
Asia e causada por Xanthomonas citri subsp. citri (XAC), possuindo a maior gama de
hospedeiros citricos, como por exemplo, a laranja doce (Citrus sinensis), limdo (C. limon) e
lima 4cida (C. aurantifolia) (STALL; SEYMOUR, 1983). E a estirpe que esta mais difundida
no mundo, atingindo o Japao, Argentina, Brasil, Paraguai, China, entre outros paises.

A cancrose tipo B causada por Xanthomonas fuscans subsp. aurantifolii (Xau-B) é

menos severa e de importancia secundaria quando comparada com a cancrose tipo A e atinge,
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principalmente, os limoeiros verdadeiros da Argentina, Paraguai e Uruguai. A cancrose tipo B
pode ser facilmente diferenciada do tipo A, mas ndo pela cancrose causada pelo tipo C
(BEHLAU et al., 2007; GOTTWALD et al., 2001).

A cancrose tipo C, também conhecida como cancrose da limeira acida “galego”, ¢é
causada por Xanthomonas fuscans subsp. aurantifolii tipo C (Xau-C) ocorrendo em Unico tipo
de hospedeiro, a lima &cida. Ocorre somente no Brasil, afetando apenas alguns municipios do
estado de S&o Paulo (BEHLAU et al., 2007; GOTTWALD et al., 2001). Como cada linhagem
possui caracteristicas proprias, marcadores especificos poderiam eventualmente auxiliar no
diagndstico de plantas infectadas no campo, especialmente em periodos que 0s sintomas nao
estejam presentes.

O sequenciamento completo dos genes da bactéria causadora da cancrose tipo A foi
realizado pelos laboratérios da rede ONSA (Organization for Nucleotide Sequencing and
Analysis) da FAPESP (DA SILVA et al., 2002a). Os resultados mostraram que 0 seu genoma é
composto por 5.175.554 pares de bases, os quais codificam 4.313 proteinas. A comparacao
entre os diversos genomas das linhagens dessas bactérias poderia nos fornecer informacdes
sobre o hospedeiro alvo e sua patogenicidade. Devido a esse fato, os projetos de
sequenciamento das linhagens B (XAU-B) e C (XAU-C) também foram realizados por grupos
de pesquisa da USP-SP e UNESP- Jaboticabal, com o suporte da FAPESP e do
FUNDECITRUS (BODNAR et al., 2017; JALAN et al.,, 2011; MOREIRA et al., 2010;
RICHARD et al., 2017) para que seja possivel a comparacgdo entre as sequéncias (ESCALON
etal., 2013; GORDON et al., 2015; JALAN et al., 2013).

A XAC possui o sistema de secrecdo tipo III (SSTT) no qual a bactéria “percebe” a
planta ou as condi¢des do ambiente como favoraveis, o que ativa a produgdo proteicae o SSTT.
Em sua grande maioria, as bactérias patogénicas gram-negativas de plantas tém dois grupos de
genes modulares de suas interagdes com os hospedeiros, 0s genes avr (aviruléncia) responsaveis
por determinar a especificidade do mesmo por uma interacdo gen6tipo-genotipo, e os genes hrp
(resposta de hipersensibilidade e patogenicidade) relacionados a patogenicidade e inducéo de
respostas de hipersensibilidade em plantas ndo-hospedeiras (BONAS, 1994; MOREIRA et al.,
2004).

Os genes hrp, que se encontram ativados, produzem uma estrutura de adesdo com a célula
chamada de pilus, e através dele e da formacdo de um poro condutor, as proteinas sdo
transferidas diretamente para o citosol da célula hospedeira. Uma dessas proteinas sdo as avr

que, como dito anteriormente, causam uma reacao de hipersensibilidade. Cré-se que algumas
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dessas proteinas transportadas possam causar os sintomas da doenca na planta hospedeira
(BUTTNER, 2002).

Além do Sistema de Secrecdo Tipo 111, XAC., utilizam um mecanismo de conjugacéo para
exportar moléculas efetoras (proteinas ou complexos DNA-proteinas) durante a infecgédo
(YACOUBI, 2005). Estes sistemas sdo chamados de Sistemas de Secre¢do Tipo IV ou
“Conjugacao” Adaptada e secretam proteinas efetoras para o meio extracelular ou para o citosol
das células hospedeiras, envolvendo o contato direto célula-célula (YACOUBI, 2005).

Diversos estudos sobre os mecanismos especificos das interacbes de XAC com seus
hospedeiros tém sido realizados com a finalidade de entender a maneira pela qual a bactéria
utiliza o Sistema de Secregdo tipo 11 e o Sistema de Secregéo tipo IV para interagir e modificar
0 metabolismo das plantas infectadas (FERENCE et al., 2018; ZHANG et al., 2015).

1.3 Fosfomanose isomerase

A fosfomanose isomerase (PMI), alternativamente chamada de manose-6-fosfato
isomerase € uma enzima que catalisa a interconversédo da frutose-6-fosfato (F6P) e da manose-
6-fosfato (M6P) (Figura 3) além de permitir a sintese do difosfato de guanosina manose (GDP-
manose) em organismos eucaridticos. A PMI é monomérica e uma metaloenzima, ou seja, €
dependente de um ion metalico divalente para desempenhar as funcdes de atividade e catalise,
sendo inibida pela eritose-4-fosfato, manitol-1-fosfato e, em menor grau, pelo anémero alfa da
manose-6-fosfato (GAO; YU; LEARY, 2005).

Figura 3 - Reacédo de isomerizagdo entre manose-6-fosfato (M6P) e frutose-6-fosfato (F6P).
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A fosfomanose isomerase converte uma aldose (manose) em uma cetose (frutose), além
de abrir e fechar os anéis para esses acucares (STRYER, L.; BERG, J.M., TYMOCZKO, 2007).

Essa enzima mostra um alto grau de seletividade para o anémero beta de M6P enquanto que o
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andmero alfa ndo possui atividade e pode, de fato, atuar como um inibidor (ROSE, IRWIN A.;
O’CONNELL, EDWARD L.; SCHRAY, 1973).

Proudfoot e colaboradores (PROUDFOOT et al., 1994) definiram trés tipos de PMIs
com base no alinhamento da sequéncia e propriedades fisico-quimicas e cinéticas. As enzimas
dos mamiferos e da maioria das bactérias pertencem as PMIs do Tipo I, que sdo proteinas
monofuncionais homologas que catalisam uma Unica reacdo de isomerizacdo (PROUDFOOT
et al., 1994; PROUDFOOT; PAYTON; WELLS, 1994). Aquelas pertencentes ao Tipo Il sdo
enzimas bifuncionais e possuem similaridade de sequéncia limitada as enzimas do Tipo |,
exceto por um motivo muito curto (9 aminoacidos) (JENSEN; REEVES, 1998). Por fim, as
enzimas do Tipo Il catalisam reaces de isomerizacdo reversiveis, mas compartilham pouca
identidade com sequéncias das enzimas do Tipo | e do Tipo Il (SIGDEL et al., 2015).

A enzima presente em Xanthomonas citri subsp. citri € composta por 467 residuos e
pertence a familia da manose-1-fosfato guanililtransferase e manose-6-fosfato isomerase,
portanto, trata-se de uma enzima bifuncional (DA SILVA et al., 2002b).

A fosfomanose isomerase apresenta varias contribui¢cbes para as vias metabdlicas
necessarias.Ela permite que as células transformem o M6P em F6P, que podera ser inserido na
glicdlise e também permitir& que as células convertam a F6P em M6P, um identificador celular
glicolitico comum para o transporte celular e a identificacdo da membrana celular em
organismos procariéticos e eucaridticos (STRYER, L.; BERG, J.M., TYMOCZKO, 2007). Esta
enzima pode ser util no desenvolvimento de novos tratamentos antifdngicos, uma vez que a
falta de atividade da PMI em células de levedura pode levar a lise celular e a enzima pode ser
alvo de inibicdo (CLEASBY et al., 1996). Isso pode ocorrer devido ao papel da PMI na
formacéo das paredes celulares e na biossintese de polissacarideos capsulares, além do mais, a
M6P é uma molécula de sinalizacdo importante, especialmente para o transporte para oS
lisossomos. Disturbios que afetam a atividade da PMI podem afetar a capacidade celular para
produzir rapidamente a M6P a partir da F6P abundante e, portanto, o trafego de vesiculas para
os lisossomos e os endossomas pode ser alterado, impactando negativamente a célula e
acarretando uma lise celular (JAEKEN; MATTHIJS, 2001).

A PMI ¢ considerada como potencial alvo terapéutico por causa da participacdo na
sobrevivéncia e patogenicidade de diversos microrganismos como Saccharomyces cerevisiae
(PAYTON etal., 1991), Candida albicans (CLEASBY et al., 1996), Mycobacterium smegmatis
(PATTERSON et al., 2003) e Leishmania mexicana (GARAMI; ILG, 2001). Dessa forma, a

informacgdo estrutural sobre essa enzima presente em diferentes organismos ajudara na
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concepgdo e otimizacdo de compostos que inibam seletivamente as enzimas de organismos
patogénicos, de tal forma que ndo afetem as células do hospedeiro, mantendo-as saudaveis.

A primeira estrutura tridimensional dessa enzima foi depositada em 2004 no Protein
Data Bank (PDB) (KIRCHMAIR et al., 2008) e pertence a espécie Bacillus subtilis (cddigo
PDB 1QWR, a 1.8 A de resolugdo). Essa estrutura revelou a existéncia de um local ativo na
superficie do dominio central com um Unico &omo de zinco ligado. Estudos cinéticos
demonstraram a necessidade deste cofator de metal para a atividade da PMI (NOLTMANN,
1968). A Ca-PMI mostrou ser inibida por fosfatos de agticares como o 4-fosfato de eritrose em
concentra¢fes milimolares (PROUDFOOT; PAYTON; WELLS, 1994). Além do zinco no local
catalitico, demonstrou-se que PMI liga Zn** em dois outros locais com menor afinidade
(PROUDFOOT et al., 1994). Apos a resolucdo dessa estrutura acima descrita, mais quatro
estruturas de MPI contendo Zn?* foram depositadas, sendo duas com o substrato F6P (PMI de
Salmonella thyphimurium, depositada em 2009 sob o codigo PDB 3HLI, a 2.08 A; PMI de
Pyrococcus furiosus, depositada em 2006 — codigo PDB 2GC3, a 2.1 A) e duas sem (codigos
PDB 3H1M de 2.5 A e 3HIW de 1.94 A depositadas em 2009, de S. thyphimurium).

O papel do cofator de zinco na catalise ainda ndo esta claro. Uma vez que, a elucidacao
dos mecanismos cataliticos e regulatérios da PMI € essencial para o planejamento racional de
farmacos, varias outras técnicas, como estudos de inibicdo, (ROUX et al., 2004; WELLS et al.,
1995; WELLS; PAYTON; PROUDFOOT, 1994) rotulos especificos dos sitios (COULIN et
al., 1993; PAPOUTSOPOULOU; KYRIAKIDIS, 1997; WELLS; SCULLY; MAGNENAT,
1994) e mutacdes direcionadas ao sitio (WELLS et al.,, 1995; WELLS; SCULLY;
MAGNENAT, 1994) tém sido empregadas para gerar informagdes complementares.

Em Xanthomonas, a fosfomanose isomerase esta relacionada com a producdo de goma
xantana, a qual € um mecanismo de defesa da bactéria para evitar sua desidratacdo em
ambientes nocivos (PAPOUTSOPOULOU; KYRIAKIDIS, 1997). Em estudos realizados
anteriormente no LBBMA-UFSCar por Carnielli e colaboradores (CARNIELLI et al., 2017) ,
a fosfomanose isomerase foi encontrada na superficie da bactéria Xanthomonas citri subsp. citri
em condicBes infecciosas (Figura 4), o que demonstra o carater inédito e inovador desta

pesquisa em identificar novos inibidores para essa enzima.
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Figura 4 - AlteracGes de proteinas na superficie de Xanthomonas citri subp. citri por analise proteémica em
células cultivadas sob condic¢des infecciosas e ndo-infecciosas e suas possiveis funcdes.
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Fonte: Carnielli et al., 2017.
1.4 Planejamento computacional de substancias bioativas

A descoberta de novas tecnologias de informagéo e novas ferramentas computacionais,
durante os ultimos anos, aumentaram a quantidade de dados em relacdo a moléculas, estruturas,
proteinas, alvos e mecanismos de acao de farmacos (WERMUTH, 2008).

Devido ao avan¢o de técnicas como cristalografia e ressonancia magnética nuclear
(RMN), diversas estruturas estdo disponiveis em bancos de dados e podem ser aplicadas em
estratégias de planejamento computacional de farmacos (JORGENSEN, 2004, 2009).

Atualmente, o planejamento racional in silico é a metodologia mais eficiente e menos
dispendiosa para o desenvolvimento de novos compostos , capaz de contribuir em todos os
estagios do processo, desde a descoberta de protdtipos (também conhecidos como “compostos
de partida” ou “lead compounds”), sua otimizagdo (com respeito a afinidade, especificidade,
eficacia e efeitos colaterais), até a elaboragdo de compostos candidatos a testes clinicos
(OPREA, 2005). Esta metodologia € baseada na inibi¢&o ou estimulacdo da atividade bioldgica
de macromoléculas, tais como proteinas ou acidos nucléicos (DNA ou RNA) associados a
diferentes doencas. A informacéo estrutural do bioreceptor (e ligantes) permite a descoberta e
direciona a sintese de compostos com complementaridade estérica, hidrofdbica e eletrostatica

ao seu sitio de ligacdo, os quais podem vir a se tornar potentes farmacos. Essa abordagem, em
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sua esséncia, caracteriza o planejamento racional de fA&rmacos por vias computacionais. O que
torna ainda mais atrativo tal approach, quando utilizado com proteinas, € o conhecimento de
que 78% dos farmacos atuais tém como alvo receptor esse tipo de biomolécula (OPREA, 2005).

Desde a concepcao do alvo biologico até a descoberta de um novo farmaco, um processo
que pode levar em média 11 anos ou mais, a quimica computacional vem se tornando, a cada
dia, indispensavel no planejamento racional de novos farmacos, j& com inimeros casos de
sucesso envolvendo o emprego de suas metodologias (OPREA, 2005). Para Christopher
Watson, da Novartis Institutes for BioMedical Research, o processo de descoberta e
desenvolvimento de novos farmacos é hoje totalmente dependente das metodologias
computacionais envolvidas (PEITSCH, 2004).

Em quimica computacional (ou “quimioinformatica”), genericamente citada como
modelagem molecular, destaca-se o docking molecular como um dos métodos mais
empregados. Com essa metodologia, sdo investigadas as possiveis orientacbes que determinada
molécula assume no interior do sitio ligante de um bioreceptor, ou simplesmente entre duas
moléculas, tal como € o caso da interacdo entre proteina-proteina ou proteina-DNA,
caracterizando o “docking macromolecular”.

Os métodos de docking, em geral, envolvem uma funcdo de energia contendo
parametros eletrostéticos, de van der Waals, de ligacBes de hidrogénio e, algumas vezes,
hidrofébicos, baseados em modelos matematicos que predizem as melhores orientagdes do
ligante, segundo uma lista de escores de energia. O “Problema do docking” é assim centrado na
geracdo e avaliacdo (quase sempre por intervencdo do usuério) de plausiveis estruturas de
complexos intermoleculares (CODDING, 1998). As mais recentes versdes dos programas de
maior sucesso em docking, GOLD (NISSINK et al., 2002) e GLIDE (FRIESNER et al., 2004),
consideram a flexibilidade do ligante e, também, de algumas cadeias laterais do sitio receptor.

O método “screening (ou triagem) virtual” ¢ utilizado para a sele¢do de novos
protétipos, e a literatura vem reportando, ha alguns anos, diversos casos de sucesso com 0 uso
dessa sistematica, tal como a descoberta de isoflavonoides como inibidores néo-esteroidais de
5a-redutase, utilizando constraint farmacoférica (BRENK et al., 2003; CHEN; LIU; GILSON,
2001). Nessa era pdés-gendmica, 0 screening virtual complementa os conhecidos métodos
experimentais de screening em larga escala no processo de descoberta de novos protétipos
(KUNZ, 1992). O sucesso do screening virtual, e em geral de docking, depende do
conhecimento de detalhes estruturais finos do sitio receptor (CARLSON; MASUKAWA,
MCCAMMON, 1999).
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Para o desenvolvimento de um novo farmaco também é possivel hoje estimar
propriedades farmacocinéticas e farmacodinamicas, bem como propriedades “drug-like” ou
“lead-like” de diferentes compostos, selecionando, durante as diversas etapas da modelagem,
somente aqueles com potencial de serem farmacos. Como exemplo, a ‘Regra dos 5° (ROS5), de
Lipinski, que é € uma regra que os farmacos oralmente ativos e em geral seguem: peso
molecular menor ou igual a 500, log P menor ou igual a 5, nimero de grupos doadores de
ligacGes de hidrogénio menor ou igual a 5 e numero de grupos aceptores de ligacdes de
hidrogénio menor ou igual a 10 (LIPINSKI; HOPKINS, 2004). Citacbes em CAS SciFinder do
artigo original da RO5, de 1997, excederam 1000 somente no ano de 2004, e continuam
crescendo (LIPINSKI, 2004). Uma variacdo dessa regra é aplicavel a prot6tipos e, além disso,
novas regras empiricas vém sendo reportadas, tais como o numero de ligacGes rotacionaveis
em farmacos ser menor do que 8 ou, ainda, a area superficial ser menor ou igual a 140 A2
(OPREA, 2005).

Sendo assim, propriedades tais como absorcdo, distribuicdo, metabolismo, excregéo e
toxicidade (ADME/Tox) podem ser preditas a partir do screening em bancos de dados contendo
essas informacdes, as quais sdo computadas para uma grande variedade de compostos
(BAJORATH, 2004; CARLSON; MASUKAWA; MCCAMMON, 1999). Entre os programas
mais utilizados para esses fins, destacam-se o ADMET Predictor (ADMET), Meteor
(metabolismo) e Derek (toxicidade).

Dessa forma, utilizamos tais técnicas computacionais para o estudo de novos inibidores

capazes de atuar na enzima PMI de XAC, com o objetivo de controlar o cancro citrico.
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2. OBJETIVOS

O presente estudo tem como objetivo o planejamento de novos potenciais inibidores de
PMI utilizando metodologias computacionais, adquirir comercialmente alguns desses
compostos selecionados e testa-los in vitro.

As metodologias computacionais incluem, especificamente, experimentos de
screening (ou triagem) virtual em diferentes bases de dados de compostos comerciais contendo
propriedades de farmacos, utilizando variadas estratégias de Quimica Medicinal
Computacional.

Os objetivos especificos do trabalho incluem ainda:

¢ Desenvolvimento, validacdo e avaliacdo de um modelo proposto para a PMI de XAC
através de técnicas de modelagem de proteinas por homologia estrutural;

e Desenvolvimento, validacdo e avaliacdo de um modelo proposto para a PMI humana
através de técnicas de modelagem de proteinas por homologia estrutural visando sua
diferenca em relacdo ao sitio ativo com a PMI de XAC;

e Tratamento de 10 bases de dados e geracdo da biblioteca de conférmeros utilizados
nos estudos de triagem virtual;

e Estudos de triagem virtual baseado no ligante (similaridade por forma e eletrostéatica)
para a investigacao de compostos com propriedades inibidoras a PMI;

e Estudos do perfil farmacocinético e toxicolégico dos compostos identificados,
buscando selecionar os que apresentam um perfil mais adequado a novos potenciais
defensivos agricolas e que ndo cause interferéncia em humanos;

e Realizar ensaios bioldgicos junto aos compostos selecionados e otimizados, buscando
verificar os niveis de atividade dos mesmos, tentando racionalizar os resultados por

meio das relacOes estrutura-atividade assim observados.
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3. MATERIAIS E METODOS

Para a pesquisa de novos inibidores de PMI, foi usada a técnica de triagem virtual por
forma e similaridade, além de simulagbes de docking e andlises de propriedades
farmacocinéticas e toxicologicas (ADME/Tox) e seus modos de interacdes foram analisados
atraves de uma inspecdo visual, obtendo por fim, os compostos mais promissores. Essas
moléculas selecionadas foram adquiridas para serem testadas em ensaios de atividade in vitro.

Como ndo existem estruturas depositadas no PDB (Protein Data Bank) para a PMI de
XAC, um modelo tridimensional foi desenvolvido utilizando o método de “modelagem

molecular por homologia estrutural”.

3.1. Construcdo do modelo de fosfomanose isomerase para Xanthomonas citri subsp. citri

O primeiro passo para esse estudo foi a construcdo de um modelo da proteina
fosfomanose isomerase de Xanthomonas citri subsp. citri, utilizando a técnica de modelagem
por homologia estrutural, j& que tal estrutura ainda nao existe nos bancos de dados de estruturas
de proteinas como o PDB. Os estudos de homologia estrutural sdo baseados em trés passos: (1)
alinhamento (a etapa crucial do processo), (2) a construcdo do modelo e (3) a validagdo do
modelo.

3.1.1 Pesquisa e Alinhamento de sequéncias homdlogas

Uma busca por estuturas com sequéncias homologas a de interesse (PMI de XAC),
contidas no PDB, foi realizada previamente utilizando o algoritmo BLASTp, um algoritmo
pertencente a familia BLAST disponibilizado pelo National Center for Biotechnology e que
realiza a comparacéo entre sequéncias proteicas (ALTSCHUL et al., 1990).

Quatro proteinas foram selecionadas para a geracdo do modelo, sendo uma com
identidade sequencial de 29% e outras trés com identidade sequencial de 38%. A estrutura de
menor identidade (PDB ID: 1H5R) foi utilizada devido ao fato de possuir um ligante em seu
sitio ativo e, dessa forma, ser possivel observar os dobramentos ocasionados pela formacéo do

complexo ligante receptor.

3.1.2 Alinhamento das sequéncias

ApoOs a obtencdo das sequéncias do PDB, foi realizado o alinhamento dessas

sequéncias, para o qual foi utilizado o servidor online Clustal Omega (SIEVERS et al., 2011).
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Esse servidor é disponibilizado pela European Molecular Biology Laboratory — European
Bioinformatics Institute (EMBL-EBO).

O Clustal Omega tem cinco etapas principais para gerar o alinhamento de maltiplas
sequéncias. O primeiro passo consiste em produzir um alinhamento aos pares (pairwise) para,
em seguida, serem agrupados (BLACKSHIELDS et al., 2010). A terceira etapa é a construcdo
de uma arvore guia, em que os dois grupos mais proximos sdo combinados e repetidos até que
a arvore final possa ser avaliada. Entdo, na etapa final, o alinhamento de multiplas sequéncias
é, de fato, produzido (EDDY, 2011).

Um dado importante analisado durante o alinhamento das sequéncias diz respeito a
quais alteracOes de residuos de aminoacidos essas proteinas sofreram ao longo da Evolucéo,
estimando que a fungdo deveria ser preservada nos trechos onde a identidade (ou mesmo a

similaridade) sequencial deveria ser maior.

3.1.3 Construcdo e avaliacdo da qualidade do modelo

O programa MODELLER foi utilizado para a construcdo do modelo da PMI e trata-se
de um algoritmo automatizado utilizado para a modelagem de estrutura proteica através de
comparagao com estruturas tridimensionais resolvidas. Esse programa utiliza pelo menos uma
estrutura de entrada como referéncia (ou molde) e, a partir de outros alinhamentos fornecidos,
gera um modelo tridimensional homologo (FISER; SALI, 2003).

Apds a construcdo do modelo tridimensional, o proximo passo consiste na avalidacao
da qualidade do modelo gerado. Para a etapa de avaliacdo foram utilizados os servidores online
WHATIF (VRIEND, 1990) para a validacdo dos contatos atbmicos e SAVE v5.0, que contém
os programas PROCHECK, VERIFY3D, ERRAT e PROVE.

O servidor online WHAT IF analisa contatos atbmicos, entre maus contatos e contatos
favoraveis (como interacBGes intermoleculares), gerando pontuacBes para cada residuo. O
PROCHECK (LASKOWSKI et al., 1993) permite uma comparacdo entre os residuos do
modelo e estruturas de proteinas de alta-resolugdo cristalografica. Através desse programa
foram gerados: o Diagrama de Ramachandran, os graficos de planaridade das ligagoes
peptidicas, de distorcao tetraédrica dos carbonos alfa, de energias das ligacGes de hidrogénio,
de medidas das interacGes ndo-ligantes (van der Waals, ligacGes de hidrogénio, interacdes
eletrostaticas) e General Factor (G-Factor), o qual, este Gltimo, consiste em uma média da

estereoquimica geral do modelo.
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O VERIFY 3D (LUTHY; BOWIE; EISENBERG, 1992) analisa a compatibiliade entre
o modelo 3D e a sua sequéncia de amino&cido, baseado na localizacéo (alfa, beta, loop) e uma
sequéncia de ambientes quimicos (polar, apolar), utilizando uma matriz proposta por Bowie e
colaboradores (BOWIE; LTCY; EISENBERG, 1990). O ERRAT (COLOVOS; YEATES,
1993) analisa as interag¢fes ndo covalentes entre atomos diferentes no modelo em comparacgao
com estruturas altamente refinadas. Por fim, o PROVE (PONTIUS; RICHELLE; WODAK,
1996) utiliza um algoritmo que calcula o volume dos atomos presentes nas macromoléculas,
assumindo-os como esferas rigidas; e gera um desvio estatistico denominado Z-score. Esse
dado estatistico provém da comparacdo do modelo com estruturas refinadas de alta resolugéo
depositadas no PDB.

3.1.4. Validacdo do modelo de PMI gerado para simulacdes de docking

Apos a criacdo do modelo, foi realizado um experimento para a validacdo do mesmo,
utilizando os programas GOLD (SUITE, 2015) e GLIDE (FRIESNER et al., 2004). Definiu-
se, a partir do substrato da estrutura cristalogréfica original (1H5R), a melhor regido do sitio
ativo na qual seriam realizados os calculos. Em seguida foram feitas simulacdes de docking
com o substrato da 1H5R para definir qual seria 0 melhor programa para 0s proximos estudos.
Escolhido o programa, experimentos de docking foram realizados com a estrutura de PMI,
utilizando inibidores reportados no web servidor BindingDB (CHEN; LI1U; GILSON, 2001),
um repositério de estruturas e dados de atividade focado na interacdo entre proteinas e

moléculas com potenciais atividades terapéuticas.

3.2 Triagem virtual de novos inibidores da fosfomanose isomerase

Acessando o web servidor BindingDB, um total de 959 hits sdo descritos como
inibidores de PMI, sendo que o mais potente possui ICso = 4 UM. Sendo assim, torna-se
desejavel a descoberta e o desenvolvimento de novas classes de compostos e que possam inibir
mais efetivamente a enzima aqui investigada. O objetivo é realizar experimentos de triagem
virtual (por docking e similaridade) com a PMI em diferentes bases de dados de compostos
disponiveis comercialmente. As bases de dados de compostos incluem: ZINC (subcolecBes
Natural Stock, Drug-database e Drug-like), BindingDB subdivisdo Drugs FDA, ChemBridge
(subcolecbes  DIVERSet™-EXPEXPRESS-Pick™  Collection(DIVERSet™-EXP) e
DIVERSet Core Library (DIVERSet™-CL)), Maybridge subdivisdo Screeening Collection,
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Princeton e IBS (subdivisdo Natural e Synthetic) e na tabela abaixo (Tabela 1) é mostrado o

namero de compostos presentes em cada base de dados utilizada.

Tabela 1 - Relagdo do nimero de compostos presentes em cada base de dados utilizada.

Base de dados NUmero de compostos Referéncias
ZINC subdivisdo Drug-database 2924 (IRWIN; SHOICHET, 2005)
BindingDB subdivisdo Drugs 6144 (CHEN; LIU; GILSON,
FDA 2001)
Chembridge subdivisao 50000 (CHEMBRIDGE, [s.d.])
DIVERSet-EXP
Maybridge subdivisio 53000 (MAYBRIDGE, 2004)
Screening Collection
Chembridge subdivisao 60000 (CHEMBRIDGE, [s.d.])
DIVERSet CL
IBS subdivisdo Natural 68497
IBS subdivisdo Synthetic 483510
ZINC subdivisdo Natural Stock 450000 (IRWIN; SHOICHET, 2005)
Princeton 1300000
ZINC subdivisao Drug-Like 17900742
TOTAL 20374817

Fonte: o autor

Algumas dessas bases contém os compostos em formato spatial data format (sdf), os
quais ja foram reescritos em formato mais apropriado, mol2, contendo cargas atdmicas, tipos
de atomos, ordens de ligacdo e estruturas tridimensionais bem definidas e mais adequadas para
as simulacgdes de triagem virtual e propositos gerais de modelagem molecular. Também foram
geradas novas bases/bibliotecas de conformeros, a partir dessas, utilizando o programa
OMEGA (BOSTROM; GREENWOOD; GOTTFRIES, 2003).

3.2.1. Geracdo de conférmeros (OMEGA)

Para a geracdo de conformeros, o programa OMEGA da empresa OpenEye foi

utilizado. Esse programa realiza a geracdo de conférmeros em trés dimensGes com baixo
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desprendimento computacional e um alto efeito no alcance da conformagéo bioativa entre os
conférmeros gerados.

No presente estudo, os parametros utilizados no OMEGA para a geracdo de
conférmeros foram: 300/molécula, com uma energia de tensao de até 9 kcal/mol e um desvio
médio quadratico de 0.6 A, segundo protocolo otimizado por Carlos H.T.P. Silva (DA SILVA,
TAFT, 2017).

3.2.2. Selecdo de inibidores baseados em ligantes (ROCS e EON)

Ap0s a preparacao das bases de dados, um segundo tipo de triagem virtual foi ainda
realizado, o qual é baseado em diferentes tipos de similaridade: de forma e eletrostatica. Ambos
0s programas utilizados nessa etapa, ROCS e EON, da OpenEye, tem revelado compostos
promissores para o tratamento de varias doencas (NAYLOR et al., 2009).

O programa ROCS realiza uma triagem virtual por forma, através da comparacéo entre
os volumes e conformacdo de dois compostos, a molécula de referéncia e as moléculas
presentes em bancos de dados; e o programa EON realiza a comparacao e classificacdo dos
compostos bases em seus mapas de superficie eletrostatica. Os parametros adotados para

ambos programas ndo foram alterados.

3.2.3. Selecdo de inibidores baseados em estrutura (GOLD)

Os programas de docking analisam a afinidade ligante-proteina e para essa etapa do
estudo foi utilizado o programa GOLD.

A localizacdo do centréide utilizado para a PMI de XAC foi x = 23.977, y = 15.659 e
z = 43.886 com uma esfera de 8 A. O tamanho dessa esfera foi modificado para algumas bases
de dados devido a problemas encontrados para alguns ligantes e, nesse caso, foi utilizado uma
esfera de 6 A e 60 de fitness. Para os estudos executados na PMI de Homo sapiens, para a
validacdo do modelo gerado, o centroide utilizado foi x = 20.21, y = 16.63 e z = 10.00 e com
uma esfera de 7 A.

3.2.4 Predicdo das propriedades farmacocinéticas e toxicologicas (QikProp e DEREK)

Ap0s os experimentos de triagem virtual realizados, somente as moléculas que passaram
pelo crivo de propriedades adequadas a um potencial defensivo agricola avancaram para a

proxima etapa, avaliando-se, principalmente, a potencial toxicidade dos compostos frente ao
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organismo humano. As moléculas foram avaliadas com respeito as suas propriedades
ADME/Tox, utilizando-se os programas QikProp (SCHRODINGER, [s.d.]) (da empresa
Schroedinger) e DEREK (MARCHANT; BRIGGS; LONG, 2008) (da empresa Lhasa).

Os compostos sobreviventes a predicdo de propriedades toxicoldgicas, foram
submetidos a analises farmacocinéticas realizadas pelo QikProp, os descritores analisados
foram: log CACO2, log MDCK, porcentagem de absor¢do oral e qualidade do modelo de
absorcéo oral humana. Foram rejeitados todos os compostos que tiveram valores de log CACO2
e log MDCK maiores ou iguais a 500, potencial de absorcdo oral maior ou igual a 80% e
qualidade do modelo de absor¢do humana igual a alta.

Na analise toxicoldgica realizada pelo DEREK, 0s compostos rejeitados foram aqueles

que apresentaram algum alerta de toxicidade segundo Custom Prediction e Lhasa Prediction.

3.3. Visualizacao Gréfica

Os programas utilizados para a visualizacdo grafica foram o Discovery Studio
(DASSAULT SYSTEMES BIOVIA, 2015) da empresa Biovia bem como o Maestro
(SCHRODINGER, 2018), da empresa Schroedinger.

O Discovery Studio foi empregado na visualizacdo da sobreposicdo dos modelos
obtidos pela modelagem de proteinas por homologia estrutural. Ja 0 Maestro foi utilizado na
andlise visual dos resultados obtidos a partir dos estudos de simulacdes de docking e,

consequentemente, na selecdao das moléculas finais.

3.4. Ensaios de atividade in vitro com a enzima PMI de Xanthomonas citri subsp. citri.

A enzima recombinante de XAC foi produzida por expressdo heterdloga em sistema
bacteriano e foi cedida por Alexandrino et al (dados ndo publicados) (LBBMA/ UFSCar- Séao
Carlos).

Durante o ensaio foi utilizado um sal dissédico hidratado de D-manose-6-fosfato (M6P)
da Sigma (cod. M6876-10) com pureza maior ou igual a 97% e um sal dissddico hidratado de
D-frutose-6-fosfato (F6P) da Sigma (cod. F3627-100) com pureza maior ou igual a 98%.
Ambos sais apresentam uma massa molar (MM) de 304,10 g/mol e foram diluidos em agua, de
modo a obter uma concentracao final de 0,3 M.

Uma solugdo estoque (em agua) de 0,1 M do inibidor DL03874928 (MM = 286,28
g/mol) e diluigcdes subsequentes a partir dessa solucdo-estoque foram feitas de modo a obter

concentracdes de 1 mM, 100 uM e 10 uM.
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O reagente de Seliwanoff utilizado para a detecgdo colorimétrica foi feito no mesmo dia
dos ensaios e consistiu em 0,025 g de resorcinol, e 50 mL de acido cloridrico concentrado para

um volume final de 50 mL.

3.4.1 Método de avaliacdo da atividade enzimética

Como dito anteriormente, a fosfomanose isomerase € uma enzima que atua na
interconversdo da frutose-6-fosfato (F6P) e da manose-6-fosfato (M6P). Com isso, a atividade
enzimatica foi realizada por meio de um teste de deteccao de frutose baseado em um método
colorimétrico (SHAHIDULLAH, M; KHORASANI, 1972) com o reagente de Seliwanoff.

O procedimento consistiu na adi¢cdo de 5 uL de uma solugdo contendo 0,3 M de M6P
(0,456 mg) em 95 pL de uma soluc¢do da enzima recombinante PMI de XAC em tampéo (50
mM Tris-HCI pH 8,0, 10 mM NaCl) para um volume final de 200 uL. Apds incubacdo da
mistura por 1h a 30°C foram adicionados 3 mL do reagente de Seliwanoff e a mistura foi
mantida a 100°C por 5 minutos.

Os ensaios foram feitos como um teste exploratério a 25°C e a leitura de absorbancia
foi realizada em comprimento de onda de 415 nm no leitor de microplacas iMark Microplate

Absorbance Reader (Bio-Rad). O experimento definitivo ja estd em andamento.

3.4.2 Avaliacdo in vitro da inibicdo da fosfomanose isomerase pelos compostos selecionados

A avaliagdo da inibicdo da PMI pelo composto DL03874928, um dos inibidores mais
promissores pois apresenta o maior numero de interagdes com 0s aminoacidos do modelo
gerado, foi realizada com a mesma metodologia do passo anterior.

Em cada um dos tubos foram adicionados 95 pL de enzima e 100 puL do inibidor nas
concentragdes de 10 uM, 100 uM e 0,1 M, de modo a obter as concentragfes finais de 5 uM,
50 uM e 50 mM (Tabela 2). Essa solu¢do foi incubada a temperatura ambiente por 10 minutos.
Em seguida, foram adicionados aos tubos 5 pL da solu¢gdo M6P 0,3 M; sendo que essa solucéo
formada por inibidor, enzima e substrato foi incubada por 1h a 30°C.

Passado o tempo de incubacdo, cada ensaio recebeu 3 mL de Reagente de Seliwanoff e
foi levado a fervura por 5 minutos. As absorbancias das solu¢des foram medidas com a ajuda
do leitor de microplacas iMark Microplate Absorbance Reader (Bio-Rad) sob comprimento de
onda de 415 nm.
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Tabela 2 - Dados referentes aos ensaios in vitro realizados para a fosfomanose isomerase recombinante de
Xanthomonas citri subsp. citri.

REAGENTES Volume (pL)

Controle Controle Reacdo com M6P e Concentracdes finais do inibidor

com com sem inibidor 5 uM 50 uM 50 mM
F6P M6P
M6P 0,3M 0 5 5 5 5 5
F6P 0,3M 5 0 0 0 0 0
Enzima 0 0 95 95 95 95
Inibidor 0 0 0 100 0 0
10 uM
Inibidor 0 0 0 0 100 0
100 pM
Inibidor 0 0 0 0 0 100
0,1M
Tampéo 195 195 100 0 0 0

(50 mMTris-HCI pH
8,0, 10 mM NacCl)
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

A seguir serdo apresentadas e discutidas as etapas para construcdo e validacdo dos
modelos de fosfomanose isomerase para Xanthomonas citri subsp. citri, e Homo sapiens.
Também serdo apresentados os resultados da triagem virtual para os inibidores de XAC e

avaliacdo in vitro para um dos compostos selecionados.

4.1 Construcéo do modelo da fosfomanose isomerase (PMI) para Xanthomonas citri subsp
citri (XAC)

A criacdo de um modelo tridimensional para uma proteina através da homologia
estrutural consiste na comparacdo entre duas ou mais sequéncias de proteinas similares. Para
gue esse método seja aplicado é necessario que pelo menos trés situacdes ocorram: (a) uma
estrutura proteica seja experimentalmente resolvida; (b) compartilhar um valor de identidade
sequencial acima de 25% com a proteina desejada; e (c) correto alinhamento entre as
sequéncias envolvidas (FOMBY; CHERLIN, 2011; MARTI-RENOM et al., 2000;
SCHWEDE et al., 2003).

A criacdo de um modelo é possivel devido a relativa conservacdo que ocorre no
enovelamento de uma determinada familia de proteinas ao longo da evolugdo. Assim, caso a
estrutura primaria de duas proteinas sejam similares, 0 modelo tridimensional tera grandes
chances de ser similar também. A criacdo de um modelo por homologia estrutural é constituida
por: pesquisa por sequéncias homdlogas, alinhamento das sequéncias, construcéo e avaliacao
do modelo (MARTI-RENOM et al., 2000; SANCHEZ; SAIL, [s.d.]).

Nos proximos tépico sdo apresentadas as 4 etapas de predicdo de modelagem de

proteinas por homologia estrutural aplicadas para construcdo do modelo de PMI de XAC.

4.1.1 Etapa de identificacdo da sequéncia de aprovacdo

A etapa inicial do processo de predi¢do de estruturas tridimensionais de proteinas é a
identificacdo de estruturas de proteinas homologadas por sequéncias em busca que possuam
dados cristalograficos, ou seja, sua estrutura resolvida e relatada em um banco de dados de
estruturas cristalograficas, como o PDB. Para maior confiabilidade do modelo gerado, é
desejavel que as identidades sequenciais estejam acima de 25% em relacdo a sequéncia de
proteinas em estudo (RODRIGUEZ; VRIEND, 1997).

Para a constru¢cdo do modelo da PMI inicialmente obtivemos o sequenciamento de
aminoacidos da mesma através do banco de dados GenBank (AAM38423.1) (“NCBI-National
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Center for Biotechnology Information”, 2018). Em seguida, utilizando o algoritmo do servidor
online BLASTYp foi possivel identificarmos proteinas com estruturas cristalinas disponiveis no
PDB e que detém identidades sequenciais acima de 25% compartilhadas com a PMI de
interesse.

O algoritmo BLAST (Basic Local Alignment Search Tool) disponibilizado pelo NCBI
(National Center for Biotechnology) detecta similaridades entre sequéncias nucleotidicas ou
de proteinas. Os programas da familia BLAST foram feitos para comparar: a) sequéncias de
consultas de DNA,; b) proteinas com bancos de dados de DNA; e c¢) proteinas em qualquer
combinacdo (ALTSCHUL et al., 1990).

Uma das variantes dos algoritmos da familia BLAST é o BLASTp, utilizado para
comparacOes entre sequéncias de proteinas, através de uma busca por 3 aminoacidos
semelhantes (hit) da sequéncia-modelo em outras sequéncias depositadas em diversos bancos
de dados. Os alinhamentos desses hits recebem uma pontuacdo chamada de escore e, depois, a
andlise é expandida nos dois lados para o restante da sequéncia-modelo com o intuito de se
obter um maior escore.

Uma outra pontuacdo analisada pelo BLAST € o e-value, com o intuito de determinar
a aleatoriedade com que uma sequéncia homodloga foi obtida. Essa pontuagdo indica a
probabilidade de se encontrar um alinhamento em outra sequéncia, aleatoriamente. Por isso,
quanto menor o valor de e-value, mais confiavel é o resultado obtido.

Por fim, um outro resultado importante fornecido pelo BLAST é a porcentagem de
identidade sequencial, a qual é responsavel por mostrar o grau de correspondéncia entre duas
subsequéncias. Nesse caso, valores entre 18-25% indicam uma potencial semelhanca
estrutural, enquanto valores iguais ou maiores a 25% indicam adicionalmente uma potencial
semelhanca de funcéo

Portanto, neste trabalho, o algoritmo BLASTp ajudou a detectar 3 estruturas
homdlogas a PMI (PDB ID 2CU2, 2X5S e 2QH5), com percentual de identidade sequencial
de 36% e 38%, além de altas resolucdes cristalograficas (de 1,9 a 2,35 13'\), tidas como
adequadas para a modelagem por homologia (ou comparativa). Foi detectada também uma
quarta estrutura, sendo essa a Unica contendo ligante (o substrato) no sitio ativo (PDB ID
1H5R) e que apresenta 29% de identidade (Figura 5) (Tabela 3).
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Figura 5 - Resultado obtido pelo BLASTp na procura de proteinas similares a fosfomanose isomerae de
Xanthomonas citri subsp. citri (PDB ID: 2X5S, 2QH5, 2CU2 e 1H5R)

Max | Total Query

Description score |score | cover uallzue Ident Accessior

Chain A_Crystal Structure Of Mannose-6-| Isomerase From Helicobacter Pylor 207 207 97% 3e-65 40% 2QHS5 A
Chain A_Crystal Structure Of T. Maritima Gdp-Mannose Pyrophosphorylase In Apo State 177 177 97% 1e-53 40% 2X58 A
Chain A_Crystal Structure Of Mannose-1-Phosphate Geranyltransferase From Thermus Thermophilus Hb8 171 171 97% 6Ge-b1 38% 20UZ A
Chain A_Crystal structure of glucose 1-phosphate thymidylyliransierase from Aneurinibacillus thermoaerophilus 412 412 67% 8e-04 29% 4HOO A
Chain A _Thymidylyltransferase Complexed With Tmp 381 381 69% 0.007 29% 1H5S8 A
Chain D,_Thymidylyltransferase Complexed With Tmp 381 381 67% 0007 29% 1455 D
Chain A _Crystal Structure Of Glucose-1-phosphate Thymidylyitransferase, Rmila, Complex With Dtdp 317 377 67% 0.009 25% 1LVW A
Chain A_Thymidylyliransferase Complexed VWith Thymidylyl ie- Glucose 370 370 67% 0018 29% 1H5T A
Chain B, Thymidylyltransferase Complexed With Thimidine And Glucose- 1-Phospate 366 366 67% 0.019 29% 1HSR B
Chain A, Crystal Structure Of Glucose-1-phosphate Thymidylyliransferase From Burkholderia Vietnamiensis In Complex With 2 -deoxyuridine-5- Monophosphate And 2-deoxy-thy 35.8 358 11% 0.045 58% 5IFY A

Chain A _Wycobacterium tuberculosis RmiA in complex with dTDP-glucose 354 354 94% 0.055 26% GBSE A
Chain A _1 89T VARIANT OF 5. ENTERICA RmlA 347 347 67% 0.099 28% 1MP3 A

Fonte: (“NCBI-National Center for Biotechnology Information”, 2018)

As estruturas selecionadas (PDB ID 2QH5, 2X5S, 2CU2 e 1H5R) séo as seguintes
enzimas: manose-6-fosfato isomerase, GDP-manose pirofosforilase, glicose-1-fosfato
timidiltransferase e uma timidililtransferase.

A manose-6-fosfato isomarase e a GDP-manose pirofosforilase realizam ambas
atividades desempenhadas pela PMI de XAC, isto é, a isomerizacdo entre manose-6-fosfato e
frutose-6-fosfato e a transferéncia de manose-1-fosfato (M1P) para a guanosina trifosfato
(GTP). Por fim, a glicose-1-fosfato timidiltransferase e a timidililtransferase realizam a
transferéncia de timildila produzindo, por exemplo, a DTDP-glicose.

Devido ao fato de 0 modelo a ser gerado ser de interesse para os estudos de descoberta
de novas moléculas baseados em estruturas, a escolha da estrutura cristalografica para sua
construcdo levou em consideracdo a presenca de um ligante complexado no sitio da proteina.
Assim, a escolha da proteina homologa, usada para prever uma estrutura PMI XAC, foi a cadeia
B da proteina com cddigo PDB 1H5R (Escherichia coli, cepa K12 timidililtransferase) (Tabela
3). Como todas as estruturas apresentam uma identidade acima de 25%, elas compartilham

com a estrutura de interesse uma potencial semelhanca estrutural e de funcéo.

Tabela 3 - Resultados de identidade e e-value de sequéncias de proteinas obtidas no servidor online BLAST
usando o algoritmo para proteinas (BLASTp) na triagem de proteinas homologadas a fosfomanose isomerase de
Xanthomonas citri subsp. citri.

PDB ID Identidade E-value

2QH5_A 38% 7x10°%
2X55 A 38% 5x10°%4
2CU2_A 38% 2x107°°
1H5R_B 29% 0,033

Fonte: o autor.
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Em posse das sequéncias homdlogas a sequéncia em estudo, o préximo passo é
determinado pelo alinhamento das sequéncias e sua avaliagdo. Para aproximar o maior nimero
possivel de opcdes, permitindo a construcdo de um modelo mais confidvel, o alinhamento foi

realizado com as cinco sequéncias obtidas.

4.1.2 Etapa de alinhamento das sequéncias

A partir dos resultados obtidos com o BLASTp, foram feitas cinco propostas de
alinhamentos. Quatro dos cinco alinhamentos propostos foram feitos entre a sequéncia da
proteina de interesse e as sequéncias das proteinas provenientes do BLASTp individualmente.
O outro alinhamento refere-se a um alinhamento multiplo aliado ao refinamento que foi feito
para evitar delecdes e/ou insercGes em elementos de estrutura secundaria.

O alinhamento das sequéncias foi realizado atraves do servidor online Clustal Omega,
aliado a sobreposicdo das quatro estruturas provenientes do PDB ID: 2QH5 A, 2X5S A,
2CU2_A e 1H5R_B, feita por intermédio do programa Discovery Studio de modo a verificar

a qualidade do alinhamento (Figura 6).

Figura 6 - Alinhamento multiplo final das sequéncias de fosfomanose isomerase e as respectivas as estruturas
indicadas como homdlogas pelo BLASTp (PDB ID 1H5R, 2CU2, 2X5S e 2QH5) obtido pelo Clustal Omega.

1H5R —MKMRKGIILAGGSGTRLYPVTMA-VSKQLLPIYDKPMIYYP-LST-LMLAGIRDILIIS 56
2CU2 —--MKTYALVMAGGRGERLWPLSREDRPKPFLPLFEGKTLLEATLERLAPLVPPERTLLAV 58
2X5S ———-VMKALILAGGSGERFWPLSTPETPKQFLKLEFGNKSLMRWTFERVLEEMDPKDVIVVT 57
20QH5 MSLKIKNILLSGGSGKRLWPLSRSLYPKQFLKLFDHKSLFELSEFKRNASLVDET-LIVCN 59
XANTHO ~MSDVLPITLSGGSGTRLWPLSRESYPKQFLPLVGDKSMLQOSTWLRAAPVAGHAPIVVAN 59

ee e kk kK ke ok * ek

1H5R TPODTPRFQQOLLGDGSQWGLNLQYKVQPSPDGLAQAFIIGEEF---IGGDDCALVLGDN- 112

2CU2 RRDQE-———— AVARPYA--DGIRLLLEPLGRDTAGAVLLGVAEALKEGA-ERLLVLPADH 110
2X58 HKDYVERTKKEL--PEL--PDENIIAEPMKKNTAPACFIGTKL---ADDDEPVLVLPADH 110
20QH5 EKHYFLALEEIKNEIKN--KSVGFLLESLSKNTANAIALSALM---SDKEDLLIVTPSDH 114
XANTHO EEHRFMAAEQLQ-QLGV--KPSAILLEPKGRNTAPAIAVAALEATRDGADPLLLVLPSDH 116
ok . HE
1HSR  ————— IFYGHDLPKLMEAAVNKESGATVFAYHVNDPE-RYGVVEFDKNG————- TAIS-L 160
2CU2 YVGDDEAYREALATMLEAA-E-EGFVVALGLRPTRPETEYGYIRLGPRE-GAWYRGEGFV 167
2X58 RIPDTKKFWKTVKKALDAL-EKYDGLFTFGIVPTRPETGYGYIEIGEELEEGVHKVAQFR 169
20QH5 LIKDLOAYENATKKAIDLA-Q-KGFLVTFGVSIDKPNTEFGYIESPNGL-—-—-—— DVKRFI 167
XANTHO VIQONEAAFQAAVTLAATAA-E-QGKLVTEFGIKPTAPETGYGYIKASAGA--GASAVERFEV 172
*: :*
1H5R EEKPLEPKSNYAVTGLYFYDNDVVQMA-———=———— KNLKPSARGELETI--=-=-===————— 200
2CU2 EKPSYAEALEYIRK-GYVWNGGVFAFAPATMAELFRRHLPSHHEALERLLAG———————— 218
2X58 EKPDLETAKKFVESGRFLWNSGMFLWKAREFIEEVKVCEPSIYENLKDV-—-==—==———— D 219
20QH5 EKPSLDKAIEFQKSGGFYFNSGMFVFQAGVFLDELKKHAPTILKGCERAFESLENAYFFE 227
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XANTHO EKPDLATAQSYLASGEYYWNSGMFLFRASRYLEELRKFHPATADACQKAWENGKRDADF- 231

* . . e . . * .
1JHBR T - TDINRIYLEQGRLSVAMMGRGYAWLDTGTHQSLIEASNFIATIE 244
2CU2 -—-—--ASLEEVYAGLPKISIDYG-VMEKAERVRVVLGRFPWDDVGNWRALERVFSQDPHEN 273
2X58 PRNFEELKKAYEKVPSISVDYA-VMEKSKKVRVVKADFEWSDLGNWSSVREIEGYTEES- 277
2QH5 KKIARLSEKSMQODLEDMSIDIA-LMQQSHKIKMVELNAKWSDLGNFNALFEEAANEPKEN 286
XANTHO ———-TRLDKDAFAASPSDSIDYA-VMEKTADAVVVPLDAGWNDVGSWSSLLDVSNQDAQGN 287
R
1H5R ER--QGL--KVSCPEEIAF-RKGFIDVEQVRKLA-—-—-—-——-— VPLIKNNYGQYLYKMTKDS 292
2CU2 VVLGEGRHVALDTFGCVVYADRGVVATLGVSGLVVAKVGDEVLVVPKDWAREVREVVKRL 333
2X58 —-—--DEVIL--VDSDRVFVKTHNKPIAVVGLSDVIVIDTPNGILICKEEYAQKVREVVKKL 332
20QH5 VSLNQTPV-=-—————— FAK-ESEEGHHHHHH----———-"-"-"-"-""""""""""""""-"—"——— 308

XANTHO AHHGDVIQ--LDCONTYAY-GSRLIAMVGLEDVVVVETPDAVLVGHRDRIQEVKDVVSQI 344

1HS5R N-—mmm e 293
2CU2 EAQE - —————mm oo 337
2X58 FRIS-———==——— === 336
2QH5 308

XANTHO KTAGRSEATWHRKVYRPWGAYDSIDMGQRHQVKRITVKPGAVLSLOMHHHRAEHWIVVSG 404

293
337
336
308
TAEVTRGEEVLLLTENQSTYIPLGVTHRLRNPGKLPLELIEVQSGSYLGEDDIVRFEDTY 464

1H5R -—= 293
2CU2 - 337
2X58 - 336
2QH5 - 308
XANTHO GRA 467

A simbologia de asterisco (*) representa a presenca de um Unico residuo totalmente conservado, dois pontos (:) indica a
conservacgdo entre grupos de propriedades fortemente semelhantes e um ponto (.) indica a conservacao entre grupos de
propriedades fracamente semelhantes.

Fonte: o autor

Essa sobreposicao estrutural nos permitiu visualizar os consensos de todas as estruturas
secundarias das proteinas de referéncia, entre hélices-alfa e fitas de folha-beta. Devido a isso,
pudemos analisar se as insercdes ou dele¢des sugeridas pelo Clustal Omega estavam de acordo
com o esperado, estruturalmente falando. Apds a anélise dos alinhamentos, juntamente com as
sobreposicdes das estruturas de referéncia, obteve-se o alinhamento final.

Comparando ambos alinhamentos, aquele obtido pelo Clustal Omega e aquele apos a

etapa de refinamento, pode-se observar algumas diferencas. Foram acrescentados alguns GAPs
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entre as estruturas PDB ID 1H5R, 2CU2, 2X5S e 2QH5 devido as sobreposi¢des, porém, o mais

evidente ocorre na estrutura PDB 1D 2QHS5, em que é necessario um GAP entre os aminoacidos

glicina (G11) e tirosina (Y12) como indicado na Figura 7.

Figura 7 - Alinhamento multiplo final das sequéncias de fosfomanose isomerase e as respectivas as estruturas

indicadas como homologas pelo BLASTp (PDB ID 1H5R, 2CU2, 2X5S e 2QHS5) apds o refinamento.

1H5R
2CU2
2X5s
2QH5

PMI

1H5R
2CU2
2X5s
2QH5

PMI

1H5R
2CU2
2X5s
2QH5

PMI

1H5R
2CU2
2X5s
2QH5

PMI

1H5R
2CU2
2X5s
2QH5

PMI

-KMRKGIILAGGSGTRLYPVTMA-VSKQLLPIYD-KPMIYYPLSTLMLAGIR--DILIIST
-MKTYALVMAGGRGERLWPLSREDRPKPFLPLFEGKTLLEATLERLAPL-VPPERTLLAVR
--VMKALILAGGSGERFWPLSTPETPKQFLKLFGNKSLMRWTFERVLEE-MDPKDVIVVTH
-LKIKNILLSG-—————=——————— YPKQFLKLFDHKSLFELSFKRNASL-VD--ETLIVCN

MSDVLPIILSGGSGTRLWPLSRESYPKQFLPLVGDKSMLOSTWLRAAPV-AG-HAPIVVAN

srckk ok k. ook. . * %k ok *

PQDTPRI;"Q.QQLLGDGSQWGLNL— - —QYKVQPSPDGLAQAFI IGEE---FIG---GDDCALVLG
RDQEAVAR-PYADG---—-~ I---RLLLEPLGRDTAGAVLLGVA---EALKEGAERLLVLPA
KDYVERTKKELPE-----~- LPDENIIAEPMKKNTAPACFIGTKL---AD--DD-EPVLVLPA
EKHYFLALEEIKNEIK--NKSV-GFLLESLSKNTANATALSALM---SD--KE-DLLIVTPS

EEHRFMAAEQLQO-QOLG--VKPS-AILLEPKGRNTAPAIAVAALEATRDG--AD-PLLLVLPS

DNiFYG—HDLPKLMEAAVNK—ES——éATVFAYéV&DPé;;YGVVEFéKN———i—GTAiéLEE
DHYVGDDEAYREALATMLEAAEEG-FVVALGLRPTRPETEYGYIRLGPREG-AWYRGEGFVE
DHRIPDTKKFWKTVKKALDALEKYDGLFTFGIVPTRPETGYGYIEIGEELEEGVHKVAQFRE
DHLIKDLQAYENAIKKAIDLAQKG-FLVTFGVSIDKPNTEFGYIESP----NGLD-VKRFIE
DHVIQNEAAFQAAVTLAATAAEQG-KLVTFGIKPTAPETGYGYIKAS--AGAGASAVERFVE

*:o. : : : HN : : *ok ok oo : : *

KP-—---- LEP—;K—SNYAVTéiYéYDN—DVVQMAKNLKPSAR ————————————————————
KPSYAEALEYIRK-GYVWNGGVFAFAPATMAELFRRHLPSHHE-ALER-LLAGAS-—-—--—---
KPDLETAKKFVESGRFLWNSGMFLWKAREFIEEVKVCEPSIYENLKDVDPRNFEE-—————-—
KPSLDKAIEFQKSGGFYFNSGMEFVFQAGVEFLDELKKHAPTILK-GCER-AFESLENAYFFEK

KPDLATAQSYLASGEYYWNSGMFLFRASRYLEELRKFHPAIAD-ACQK-AWENGKRDADET -

* % * . *oe . . *

————————————— éELEin—iﬁﬁiYLEQGRLS&AMMGR&YAWLDTGTHQSLIEASN
————— LEEVYAGLPKISIDYGVMEKA-E--RVRVVLGR--FPWDDVGNWRALERVFS
————— LKKAYEKVPSISVDYAVMEKS-K--KVRVVKAD--FEWSDLGNWSSVREIEG
KIARLSEKSMQDLEDMSIDIALMQQOS-H--KIKMVELN--AKWSDLGNFNAL-----

--TRLDKDAFAASPSDSIDYAVMEKTI-A--DAVVVPLD--AGWNDVGSWSSL-----

57

59

58

57

59

110

108

108

110

114

162

168

170

175

182

195

220

225

226

232

238

267

272

273

277

Os aminodacidos com coloragéo azul escuro pertencem a folha B enquanto que aqueles com coloragdo verde pertencem as
a-hélices. Os amino&cidos que tiveram seus rotdmeros modificados estdo realgados em azul. A simbologia de asterisco (*)
representa a presenca de um Unico residuo totalmente conservado, dois pontos (:) indica a conservagdo entre grupos de
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propriedades fortemente semelhantes e um ponto (.) indica a conservacdo entre grupos de propriedades fracamente
semelhantes.

Fonte: o autor.

A parte final da sequéncia da XAC (a partir do aminoacido 345) foi descartada devido
ao ndo alinhamento com as outras sequéncias selecionadas e tal passo é possivel pois essa regido
ndo esta associada ao sitio ativo do modelo a ser gerado. Além disso, o alinhamento apresenta

valores de 58% de identidade e 33% de similaridade no sitio ativo.

4.1.3 Etapa de construcdo e avaliacdo do modelo

Apo6s a conclusdo da etapa de alinhamento, a proxima etapa a ser conduzida € a
construcao do préprio modelo. Tal passo foi possivel através do programa MODELLER, que
gerou 5 hipéteses de modelo.

Além da construcdo do modelo, MODELLER pode realizar tarefas auxiliares
adicionais, incluindo atribuicdo de “voltas”, alinhamento de duas seqliéncias de proteinas ou
seus perfis (MARTI-RENOM et al., 2000), alinhamento maltiplo de sequéncias de proteinas
e/ou estruturas (ESWAR et al., 2007), calculo de arvores filogenéticas e modelagem de alc¢as
ou loops em estruturas de proteinas (FISER; SALI, 2003).

Para a constru¢cdo de um modelo tridimensional, 0 MODELLER utiliza algumas
restricbes espaciais definidas entre as sequéncias escolhidas e o molde. Algumas dessas
restricdes sao: distancias e angulos diedros, comprimento e angulos de ligacdo e restricdes
criadas manualmente como, por exemplo, enovelamento da estrutura secundaria, ligacGes
cruzadas, entre outros.

Primeiramente, sdo analisadas as distancias existentes entre 0s residuos das sequéncias
alinhadas, enquanto, que os comprimentos de ligacbes, angulos de ligacdo e de diedro sédo
provenientes do alinhamento com o modelo. Em seguida, utiliza-se uma fungéo objetiva para
determinar os comprimetos e angulos de ligacao entre &tomos nao-ligados. Apos esses passos,
surge um modelo por satisfacdo dessas restricdes espaciais. Subsequente ao surgimento do
modelo, pode ocorrer uma avaliacdo e modelagem das regides de algas/loops através de um
algoritmo, seguido pela otimizagdo estrutural do modelo gerado (ESWAR et al., 2007
SANTOS FILHO; BICCA DE ALENCASTRO, 2003).

Em posse dos modelos gerados, 0 proximo passo é a etapa de avaliacao para determinar

0 modelo mais confidvel e adequado para novos estudos. Na etapa de avaliagdo, é aconselhavel
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avaliar a presencga de contatos atdmicos bons ou ruins e também comparar os residuos do
modelo com base nos pardmetros observados nas estruturas proteicas cristalograficas de alta
resolucdo. Esses estudos foram desenvolvidos com o servidor on-line WHATIF e o programa
PROCHECK, respectivamente, e os principais resultados séo exibidos na Tabela 4.

O servidor online WHATIF analisa contatos atdbmicos gerando pontuac6es para cada
residuo e, adicionalmente, proporciona um ambiente flexivel para exibir, manipular e analisar
pequenas moléculas, proteinas, acidos nucléicos e suas interacfes, para validacdo e correcao
de estruturas protéicas.

O PROCHECK (LASKOWSKI et al., 1993) realiza uma validacdo estereoquimica
através da comparacdo entre os residuos do modelo com base em pardmetros observados em
estruturas de proteinas de alta-resolucdo cristalografica. Uma das medidas geradas por esse
programa é o General Factor (G-Factor), o qual, este ultimo, consiste em uma média da
estereoquimica geral do modelo.

Dados os resultados obtidos pelo WHATIF, pode-se observar que a melhor hipotese
avaliada foi a Hipotese 4, que obteve uma pontuacdo total - 0,758, sendo que o valor de
referéncia para este estudo € - 0,813, que corresponde ao escore geral da estrutura cristalografica
(PDB ID 1H5R) usada como referéncia (Tabela 4).

Outro ponto de atencdo sao as regifes identificadas do Grafico de Ramachandran. O
Diagrama Ramachandran é dividido em quatro regides: altamente favoravel, favoravelmente
permitido, generosamente permitido e proibido. Quando um aminoacido estd na regido
proibida, isso significa que qualquer distancia interatbmica entre atomos nao ligados é menor
que a distancia de Van der Waals correspondente a esses atomos. No caso da Hipdtese 4,
nenhum residuo de aminoacido é encontrado na regido proibida, favorecendo sua selecdo como
modelo (Tabela 4).

Um ponto importante a considerar é o fator G, uma pontuacdo baseada nos parametros
estereoquimicos observados de uma determinada estrutura. No caso do modelo PMI, as
hipdteses apresentaram um fator G de - 0,1, um valor que esta dentro da regido para uma

proteina com uma resolucio de 1,9 A (referente ao 1H5R) (Tabela 4).
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Tabela 4 - Apresentacdo dos resultados da Pontuacdo Geral (WHATIF), Regides Proibidas (Ramachandran) e
Fator G (PROCHECK) obtidos na etapa de validacdo dos modelos gerados.

Modelos Pontuacéo Geral Regibes Proibidas G-Factor
(WHATIF) (Ramachandran Plot)
1H5R -0.813 1 0
Hipdtese 1 - 0.697 0 -0.1
Hipotese 2 -0.745 1 -0.1
Hipotese 3 -0.734 0 -0.1
Hipotese 4 -0.758 0 -0.1
Hipotese 5 - 0.667 1 -0.1

Fonte: o autor

Devem ser analisadas nesta fase do processo, as conformacbes dos residuos de
aminoacidos que fazem parte do local de interagdo em estudo. Essa inspe¢édo visual tem como
objetivo analisar e, se necessario, modificar a conformacdo de determinados residuos atraves
do uso de uma biblioteca de rotdmeros. A escolha do melhor rotdmero deve levar em
consideracdo a direcdo dos residuos da estrutura utilizada como referéncia para o
desenvolvimento do modelo e a auséncia de contato com os residuos vizinhos.

Destacamos que, para 0 modelo PMI gerado (Figura 8) foi necessario modificar alguns
residuos, o que pode ser visto na Figura 7. Com essa mudanca de rotameros, o valor de
WHATIF para a hip6tese 4 foi alterado para - 0.782, aproximando-se do valor da estrutura de
referéncia (1H5R), além de estar entre - 1 e - 0,5 indicando que se trata de um bom modelo.

Na figura 8 é apresentado o modelo gerado para a PMI de XAC com o programa
Modeller, em que é possivel observar a presenca das estruturas secundarias (alfa-hélices, folhas

beta e algas) além de mostrar o seu enovelamento tridimensional.
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Figura 8 - Modelo gerado para a fosfomanose isomerase de Xanthomonas citri subsp. citri. utilizando o
programa MODELLER.

Fonte: o autor.

A sobreposicdo do modelo gerado (hipotese 4) com a estrutura referéncia (PDB ID
1H5R) revela ainda dados importantes que aumentam a confiabilidade do modelo obtido
(Figura 9). Pode ser observado, na regido do sitio ativo, que os residuos de aminoécidos
descritos por Zuccotti et al. (2001) como responsaveis pela formacdo do complexo ligante-
PMI, GInl147, Glul62 e Val173, permanecem alocados ha mesma regido, quando comparado o
modelo com a estrutura de referéncia de PDB ID 1H5R (Figura 9). Porém, no modelo criado
baseado na sequéncia da XAC, o amino&cido valina é substituido por uma asparagina, mas
ambos (asparagina do modelo e valina da estrutura referéncia) apresentam-se na mesma regido

e sobre a mesma conformacao de cadeia principal (Figura 9).
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Figura 9 - Modelo final da fosfomanose isomerase de Xanthomonas citri subsp. citri, obtido por
modelagem comparativa, com destaque para alguns aminoacidos presentes no sitio ativo.

Em cor azul, os residuos pertencentes ao modelo que ficaram alocados na mesma regido observada para
a estrutura aqui usada como referéncia (PDB ID 1H5R), que se encontra na cor vermelha.
Fonte: o autor.

4.1.4 Avaliacdo dos angulos diédricos ¥ versus ¢ através do Diagrama de Ramachandran

O Diagrama de Ramachandran, fornecido pelo PROCHECK, é uma ferramenta de
analise importante pois indica erros na estrutura terciaria dessas macromoléculas. O diagrama
é dividido em regides energeticamente favoraveis e desfavoraveis e mostra quais residuos se
encontram em tal regifes, permitindo uma avaliagcdo de qualidade dos modelos tedricos ou
experimentais (RAMACHANDRAN et al., 1963).

No gréfico € possivel observar dois eixos contendo os angulos da cadeia principal, Phi
e Psi (Figura 10), com valores entre -180° e +180°, compreendendo todas as combinacdes
energeticas/conformacdes possiveis que 0s residuos de aminoécidos podem adquirir de acordo
com esses angulos diedros (RAMACHANDRAN et al., 1963). Entretanto ha dois aminoacidos
que podem ser encontrados em regides desfavoraveis, mas nao causariam dano; sdo eles: glicina

e prolina.
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Figura 10 - Angulos diedros de uma proteina evidenciando os angulos Phi e Psi.

N-terminal
—

Fonte: Sancho, n.d.

A glicina possui apenas um hidrogénio como cadeia lateral, sendo menos estericamente
impedido em comparacdo com outros aminoacidos. Este fato permite com que a cadeia
polipetidica dos residuos de glicina assuma conformagdes que sdo ‘proibidas’ para outros
residuos. Assim, a glicina ocorre frequentemente em regides de proteinas onde qualquer outro
residuo seria estericamente impedido. Por outro lado, a prolina € um iminoéacido e possui uma
cadeia lateral ciclica, tornando sua rotacéo restrita em torno da ligagdo. No caso da prolina, 0s
valores de phi sdo restritos a valores em torno de - 60° e, portanto, trata-se do residuo de
aminoacido mais conformacionalmente restrito.

O gréfico obtido para 0 modelo PMI gerado (Figura 11) ndo indicou angulos phi e psi
desfavoraveis para os residuos presentes no modelo, especialmente na regido do local de
interacdo. O modelo apresentou 91,6% de seus residuos em regides altamente favoraveis e,
embora o residuo ASN88 aparega em uma regidao “generosamente permitida”, seus angulos de

tor¢do foram “herdados” das estruturas cristalograficas utilizadas como referéncia.
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Figura 11 - Diagrama de Ramachandram de Xanthomonas citri subsp. citri obtido pelo PROCHECK: 91,6%
de residuos em regides favoraveis, 7,9% de residuos em regides permitidas, 0,4% de residuos em regides

generosamente permitidas e 0% de residuos em regides proibidas.
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Estatisticas de plotagem

Residuos em regifes mais favoraveis [A,B,L] 219 91.6%
Residuos em regides adicionais permitidas [a,b,l,p] 19 7.9%
Regifes em generosamente permitidas [~a, ~b, ~I, ~p] 1 0.4%
Residuos em regides proibidas 0 0.0%
Numero de residuos néo glicinas e ndo prolinas 239 100.0%
Numero de residuos finais (exc. Glicina e prolina) 2

Numero de residuos de glicina (mostrados como 19

triangulos)

Numero de residuos de prolina 17

Numero total de residuos 277
Com base na anélise de 118 estruturas de resolucéo de pelo menos 2.0 A e fator R n&o superior a 20%, espera-
se que um modelo de boa qualidade tenha mais de 90% nas regides mais favorecidas.
Fonte: o autor.

4.1.5 Qutros pardmetros importantes para a analise (Suite SAVE v5.0)

Outras ferramentas importantes para analisar um modelo de proteina predito podem ser
encontradas no pacote SAVE v5. O uso do PROCHECK permite a analise da planaridade das
ligacOes peptidicas, contatos atbmicos fracos, distor¢do tetraédrica dos carbonos alfa, energia
das ligagdes hidrogénio e fator G. Para 0 modelo PMI gerado, todos os valores estdo dentro dos
valores esperados para estruturas de proteina de resolucdo de 1,9 A (referindo-se & estrutura
PDB ID 1H5R, usada aqui como referéncia para modelagem) (Figura 12) e a distorcéo

tetraédrica dos carbonos alfa apresentou uma melhor valor que o cristalografico.
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Figura 12 - Resumo da avaliacao estereoquimica do modelo selecionado construido por homologia estrutural
para fosfomanose isomerase de Xanthomonas citri subsp. citri., com um G-Factor de -0.1 e distorc¢éo tetraédrica
do carbono alfa de -0.1.
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Fonte: o autor.

Os parametros apresentados juntos nas Figuras 11 e 12 ajudam a avaliar a qualidade
estereoquimica geral do modelo selecionado. Os gréaficos mostram que o modelo obteve valores
dentro do intervalo de referéncia PROCHECK e, ao analisar os valores apresentados pelo
WHATIF para os amino&cidos pertencentes ao local de interacdo do PMI, nenhum apresentou
valores abaixo de -5, que, se existirem, devem ser revisados e reformados.

Além das ligacBes atbmicas que ocorrem na cadeia peptidica, hd também interacGes
entre &tomos ndo-ligados. A estrutura terciaria de uma proteina é altamente dependente dessas
interacOes e existem seis tipos de interacBes provaveis entre &tomos ndo ligados e elas ndo
ocorrem aleatoriamente. Assim, é possivel através do programa ERRAT identificar regifes e
fazer uma na anélise estatistica dessas interacoes.

O ERRAT (COLOVOS; YEATES, 1993) analisa as interacOes intermoleculares entre
atomos diferentes no modelo em comparacgdo com estruturas altamente refinadas, gerando um
gréafico de uma funcéo de erro por uma janela formada por nove residuos. De um modo geral,
¢ um método mais eficaz que a Perfil 3-D proposto por Bowie e colaboradores (BOWIE;
LTCY; EISENBERG, 1990), porém néo é melhor que o PROCHECK.
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Observando o gréfico desenvolvido pela ERRAT para o modelo PMI (Figura 13), é
possivel identificar trés regides distintas: uma verde, uma amarela e uma vermelha. A regido
verde mostra que todos os aminoacidos estdo dentro dos valores esperados para estruturas
altamente resolvidas e refinadas. A regido amarela corresponde aos aminoacidos que excedem
0 resultado esperado e podem ser rejeitados com 95% de confianca. Espera-se que uma boa
estrutura proteica tenha 5% de sua estrutura nessa regido. Finalmente, as regides vermelhas sao
aquelas que podem ser rejeitadas com 99% de confianca. O modelo gerado para o PMI possui
poucas regides amarelas e apenas um nico aminoacido na regido vermelha (Alal67). Nenhum
aminoacido presente nessas regifes faz parte do site ativo; portanto, ndo havera problemas para
testes futuros. Além desses dados, o fator de qualidade, valor relacionado as interac6es atbmicas
ndo ligadas de 85.5019, determina uma estrutura de alta qualidade (resultado para valores acima
de 50).

Figura 13 - ERRAT obtido para o modelo de fosfomanose isomerase gerado de Xanthomonas citri subsp. citri
com um fator de qualidade de 85.5019.

Quality Factor: A: 85.5019 | PDF | PostScript | Log

ERRAT Error Values

99% Error [118.7744

95% Warning

A barra vermelha indica o aminoacido com erro acima de 99%, as barras amarelas indicam regifes com erros
entre 95% e 99% e as barras verdes indicam as regibes com menor porcentagem de erro para dobrar proteinas.
Fonte: o autor.

Outra andlise interessante é verificar se um residuo de aminoacido corresponde ao
ambiente em que esta, ou seja, se hd compatibilidade do modelo com sua sequéncia de
aminoacidos. Essa analise pode ser realizada usando o Verify-3D.

O VERIFY 3D (LUTHY; BOWIE; EISENBERG, 1992) analisa a compatibiliade entre
0 modelo 3D e a sua sequéncia de aminiécido, baseado na localizagdo (alfa, beta, loop) e uma
sequéncia de ambientes quimicos (polar, apolar), utilizando uma matriz proposta por Bowie e
colaboradores (BOWIE; LTCY; EISENBERG, 1990). Essa matriz permite uma analise de
probabilidade de se encontrar os 20 aminoacidos em diferentes ambientes quimicos, com base
no tipo de aminoacido e natureza do ambiente quimico. Em seguida, € realizado o alinhamento

entre 0 modelo 3D e a sequéncia de aminoacidos; permitindo detectar as regides mal resolvidas.
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No estudo do PMI, pode-se observar que pelo menos 80% dos aminoacidos tiveram
uma pontuacdo igual ou superior a 0,2 no perfil 3D-1D (Figura 14). Além disso, ha uma regiéo
(Ala66 a Leu82) que caiu abaixo do limite, indicando uma provavel dobra nessa regido, no

entanto, ndo é motivo de preocupac¢éo porque nao esta na regido do site ativo do modelo.

Figura 14 - Verify-3D obtido para o0 modelo de fosfomanose isomerase gerado de Xanthomonas citri subsp.
citri: 91.70% dos aminodacidos obtiveram uma pontuacdo igual ou superior a 0,2.

Fonte: o autor.

Finalmente, como Ultima analise, é possivel verificar o volume dos &tomos. O programa
PROVE correlaciona o volume obtido para cada aminoacido da proteina com os volumes de
proteinas de alta resolucéo.

Como resultado, o PROVE fornece um valor de pontuagdo chamado Z-score que
corresponde ao desvio estatistico programado de estruturas altamente resolvidas e refinadas.
No caso do modelo PMI em estudo, tanto o Z-score quanto o Z-score RMS estavam acima da
regido de interesse; sendo que o Z-score possui uma média de 0,274 e 0 Z-score RMS com
valor de 1,539 (Figura 15). Além disso, 4,6% dos residuos analisados foram considerados
outliers, indicando que mais atencdo deve ser dada ao modelo. No entanto, juntamente com
todas as outras analises realizadas, pode-se determinar que este € um modelo confiavel para o

PMI de XAC, e permite dar continuidade aos estudos.
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Figura 15 - PROVE obtido para 0 modelo fosfomanose
isomerase gerado de Xanthomonas citri subsp. citri.
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Fonte: o autor

4.1.6 Etapa de validacdo do modelo de PMI XAC.

Ap0s a criacdo do modelo, foi realizado uma simulacdo para a validacdo do mesmo,
utilizando os programas GOLD e GLIDE. Definiu-se, a partir do substrato da estrutura
cristalogréfica original (1H5R), a melhor regido do sitio ativo na qual seriam realizados os
calculos.

Os simulacBes de docking sdo calculos que analisam a potencial afinidade entre o
ligante e o sitio de ligacdo do receptor, propondo a pose (conformacdo + orientagdo), ou
predicdo do modo de ligacdo com a maior afinidade entre ligante e receptor, estimada por uma
pontuacdo calculada com base em uma funcdo empirica associada ao método de mecanica
molecular associado. A seguir serdo descritos os metodos utilizados pelos programas GOLD
(SUITE, 2015) e GLIDE.

O posicionamento dos ligantes no sitio do receptor resulta de um algoritmo adotado
pelo programa escolhido para os simula¢Ges de docking. Os algoritmos mais usados sdo 0s
genéticos, baseados em Monte Carlo ou busca sistematica. O GOLD utiliza o algoritmo
genético enquanto o GLIDE utiliza um algoritmo de busca sistematica associada ao método
de Monte Carlo.

No programa GOLD, o processo para gerar possibilidades conformacionais para a
molécula ligante (e também para seletas cadeias laterais de residuos de aminoacidos), se inicia

gerando populacBes contendo conformacdes aleatorias de um dado ligante, em que cada
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individuo dessa populagdao ¢ codificado e chamado de “cromossomo”. Os cromossomos
possuem, entdo, as informacBes dos atomos dos ligantes como possibilidades de fazer
interacdes. Além disso, eles também possuem informac6es sobre liberdades translacionais,
rotacionais e conformacionais, chamadas de “genes”.

Com a ideia de gerar conformag¢des mais “evoluidas”, os cromossomos utilizam
mecanismos chamados operadores genéticos, no qual haverad uma analise de mutacGes e
recombinacfes. Assim, diversas etapas como essa ocorrem até que seja obtida a populacao
final (SUITE, 2015), evoluida de seus “ancestrais”, em processo tendenciado a maior afinidade
com o sitio receptor.

Apos a criacdo da populagéo final, cada cromossomo/ligante é ancorado diversas vezes
no sitio com diferentes orientacGes e cada pose é pontuada através de uma funcdo chamada
fitness score.

O primeiro passo do método utilizado pelo GLIDE consiste na construcéo de um grid
no sitio de interagdo do receptor, determinando sua forma e propriedades. Nesse grid sdo feitas
analises da presenca de &tomos existentes, fornecendo informacdes sobre o0s tipos de interagdes
presentes e a pontuacao para a pose do ligante. Em seguida, ocorre a geracdo de conférmeros,
0s quais serdo analisados nessa regiéo.

A geracao desses conférmeros pelo programa GLIDE é baseado nas conformaces de
cada ligante, a qual varia conforme do nimero de ligacdes livres. A busca pelos melhores
ligantes para um determinado receptor comeca com a procura por regides em que podem
ocorrer interacdes, tanto no ligante quanto no receptor. Se ocorrer uma correspondéncia entre
a conformacdo e o sitio de ancoragem, essa conformacdo segue para a proxima etapa.

A segunda etapa analisa os atomos do ligante, em relacdo a cavidade do receptor, de
forma a evitar choques estéricos. Além disso, sdo feitas avaliacdo em relacdo ao diametro do
ligante e suas rotagdes. O ligante recebe uma pontuagao e caso ela seja ‘satisfatoria’ de acordo
com os critérios estabelecidos, ele segue em frente. Em seguida, é calculada uma nova
pontuacdo, chamada de “gananciosa”, que ira avaliar a posigdo do ligante ao receptor quando
esse se move em torno de 1A nas coordenadas X, y e z. Esse movimento gera uma nova
pontuacdo chamada de ChemScore, na qual penaliza contatos estéricos além de reconhecer
diversos tipos de interacbes como hidrofébica, metalicas e ligagdes de hidrogénio. Apds isso,
o ligante € novamente movimentado nas coordenadas e sua pontuacdo € recalculada. Essa
segunda etapa ocorre a reducdo dos numeros de conférmeros. Por fim, no terceiro passo, 0
algoritmo Monte Carlos explora a minimizacdo de energia dos ligantes, pontuando as poses

novamente através da funcdo GlideScore.
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O primeiro passo para a etapa de validacdo do modelo consistiu na escolha do programa
para as simulacdes de docking, o GOLD ou o GLIDE. Para tanto foi feito um redocking, para
ver qual programa conseguia posicionar melhor o ligante cristalografico, glicose-1-fosfato
(G1P), em relacdo a sua posicao original na estrutura cristalografica PDB ID 1H5R. Foram
rodadas 10 simulagdes para cada programa. Como pode ser observado na Figura 15, o GOLD
foi o programa que conseguiu um melhor posicionamento, sendo ele selecionado para futuros

simulacgdes de docking (Figura 16).

Figura 16 - Validacdo do modelo gerado para a fosfomanose isomerase Xanthomonas citri subsp. citri
mostrando a posi¢do do ligante glicose-1-fosfato e sua posi¢do em relacdo do ligante cristalogréfico quando
utilizado os programas GOLD e Glide.

A estrutura em verde corresponde ao modelo gerado (hipétese 4) e a em rosa corresponde a estrutura
cristalografica 1H5R.
Fonte: o autor.

O sucesso de um programa na previsdo de uma posigdo de ligante é geralmente medido
pelo desvio médio quadratico, ou RMSD (Root Mean Square Deviation), no qual é possivel
determinar o grau de similaridade entre duas estruturas (COLE et al., 2005). Esse dado €
calculado entre a posicdo do ligante observada experimentalmente e a posicdo do ligante
prevista pelo programa, com base nas distancias interatbmicas de seus atomos, sendo o valor

obtido através da seguinte expressédo matematica (1):

RMSD = \gZLIIm’A — rif||? (1)
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onde N é o nimero total de &tomos pareados entre as duas estruturas, ri € o vetor posicdo do
atomo i, A € o modelo gerado e B € a estrutura molde.

A estatistica mais usada é a que os modelos gerados deveriam obter um RMSD < 2A e,
embora seja comumente utilizada, € um limite arbitrario (GOHLKE; HENDLICH; KLEBE,
2000; KONTOYIANNI; MCCLELLAN; SOKOL, 2004; KRAMER; RAREY; LENGAUER,
1999). Por outro lado, alguns autores como Vieth e Bursulaya (BURSULAYA et al., 2003;
VIETH et al., 1998), consideram valores de RMSD entre 2 A e 3 A como sucessos parciais.
Para 0 modelo gerado da PMI de XAC foi encontrado um RMSD = 2.5080 A (Figura 17) que,

de acordo com os autores citados acima, seria considerado como um sucesso parcial.

Figura 17 - Resultado do Redocking da 1H5R para calculo do RMSD, no qual foi obtido um valor de 2.5080

A estrutura cristalografica PDB ID 1H5R esta em cor rosa, 0 modelo de PMI XAC em cor
verde, o ligante cristalografico em cor azul e o ligante do redocking em cor laranja.
Fonte: o autor.

Uma vez selecionado e refinado o modelo final, avaliamos sua eficiéncia em estudos de
triagem virtual. Para essa avaliacdo, foram escolhidos 30 inibidores conhecidos da PMI,
depositados e provenientes do servidor online BindingDB, contendo valores descritos de
poténcia (I1Cso), reportados na literatura. O objetivo dessa etapa era avaliar a capacidade que o
modelo possui de recuperar os ligantes sabidamente ativos e ordena-los de forma coerente em
relacdo ao seus 1Cso, com base em funcdo de pontuagdo (GOLD Fitness) proveniente do
programa GOLD.

Para que o0 objetivo fosse alcancado, primeiramente era necessaria a definicdo do sitio
de docking, a qual foi obtida através do posicionamento do ligante proveniente da PDB ID
1H5R em relagdo ao modelo. Com essa posicdo, foi possivel obter-se uma esfera com as
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seguintes coordenadas espaciais: x = 23,977, y = 15,659, z = 43,886, com uma esfera de raio
de 8 A (regifo onde seriam realizadas as simulaces de docking). Os resultados dessa etapa s&o
mostrados na Tabela 5.

Tabela 5 - Resultado da recuperacéo da selecdo de inibidores (15 mais potentes e 15 menos
potentes) do BindingDB pela fosfomanose isomerase de Xanthomonas citri subsp. citri.

NUmero do Inibidor Nome PCid  Gold.PLP.Fitness IC50

Os inibidores mais potentes sdo mostrados na cor verde e os inibidores menos potentes sdo mostrados
na cor vermelha.
Fonte: o autor.

Observando os dados obtidos pelo estudo de triagem virtual, 0 proximo passo consistiu
na obtencdo de curvas ROC (Receiver Operating Characteristic), de predicdo e de

enriquecimento para melhor entendimento dos resultados. Para a criagdo desses graficos, foi
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utilizado o web servidor Screening Explorer EMPEREUR-MOT; ZAGURY; MONTES, 2016)
com os parametros selecionados como padrdes.

Em estudos de triagem virtual, a analise dos dados é feita com base em uma curva ROC.
Trata-se de um gréafico dividido em fracdes positivas verdadeiras (FVP) localizadas no eixo y
e fracOes falso-positivas (FFP) localizadas no eixo x. Um par de FVP/FFP é representado por
cada ponto dentro da curva ROC e corresponde a uma fragdo especifica de um conjunto de
moléculas. As curvas ROC resumem a capacidade geral de um método para distinguir entre
compostos ativos e inativos (EMPEREUR-MOT et al., 2015; EMPEREUR-MOT; ZAGURY;
MONTES, 2016).

Uma funcéo de pontuacao com perfeita discriminacéo é aquela em que no canto superior
esquerdo do gréafico, temos uma sensibilidade perfeita (FVP = 1) e uma especifidade perfeita
(FFP =0). A sensibilidade corresponde a capacidade do sistema em predizer corretamente quais
moléculas possuem certas caracteristicas (proporcdo de positivos verdadeiras) ; enquanto
especificadade corresponde em predizer a auséncia de caracteristicas em algumas moléculas
(proporcéo de falsos-positivos) (BERTRAND; TRIBALLEAU, 2005).

A linha diagonal presente no grafico corresponde a experimentos em que a funcéo de
pontuacgéo ndo seria discriminada. Uma curva entre a linha diagonal e a parte superior esquerda
do grafico é considerada boa, sendo que quanto maior a distancia da linha diagonal, melhor seréa
o sistema. De forma qualitativa, quanto mais préximo a esquerdo do gréfico estiver a curva,
maior serd a precisdo geral do estudo (BERTRAND; TRIBALLEAU, 2005; EMPEREUR-
MOT et al., 2015; EMPEREUR-MOT; ZAGURY; MONTES, 2016). Abaixo, na Figura 18, é
mostra o grafico de curva ROC obtido para o estudo realizado com os 30 inibidores do
BindingDB e o0 modelo de PMI XAC gerado. Nele é possivel observar que grande parte do
grafico encontra-se distante da linha diagonal, mostrando que o estudo apresenta uma boa

precisdo, conseguindo diferenciar os compostos mais ativos dos menos ativos.
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Figura 18 - Curva ROC obtida para o estudo dos 30
compostos relatados como mais potentes e menos no
BindingDB pelo molde gerado para a proteina fosfomanose
isomerase de Xanthomonas citri subsp. citri.
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Fonte: o autor.

Caso fique dificil analisar uma curva ROC, é possivel utilizar uma medida padréao
chamada de area sob a curva (AUC). O AUC € um nimero que varia de 0 a 1 obtido por métodos
de integracdo numérica e mostra o desempenho geral do estudo, isto é, a probabilidade de o
modelo classificar um dado positivo como negativo e vice-versa. Teoricamente, quanto maior
o valor obtido para AUC, melhor é o sistema utilizado (EMPEREUR-MOT; ZAGURY;
MONTES, 2016). O valor de AUC ROC obtido para esse estudo foi de 0.760, um bom valor
para o estudo realizado j& que se encontra proximo a 1 (valor ideal).

Um outro dado obtido pelo web server é a curva de previsdo, que quantifica a associacao
entre as variagfes de pontuacdo e deteccdo dos compostos ativos. No eixo y do gréfico é
mostrado a probabilidade de atividade para cada composto presente no conjunto de dados e no
eixo X, esses compostos sdo mostrados (EMPEREUR-MOT et al., 2015). Consequentemente,
a curva de previsdo permite detectar a variacdo emitidas por uma fungéo de pontuagdo na
deteccdo dos compostos ativos, isto €, se as variacdes de probabilidade de atividade séo
importantes o suficiente para induzir a selecdo de um limiar para triagens virtuais
(EMPEREUR-MOT et al., 2015). Na Figura 19 é mostrado a curva de previsao para esse estudo
e ela se encontra acima da linha limite, tornando-se um bom resultado e mostrando que o

modelo foi capaz de realizar uma discriminagédo entre os compostos utilizados.
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Figura 19 - Curva de Previsao obtida para o estudo dos 30 compostos
relatados como ativos e inativos no BindingDB pela proteina
fosfomanose isomerase de Xanthomonas citri subsp. citri.
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Fonte: o autor.

Um dado calculado a partir da curva de previsdo é o ganho total padronizado (TG)
(BURA; GASTWIRTH, 2001), que resume a discriminacdo dos compostos ativos em relacéo
a variacdo das pontuagdes ao longo do conjunto de dados das moléculas (EMPEREUR-MOT
etal., 2015).

A TG possui seu valor entre 0 e 1, sendo que sua analise deve estar associado ao valor
obtido para a AUC. Valores de TG acima de 0,25 combinados com uma AUC ROC acima de
0,5, significa que as variacbes de pontuacdo sdo relevantes na discriminacdo dos compostos
ativos; ja valores de TG acima de 0,4 associados com uma AUC ROC acima de 0,5 indica, que
0 método de triagem utilizado teve um bom desempenho e seria reproduzivel em condicoes
experimentais semelhantes (EMPEREUR-MOT; ZAGURY; MONTES, 2016).

No nosso estudo, o valor de TG obtido foi de 0,312 que, associado a um AUC ROC de
0,760, mostra que o sistema foi capaz de discriminar os compostos ativos para tal modelo
proteico.

Por fim, um ultimo dado obtido € a curva de enriquecimento, a qual permite avaliar a
recuperacdo precoce de compostos ativos presentes em estudos de triagem virtual. O gréfico
em escala logaritimica mostra no eixo y as FVP e no eixo x o conjunto de dados (TRUCHON,;
BAYLY, 2007).
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Assim, como as curvas ROC, as de enriquecimento possuem uma linha diagonal que
inicia no canto inferior esquerdo, subindo até o canto superior direito e que respresenta uma
distribuicdo aleatdria. Quanto mais distante a curva gerada estiver da linha diagonal, melhor é
0 estudo realizado (BERTRAND; TRIBALLEAU, 2005).

Embora as curvas de enriquecimento sejam mais faceis de tracar, elas possuem uma
grande desvantagens. Essas curvas dependem diretamente da proporcdo de moléculas ativas
presentes no conjunto; portanto, quando a proporcdo desses ativos aumenta, a curva de
enriquecimento ideal se aproxima da linha de classificacdo aleatéria (BERTRAND;
TRIBALLEAU, 2005). Além disso, o espaco é limitado pelas curvas ideal e aleatoria,
prejudicando comparagbes com outros dados. Na Figura 20 é mostrada a curva de

enriquecimento para o estudo em guestao.

Figura 20 - Curva de enriquecimento com um fator de enriquecimento
de 10% obtida para o estudo dos 30 compostos relatados como ativos e
inativos no BindingDB pela proteina fosfomanose isomerase de
Xanthomonas citri subsp. citri.

Curva de enriquecimento
1.0

0.9 4
0.5 -

0.7 -

0.5 - ’
0.4 - '
0.3 - ’

0.2 - P

Fragdes Verdadeiras Positivas

0.1+ i

D0 jmmm====—" T

FracgOes

Fonte: o autor.

Um dado relacionado a curva de enriquecimento € o fator de enriquecimento (EF), que
corresponde a fracdo de compostos ativos obtidos quando uma determinada porcentagem de
compostos inativos é encontrada (TRUCHON; BAYLY, 2007) Esse dado possui uma alta
variabilidade e seu valor maximo depende diretamente da proporcdo de moléculas ativas no
conjunto (TRUCHON; BAYLY, 2007) e do valor de compostos inativos considerados
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(PICCIRILLO; DO AMARAL, 2018). Nesse estudo, foi considerado a porcentagem de 10%
dos compostos inativos e o valor obtido para EF foi de 2.00, mostrando que para 10 compostos
inativos recuperados, 2 deles sdo compostos ativos.

Além dessas curvas, temos alguns outros dados para levar em consideragéo:
discriminacdo reforgada por Boltzmann do ROC (BEDROC) (MUEGGE; ENYEDY, 2004) e
o reforco inicial robusto (RIE) (CORNELL, 2006). Truchon & Bayly (2007) discutiram varios
métodos para abordar o reconhecimento precoce, como 0 BEDROC e 0 RIE. Ambas as métricas
sdo utilizadas para quantificar o reconhecimento precoce dos compostos ativos utilizados em
um estudo de triagem virtual (EMPEREUR-MOT; ZAGURY; MONTES, 2016). O BEDROC
é limitado por um valor de 0 a 1 e trata da probabilidade de um ativo ser classificado antes de
um composto selecionado aleatoriamente. Por outro lado, o RIE, desenvolvido por Sheridan
(SHERIDAN et al., 2001), utiliza a ponderacdo exponencial, atribuindo um maior peso para 0s
ativos reconhecidos precocemente (ZHAO et al., 2009).

Uma das desvantagens do RIE é que o seu valor minimo e maximo depende diretamente
da quantidade de compostos ativos e a quantidade de compostos totais presente nos conjuntos.
O valor obtido para essa métrica foi 1,832. Por outro lado, o valor obtido pra BEDROC foi
0,916 encontra-se muito proximo a 1, mostrando que o modelo é capaz de separar 0s compostos
ativos e inativos.

Com isso, através desse resultado de validacdo e daqueles de avaliagdo mostrados
anteriormente, podemos afirmar que o modelo para a PMI XAC esta apto para ser utilizado nos

posteriores estudos de triagem virtual.

4.2 Construcdo do modelo da fosfomanose isomerase (PMI) para Homo sapiens.

Apos a construcdo do modelo para a PMI de XAC foi decidido realizar um estudo em
relacdo a proteina PMI de Homo sapiens. O primeiro passo foi realizar o alinhamento entre as
sequéncias de aminoacidos de ambas proteinas, com o intuito de analisar as porcentagens de
identidade e similaridade. Elas compartilham uma identidade de 7% e uma similaridade de 11%
(Figura 21).

Peticao 870210040558, de 04/05/2021, pég. 301/364



64

Figura 21 - Alinhamento entre as sequéncias da fosfomanose isomerase de Xanthomonas citri subs. citri e

Homo sapiens feita pelo programa Clustal Omega.

Xanthomonas 1 - - 0
Homo sapiens 1 MAAPRVEFPLSCAVQQYAWGKMGSNSEVARLLASSDPLAQIAEDKPYAELW 50
Xanthomonas 1l —— - 0
Homo sapiens 51 MGTHPRGDAKILDNRISQKTLSQWIAENQDSLGSKVKDTEFNGNLPEFLEKV 100
Xanthomonas 1l —— 0
Homo sapiens 101 LSVETPLSIQAHPNKELAEKLHLQAPQHYPDANHKPEMATIALTPFQGLCG 150
Xanthomonas 1l - MSDVLPIILSGGSGTRLWPLSRESYPKQFLPL 32
Homo sapiens 151 FRPVEEIVTFLKTAAGNND‘@];%‘ ———————— (|5ELI‘_.LQ£—HQQ;]|? —————— 185
Xanthomonas 33 VGDKSMLQSTWLRAAPV-AGHAPIVVANEEHRFMAAEQLQ---—————-— Q 72
fomo sapiens 186 ~GDIGCEALYFLNLLIIKPGEAMFIEANVPHAYIKGDCVECNACSDNIVR 234
Xanthomonas 73 LGVKPSAI----LLE--—-—-—---- PKGRNTAPAIAVAALEATRDGADPLLL 110
fomo sapiens 235 AGLTPKFIDVPTLCEMLSYTPSSSKDRLFLE-———————- rRSGEDRVLS 279
Xanthomonas 111 V----LPSDHVIQNEAAFQAAVT----LAATAAEQGKLVTFGIKPTAPET 152
fomo sapiens 276 TYDPEVEDFTIMKIEV- PGSVIEYKVIALDSASTLIMVOSTVIAGTPTT 323
Xanthomonas 153 —=—==————- GYGYIKASAGAGASAVERFVEKPDLATAQSYLASGEYYWNS 193
Homo sapiens 324 QTPIPLORGGVLFI----GANESVSLKLTEPKDL-=-—=———————————— 353
Xanthomonas 194 GMFLFRASRYLEELRKFHPAIADACQKAWENGKRDADFTRLDKDAFAASP 243
Homo sapiens 354 —--LIFRACCLL-—=————————————————— - 362
Xanthomonas 244 SDSIDYAVMEKTADAVVVPLDAGWNDVGSWSSLLDVSNQDAQGNAHHGDV 293
Homo sapiens 363 ——mm e 362
Xanthomonas 294 IQLDCONTYAYGSRLIAMVGLEDVVVVETPDAVLVGHRDRIQEVKDVVSQ 343
Homo sapiens 363 ——mmm e 362
Xanthomonas 344 IKTAGRSEATWHRKVYRPWGAYDSIDMGQRHQVKRITVKPGAVLSLQOMHH 393
Homo sapiens 363 ————————mmmm 362
Xanthomonas 394 HRAEHWIVVSGTAEVTRGEEVLLLTENQSTYIPLGVTHRLRNPGKLPLEL 443
Homo sapiens 363 ——————— 362
Xanthomonas 444 TEVQSGSYLGEDDIVRFEDTYGRA 467

Homo sapiens 363 - 362

Fonte: o autor

Apds essa etapa, foi criado o modelo para a PMI humana para comprovar que se trata
de estruturas totalmente diferentes. O modelo também foi construido por modelagem de
homologia estrutural, utilizando todos os mesmos passos que foram utilizados anteriormente,

isto €, alinhamento, constru¢do do modelo e avaliagdo do modelo.
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4.1.1 Etapa de identificacdo da sequéncia de aprovacao

Para a construgdo do modelo da PMI, inicialmente obtivemos o sequenciamento de
aminoacidos da mesma através do banco de dados GenBank (CAA53657.1) (NCBI, 2019). Em
seguida, o algoritmo do servidor online BLASTp identificou duas estruturas (PDB ID 5SNW7
e 3H1IM) com identidades sequenciais acima de 25% (Tabela 6), sendo que uma possui
identidade de aproximadamente 35% e a outra de 40%. As identidades dessas estruturas acima
de 25% mostram que elas compartilham com a estrutura de interesse uma potencial semelhanca

estrutural e de funcéo

Tabela 6 - Resultados de identidade e e-value de sequéncias de proteinas obtidas no servidor online BLAST
usando o algoritmo de explosdo de proteinas (BLASTp) para a triagem de proteinas homologadas para PMI

humana.
PDB ID Identidade E-value
SNWT7-A 40.32% 2x10-100
3HIM_A 34.48% 5x107%4

Fonte: o autor

De posse das sequéncias homologas da sequéncia em estudo, o proximo passo foi

determinado pelo alinhamento das sequéncias e sua avaliacao.

4.1.2 Etapa de alinhamento

A partir dos resultados obtidos com o BLASTp foi feito o alinhamento das sequéncias

através do servidor online Clustal Omega (Figura 22).
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Figura 22 - Alinhamento entre as sequéncias da fosfomanose isomerase de Homo sapiens e as sequéncias
selecionadas feita pelo programa Clustal Omega.

PMI =~ —————m——mmm - MAAPRVFPLSCAVQQYAWGKMGSNSEVARLLASSDPLAQIAEDKPY 46

3HIM:A —————-———mmm—mmo o ASMOKLINSVONYAWGSKTALTELYG-——---—- IANPQQQPM 35

5NW7: A MRGSHEHHHHGMASMS SEKLFRIOCCYONYDHGKIGS SSAVAQFVANSDPSTTIDETKEY 60

* * ** . . .*

PMI AELWMGTHPRGDAKILDNRISOKTLSQ-WIAENODSLGSKVKDTF--NGNLPFLEKVLSY 103

3HIM:A AELWMGAHPKSSSRITTANGETVSLRDAIEKNKTAMLGEAVANRF---GELPFLFKVLCA 92

5NW7:A AELWMGTHPSVPSKAID--LNN-QTLRDLVTAKPQEYLGESIITKFGSSKELPFLFKVLSI ~ 118
khkkkhkkk o *‘k .. :* H . *‘k H * ********

PMI ETPLSIQAHPNKELAEKL——---—--—-— HLOAPQHY PDANHKPEMAIALTPFQGLCGFRP 153

3HIM:A AQPLSIQVHPNKRNSEIGFAKENAAGIPMDAAERNYKDPNHKPELVFALTPFLAMNAFRE 152

5NW7:A EKVLSIQAHPDKKLGAQL-----—-=-- HAADPKNYPDDNHKPEMAIAVTDFEGFCGFKP 168

****_**:*' . ::* * *****:.:*:* * . .*:

PMI VEEIVTFLKKVPEFQFLIGDEAATHLKQTM-———--— SHDSQAVASSLOSCFSHLMKSEK 206

3HIM:A FSDIVSLLQPVAGAHSAIA----- HFLQ-—--——-——-——- VPNAERLSQLFASLLNMQG 194

5NW7:A  LDQLAKTLATVPELNEIIGQELVDEFISGIKLPAEVGSQDDVNNRKLLOKVEGKLMNTDD 228
______ * * . ‘k ‘k. * *-.

PMI KVVVEQLNLLVKRI SQQAAAGNNMEDI FGELLLOLHQQY PGDIGCFAL - YFLNLLTLKEG 265

3HIM:A EEKSRALAVLKAAL------- NSQQGEPWQTIRVISEYYPDDSGLFSP-LLLNVVKLNPG 246

SNW7:A  DVIKQQTAKLLERTDREPQVFKDIDSRLPELIQRLNKQFPNDIGLFCGCLLLNHVGLNKG 288

* . . * ‘k * ‘k ‘k* . *- *

PMI EAMFLEANVPHAYLKGDCVECMACSDNTVRAGLTPKFIDVPTLCEMLSY TPSSSKDRLE - 324

3HIM:A EAMFLFAETPHAYLQGVALEVMANSDNVLRAGLTPKYIDIPELVANVKFEPKPAGELLT- 305

SNW7:A  EAMFLQAKDPHAYISGDIIECMAASDNVVRAGFTPKFKDVKNLVEMLTYSYESVEKQKME 348
* Kk ok kK * KAk KK . .‘k ‘k * Kk *‘k* ‘k*‘k ‘k*‘k *: * s .

PMI ~ - -LPTRSQEDPYLSIYDPPVPDFT IMKTEVPGSVTEYKVL-ALDSASILLMVQGTVI-A 379

3HIM:A ---APVKSGAEL---DFPIPVDDFAFSLHDLAL----QETSIGQHSAAILFCVEGEAVLR 355

5NW7:A LQEFPRSKGDAVKSVLYDPPIAEFSVLQTIFDKSKGGKQVIEGLNGPSIVIATNGKGTIQ 408

* . * . o Kk e . ek o o . K

PMI STPTTQTPIPLORGGVLFIGANESVSLKLTEP---KDLLIFRACCLL 423

3HIM:A ---KDEQRLVLKPGESAFIGADESPVNASGTGRL---ARVYNKL--- 393

5NW7:A ITGDDSTKQKIDTGYVFFVAPGSSIELTADSANQDODFTTYRAFVEA 455

* * . *

Fonte: o autor

A sobreposicédo estrutural das duas estruturas provenientes do PDB: 5SNW7 e 3H1M,
feita por intermédio do programa Maestro e permitiu visualizar os consensos de todas as
estruturas secundarias das proteinas de referéncia, entre hélices-alfa e fitas de folha-beta e,
devido a isso, pudemos analisar se as insercdes ou delecbes sugeridas pelo Clustal Omega
estavam de acordo com o esperado Apos a analise dos alinhamentos juntamente com as
sobreposicdes das estruturas de referéncia, obteve-se o alinhamento final indicado na Figura
23.
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Figura 23 - Alinhamento mdltiplo final das sequéncias de fosfomanose isomerase humana (PMI) e as respectivas as
estruturas indicadas como homdlogas pelo BLASTp. (PDB IDs 5NW7 e 3H1M).

PMI H. oo MAAPRVFPLSCAVQQYAWGKMGSNSEVARLLASSDPLAQIAEDKPY 46

SHIM:A e ASMOKLINSVONYAWGSK-TALTELYG==—=——- IANPQQQPM 35

S5NW7:A MRGSHHHHHHGMASMSSEKLFRIQCGYQONYDWGKIGSSSAVAQFVHNSDPSITIDETKPY 60

: *ok kk L %k

PMI H. AELWMGTHPRGDAKILDNRISQKTLSQ-WIAENQDSLGSKVKDTF--NGNLPFLFKVLSV 103

3HIM:A AELWMGAHPKSSSRITTANGETVSLRDAIEKNKTAMLGEAVANRFG---ELPFLFKVLCA 92

S5NW7:A AELWMGTHPSVPSKAID--LNNQTLRDLVTAKPQEYLGESIITKFGSSKELPFLFKVLST 118
*kkkkk . kK [ . ek - . *k . * skkkkkkkk

PMI H. ETPLSIQAHPNKELAEKLHLQAPQ----------— HYPDANHKPEMAIALTPFQGLCGFRP 153

3HIM:A AQPLSIQVHPNKRNSEIGFAKENAAGIPMDAAERNYKDPNHKPELVFALTPFLAMNAFRE 152

S5NW7:A EKVLSIQAHPDKKLGAQLHAADPK-=-=-======— NYPDDNHKPEMAIAVTDFEGFCGFKP 168

dhkk *kok cek k kkkkk. kok * . Kk

PMI H. VEEIVTFLKKVPEFQFLIGDEAATHLKQTM------- SHDSQAVASSLQSCFSHLMKSEK 206

3HIM:A FSDIVSLLQP---VAGA--HSAIAHFLQVP--—=—====—=—==— NAERLSQLFASLLNMQG 194

S5NW7:A 1DQLAKTLATVPELNEIIGQELVDEFISGIKLPAEVGSQDDVNNRKLLQKVFGKLMNTDD 228
...... * * . * | R P S N

PMI H. KVVVEQLNLLVKRISQQAAAGNNMEDIFGELLLQLHQQYPGDIGCFAI-YFLNLLTLKPG 265

3HIM:A EEKSRALAVLKAALNSQQ------- GEPWQTIRVISEYYPDDSGLFSP-LLLNVVKLNPG 246

S5NW7:A DVIKQQTAKLLERTDREPQVFKDIDSRLPELIQRLNKQFPNDIGLFCGCLLLNHVGLNKG 288
. . * Lo, - T ok ok ok ok kk o ok ok

PMI H. EAMFLEANVPHAYLKGDCVECMACSDNTVRAGLTPKFIDVPTLCEMLSYTPSSSKDRLFL 324

3HIM:A EAMFLFAETPHAYLQGVALEVMANSDNVLRAGLTPKYIDIPELVANVKFEPKPAGELLTA 305

S5NW7:A EAMFLQAKDPHAYISGDIIECMAASDNVVRAGFTPKFKDVKNLVEMLTYSYESVEKQKMP 348
kkkkk k. hkkk: Kk -k kk kkk -kkk.kkk: k- *

PMI H. PTRSQ----EDPYLSIYDPPVPDFTIMKTEVPGSVTEYKVL---ALDSASILLMVQGTVI-A 379

3HIM:A PVKSG------- AELDFPIPVDDFA-—FSLHDLALQETSIGQH----SAATLFCVEGEAVLR 355

5NW7:A LQEFPRSKGDAVKSVLYDPPIAEFSVLOTIFDKS--KGGKQVIEGLNGPSIVIATNGKGTIQ 408

* . A . . L R

PMI H. STPTTQTPIPLQRGGVLFIGANE-SVSLKLTEP---KDLLIFRACCLL 423

SHIM:A - KDEQRLVLKPGESAFIGADESPVNASGT - ——~—~— GRLARVYNKL 393

S5NW7:A ITGDDSTKQKIDTGYVFFVAPG-SSIELTADSANQDODEFTTYRAFVEA 455

* * . *

Os aminodcidos com coloragdo azul escuro pertencem a folha  enquanto que aqueles com coloragdo verde pertencem as a-hélices.
A simbologia de asterisco (*) representa a presenca de um Unico residuo totalmente conservado, dois pontos (:) indica a
conservagdo entre grupos de propriedades fortemente semelhantes e um ponto (.) indica a conservagdo entre grupos de
propriedades fracamente semelhantes.

Fonte: o autor

4.1.3 Etapa de construcdo e avaliacdo do modelo

Apds a etapa de alinhamento ser concluida, a proxima etapa foi conduzida através da
construcdo do préprio modelo. Tal passo foi possivel através do programa MODELLER, que

foi utilizado e, assim, gerou 5 hipoteses de modelo. De posse dos modelos gerados, surge a
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etapa de avaliacdo para determinar o modelo mais confidvel e adequado para novos estudos. As
analises de avaliacdo foram desenvolvidas com o servidor online WHATIF e o programa
PROCHECK.

Dados os resultados obtidos pelo WHATIF, pode-se que temos trés boas hipdteses: a
3, 4 e 5. Elas obtiveram um escore total do WHAT IF de -0.675, -0.675 e -0.690,
respectivamente. Esses valores sdo proximos entre si, porém distantes quando comparamos com
os valores obtidos para as estruturas cristalograficas (Tabela 7). Outro ponto de atencdo séo as
regibes identificadas do grafico Ramachandran.mNo caso das Hipoteses 3, 4 e 5, foram
encontrados 3 e 4 residuos em regides proibidas (Tabela 7).

Outro ponto importante a considerar é o fator G. As hipoteses apresentaram um fator G
de -0,2, um valor que esta dentro da regifo para uma proteina com uma resolucéo de 1,85 A
(referente ao PDB ID5NW7) (Tabela 7).

Tabela 7 - Apresentacdo dos resultados da Pontuacdo Geral (WHATIF), Regibes Proibidas (Ramachandran) e
Fator G (PROCHECK) obtidos na etapa de validacdo dos modelos gerados.

Modelos Pontuacéo Geral Regibes Proibidas G-Factor
(WHATIF) (Ramachandran Plot)
3H1IM - 0.408 2 0.0
SNW7 -0.231 0 -0.1
Hipotese 1 -0.611 7 -0.2
Hipotese 2 -0.707 3 -0.2
Hipotese 3 -0.675 3 -0.2
Hipotese 4 -0.675 3 -0.2
Hipotese 5 0.690 4 -0.1

Fonte: o autor

Para que podemos realizar uma melhor selecdo da hipdtese escolhida, devemos analisar
outros parametros. Em seguida foi feita a analise dos angulos diédricos e do diagrama de

Ramachandran, para poder seguir para outras analises.

Peticao 870210040558, de 04/05/2021, pég. 306/364



69

4.1.4 Avaliacdo dos angulos diédricos ¥ versus versus ¢ através do diagrama de
Ramachandran

Os diagramas de Ramachandran obtidos para as hipoOteses apresentaram alguns
residuos em regides proibidas. As hipoteses 1 e 2 foram descartadas logo no inicio devido ao
grande numero de amino&cidos presentes em regifes proibidas, restando as hipdteses 3, 4 e 5
para analise. A hipotese escolhida foi 3, na qual apresenta 89,2% de seus residuos em regides
altamente favoraveis e apenas 0,8% em regides proibidas sendo os residuos Ala (379), Asn (91)

e Ser (184) (Figura 24).

Figura 24 - Diagrama de Ramachandram para a hipétese 3 obtido pelo PROCHECK: 89,2% de residuos em
regides favoraveis, 8,9% de residuos em regiGes permitidas, 1,1% de residuos em regides generosamente
permitidas e 0,8% de residuos em regiGes proibidas.
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Estatisticas do gréfico

Residuos em regies mais favoraveis [A,B,L] 330 89.2%
Residuos em regibes adicionais permitidas [a,b,l,p] 33 8.9%
Regides em generosamente permitidas [~a, ~b, ~I, ~p] 4 1.1%
Residuos em regides proibidas 3 0.8%
Numero de residuos nédo glicinas e ndo prolinas 370 100.0%
Numero de residuos finais (exc. Glicina e prolina) 2
Nimero de residuos de glicina (mostrados como 21
triangulos)
Numero de residuos de prolina 30
Numero total de residuos 423

Fonte: o autor.
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Embora a hip6tese apresente residuos em regides proibidas no Ramachandran, nenhum
deles se encontra na regido do sitio ativo. Apenas utilizando os dados apresentados até agora,
ndo foi possivel escolher qual o melhor modelo gerado. Para que a escolha seja feita

corretamente, foram utilizados outros parametros para a analise.

4.1.5 Outros parametros importantes para a analise dos modelos de PMI humana

Outras ferramentas importantes para analisar um modelo de proteina predito podem ser
encontradas no pacote SAVE v5.0. Para a hipotese selecionada, todos os valores estdo dentro
dos valores esperados para estruturas de proteina de resolucdo de 1,85 A (referindo-se a
estrutura PDB ID 5NW?7) e a distorcdo tetraédrica dos carbonos alfa apresentou um melhor
valor que o do cristalogréafico (Figura 25).

Figura 25 - Resumo da avalia¢do estereoquimica da hipdtese 3, construida por homologia estrutural para PMI
humana.
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Fonte: o autor.

Além das ligacdes atbmicas que ocorrem na cadeia peptidica, ha também interacdes
entre atomos ndo-ligados. A estrutura terciaria de uma proteina é altamente dependente dessas
interacOes e existem seis tipos de interacBes provaveis entre &tomos ndo ligados e elas ndo
ocorrem aleatoriamente. Assim, é possivel através do programa ERRAT identificar regides e

fazer uma na analise estatistica dessas interacdes.
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Observando o grafico desenvolvido pela ERRAT, é possivel identificar trés regides
distintas: uma verde, uma amarela e uma vermelha. A hipdtese gerada apresenta grande
quantidade de aminoéacidos listados como vermelho, porém esses aminoacidos ndo estdo na
regido do sitio ativo. O fator de qualidade, valor relacionado as interagdes atdbmicas nao ligadas,
apresentados pela hipotese (61.6867) estdo acima de 50, mostrando que € uma estrutura de alta
qualidade (Figura 26).

Figura 26 - ERRAT obtido para a hipotese 3 gerado de PMI humana.
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A barra vermelha indica o aminoacido com erro acima de 99%, as barras amarelas indicam regiGes com erros
entre 95% e 99% e as barras verdes indicam as regifes com menor porcentagem de erro para dobrar proteinas.
Fonte: o autor.

Outra analise interessante é verificar se um residuo de aminoacido corresponde ao
ambiente em que esta, ou seja, se ha compatibilidade do modelo com sua sequéncia de
aminoacidos. Essa analise pode ser realizada usando o Verify-3D. No estudo da hipotese 3,
pode-se observar que 95,51% dos aminoacidos teve uma pontuacdo igual ou superior a 0,2 no
perfil 3D-1D (Figura 27). Além disso, ha regiGes que caiu abaixo do limite, indicando uma
provavel dobragem nessa regido; no entanto, ndo € motivo de preocupacao porque nao esta na

regido do site ativo das hipdteses.

Figura 27 - Verify-3D obtido para a hip6tese 3 da PMI humana: 95,51% dos aminoacidos encontram-se
dentro do perfil esperado.
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Fonte: o autor.

Finalmente, como Ultima andlise, é possivel verificar o volume de atomos. O programa

PROVE correlaciona o volume obtido para cada aminoacido da proteina com os volumes de
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proteina de alta resolugdo. Como resultado, o PROVE fornece um valor de pontuagdo chamado
escore Z que corresponde ao desvio estatistico programado de estruturas altamente resolvidas
e refinadas. No caso da hipotese escolhida do modelo PMI em estudo, o Z-score encontra-se
dentro da faixa esperada e 0 Z-score RMS acima da regido de interesse (Figura 28). No entanto,
juntamente com todas as outras andlises realizadas, pode-se determinar que se trata da melhor

hipotese de modelo para a PMI humana.

Figura 28 - PROVE obtido para o a hip6tese 3 da PMI humana.
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O escore Z corresponde aos desvios dos valores do volume atdmico em
relacdo aos valores padréo enquanto o Z-score rms mede a média de
volumes irregulares na estrutura da proteina.

Fonte: o autor.

4.1.6 Etapa de validacdo do modelo de PMI humana

Uma vez selecionado e refinado o modelo final, avaliamos sua eficiéncia em estudos de
triagem virtual. Para essa avaliagdo, foram escolhidos 30 inibidores conhecidos da PMI,
depositados e provenientes do servidor online BindingDB, contendo valores descritos de
poténcia (ICso), reportados na literatura. O objetivo dessa etapa era avaliar a capacidade que o
modelo possui de recuperar os ligantes sabidamente ativos (ditos “contaminantes”) e ordena-
los de forma coerente em relacdo ao seus ICso, com base em funcéo de pontuagdo (GOLD
Fitness) proveniente do programa GOLD.

Para que o objetivo fosse alcangado, primeiramente era necessaria a definicdo do sitio
de docking, uma esfera com as seguintes coordenadas espaciais: x =20.21, y = 16.63, z = 10.00,

com uma esfera de raio de 7 A. Os resultados dessa etapa s&o mostrados na Tabela 8.
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Tabela 8 - Resultado da recuperacéo da sele¢éo de inibidores do BindingDB.

Numero de Inibidores GOLD PLP IC50 (nM)
Inibidores Fitness

Os inibidores mais potentes estdo em verde enquanto 0s menos potentes estdo em vermelho.
Fonte: o autor.

Observando os dados obtidos pelo estudo de triagem virtual, 0 proximo passo consistiu
na obtencdo de curvas ROC, de predi¢do e de enriquecimento para melhor entendimento dos
resultados. Para a criacdo desses graficos, foi utilizado o web servidor Screening Explorer
(EMPEREUR-MOT; ZAGURY; MONTES, 2016) com os parametros selecionados como
padrdes.

Em estudos de triagem virtual, a analise dos dados € feita com base em uma curva ROC
(Receiver Operating Characteristic), resumem a capacidade geral de um método para
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disntinguir entre compostos ativos e inativos (EMPEREUR-MOT et al., 2015; EMPEREUR-
MOT; ZAGURY; MONTES, 2016). Utilizando os mesmas analises feitas no item anterior,
quanto maior a distancia entre a linha do gréafico e a linha diagonal, melhor seré a precisao geral
do estudo (BERTRAND; TRIBALLEAU, 2005; EMPEREUR-MOT et al., 2015;
EMPEREUR-MOT; ZAGURY; MONTES, 2016).

Abaixo, na Figura 29, é mostra o gréafico de curva ROC obtido para o estudo realizado
com os 30 inibidores do BindingDB e 0 modelo de PMI Homo sapiens gerado. Nele é possivel
observar que grande parte do grafico encontra-se distante da linha diagonal, mostrando que o
estudo apresnta uma boa preciséo, conseguindo diferenciar os compostos mais ativos dos menos
ativos. Inclusive uma parte da linha pertencente ao grafico encontra-se na parte superior,

mostrando que esses inibidores encontram-se com a sensibilidade e especificidade perfeitas.

Figura 29 - Curva ROC obtida para o estudo dos 30
compostos relatados como ativos e inativos no BindingDB
para a proteina PMI de Homo sapiens.
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Fonte: o autor.

Outro dado que pode ser utilizado é a AUC, que mostra o desempenho geral do estudo.
O valor de AUC ROC obtido para esse estudo foi de 0.792, um bom valor para o estudo
realizado ja que se encontra préximo a 1 (valor ideal).

Um outro dado obtido pelo web server é a curva de previsdo, que quantifica se as
variagOes de probabilidade de atividade s&o importantes o suficiente para induzir a selecdo de
um limiar para triagens virtuais (EMPEREUR-MOT et al., 2015). Na Figura 30 é mostrado a
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curva de previsao para esse estudo e ela se encontra acima da linha limite, tornando-se um bom
resultado e mostrando que o modelo foi capaz de realizar uma discriminagao entre 0S compostos

utilizados.

Figura 30 - Curva de Previsdo obtida para o estudo dos 30
compostos relatados como ativos e inativos no BindingDB para
a proteina PMI de Homo sapiens.
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Fonte: o autor.

Um dado calculado a partir da curva de previsdo é o ganho total padronizado (TG)
(BURA; GASTWIRTH, 2001), que resume a discriminacdo dos compostos ativos em relacéo
a variacdo das pontuagdes ao longo do conjunto de dados das moléculas (EMPEREUR-MOT
etal., 2015).

A TG possui seu valor entre 0 e 1, sendo que sua analise deve estar associado ao valor
obtido para a AUC. Valores de TG acima de 0,4 associados com uma AUC ROC acima de 0,5
indica, que o método de triagem utilizado teve um bom desempenho e seria reproduzivel em
condigdes experimentais semelhantes (EMPEREUR-MOT; ZAGURY; MONTES, 2016).

No nosso estudo, o valor de TG obtido foi de 0,444 que, associado a um AUC ROC de
0,792, mostra que o método utilizado teve um bom desempenho, podendo ser reprodutivel em
condigdes experimentais semelhantes.

Por fim, um ultimo dado obtido € a curva de enriquecimento, a qual permite avaliar a

recuperacdo precoce de compostos ativos presentes em estudos de triagem virtual. Assim,
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quanto mais distante a curva gerada estiver da linha diagonal, melhor é o estudo realizado
(BERTRAND; TRIBALLEAU, 2005). Na Figura 31 é mostrado a curva de enriquecimento

para o estudo em questéo.

Figura 31 - Curva de enriquecimento com um fator de
enriquecimento de 10% obtida para o estudo dos 30 compostos
relatados como ativos e inativos no BindingDB para PMI de
Homo sapiens.
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Fonte: o autor.

Um dado relacionado a curva de enriquecimento é o fator de enriquecimento (EF), que
corresponde a fracdo de compostos ativos obtidos quando uma determinada porcentagem de
compostos inativos é encontrada (TRUCHON; BAYLY, 2007) Nesse estudo, foi considerado
a porcentagem de 10% dos compostos inativos e o valor obtido para EF foi de 2.31.

Além dessas curvas, temos alguns outros dados para levar em consideracdo:
discriminacdo reforgada por Boltzmann do ROC (BEDROC) (MUEGGE; ENYEDY, 2004)e o
reforgo inicial robusto (RIE) (CORNELL, 2006). Ambas as métricas sdo utilizadas para
quantificar o reconhecimento precoce dos compostos ativos utilizados em um estudo de triagem
virtual (EMPEREUR-MOT; ZAGURY; MONTES, 2016). O valor obtido para o RIE foi 2,069;
enquanto que o valor obtido pra BEDROC foi 0,897 encontra-se muito proximo a 1, mostrando

que o modelo é capaz de separar 0s compostos ativos e inativos.
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Com isso, através desse resultado de validagdo e daqueles de avaliagdo mostrados
anteriormente, podemos afirmar que o modelo para a PMI Homo sapiens provou ser capaz de

diferenciar os inibidores mais potentes dos menos potentes escolhidos no BindingDB.

4.3 Triagem virtual par selecdo de inibidores da PMI de XAC.

Um dos primeiros e mais importantes passos nos estudos de planejamento e
desenvolvimento de moléculas in silico sdo as conformacGes que os ligantes podem assumir. A
posicao e distancia que os grupos funcionais assumem em relacdo aos residuos de aminoacidos
dentro do alvo molecular sdo fundamentais para que ocorra uma interacdo entre eles e,
consequentemente, a formacdo de um complexo (LAPLANTE et al., 2014). Assim, avaliar e
explorar o méximo de conformacgdes que um ligante pode assumir torna-se uma atividade
essencial em diversas metodologias computacionais (BAI et al., 2010).

O primeiro passo foi preparar as 6 bases de dados, descritas anteriormente, com o
programa OMEGA. Esse passo tem o intuito de corrigir e criar diversas conformac6es das
moléculas presentes nas bases de dados. Esse programa realiza a geracdo de conférmeros em
trés dimensbes com baixo desprendimento computacional e um alto efeito no alcance da
conformacao bioativa entre os conférmeros gerados. O OMEGA obtém os conférmeros em
trés passos. O primeiro passo, para a obtencdo dos conférmeros, consiste ao acesso a biblioteca
de fragmentos, gerada através do fragmento de moléculas presente em um extenso banco de
dados, para a construcédo da estrutura em trés dimensdes (3D). Os fragmentos sdo ligados com
base em valores de distancia de ligacGes, sendo ajustados posteriormente e minimizados por
um campo de forca ajustado.

Em seguida, todas as tor¢Oes rotativas sdo numeradas de acordo com valores de um
banco dados presente no programa. As rotacdes séo ajustadas com base em angulos e energias
torcionais derivadas de um conjunto de estruturas cristalinas. Novas tor¢fes sdo geradas no
ligante, prestando atencdo a choques e duplicaces, com a finalidade de gerar uma grande
quantidade de conférmeros.

Enfim, na ultima fase, ocorre a andlise da estrutura em relacdo aos seus valores
energéticos e geometria. Nessa etapa, a molecula pertencente a0 minimo global tem o seu
RMSD comparado & outras, eliminandos aquelas ndo pertencentes a parametrizacdo fornecida
pelo usuario(HAWKINS et al., 2010; HAWKINS; NICHOLLS, 2012).

Ap0s a preparacdo das bases de dados, um tipo de triagem virtual foi realizado, o qual
é baseado em diferentes tipos de similaridade: de forma e eletrostatica. Essa metodologia

explora o conceito de similaridade, ou seja, a triagem virtual em bases de dados de compostos
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sera realizada com o intuito de explorar diversidade quimica e selecionar novos compostos (e
novas classes quimicas) que sejam similares em forma e eletrostatica ao substrato presente a
estrutura cristalografica PDB ID 1H5R.

O posicionamento de um ligante em um sitio ativo de uma biomolécula é um fato
determinante para a atividade biolégica do mesmo, ja que esse sitio ativo apresenta um
determinado formato para que a interacdo ocorra. Dessa forma, a estrutura tridimensional de
um ligante é importante para que ocorra a formacgédo do complexo ligante-proteina (HAIGH et
al., 2005). Ambos os programas utilizados na etapa de triagem por similaridade e forma, ROCS
e EON, da OpenEye, tem revelado compostos promissores para o tratamento de vérias doencas
(NAYLOR et al., 2009).

O programa ROCS realiza uma triagem virtual por forma, através da comparacéo entre
os volumes e conformacao de dois compostos, a molécula de referéncia (G1P) (Figura 32) e as
moléculas presentes em bancos de dados. Os célculos dos volumes sdo feitos através da
superficie exposta de esferas de insercdo colocadas na molécula referéncia.

Apds 0 ROCS, uma outra triagem de similaridade foi feita comparando os mapas de
potencial eletrostatico das moléculas. O programa utilizado nessa etapa foi o EON, sendo que
seus arquivos de entrada foram os provenientes do ROCS. Com esse programa se realiza a
comparacao e classificacdo dos compostos bases em seus mapas de superficie eletrostatica. Os
parametros adotados para ambos programas ndo foram alterados.

Figura 32 - Estrutura da G1P, utilizada como referéncia para os estudos
de triagem virtual por similaridade nos programas ROCS e EON.

Fonte: O autor.

Para a obtencdo dos melhores inibidores possiveis para a PMI de XAC, foram utilizadas
trés estratégias. A primeira estratégia corresponde a apenas a etapa de docking com o programa
GOLD (8A) utilizando o modelo por homologia como receptor, seguido por predicdes
ADME/TOX com os programas QikProp e DEREK respectivamente. A segunda estratégia

inicia-se com uma triagem virtual por similaridade utilizando os programas ROCS e EON,
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seguido pelo docking e, novamente, predicbes ADME/Tox. Por fim, na terceira estratégia, a
triagem virtual por similaridade é realizada ap6s o docking; seguindo para analises de predi¢des
ADME/Tox. Em todas as estratégias realizadas, o ultimo passo corresponde a analise visual da
interagdo dos compostos com o receptor.

Na primeira estratégia, as bases de dados foram submetidas ao docking utilizando o
centroide de x = 23.977, y = 15.659 e z = 43.886 e um raio de esfera de 8 A para as bases de
dados Chembridge CL, Chembridge EXP, DrugDatabase, DrugLike, FDA Binding, Maybridge
e Natural Stock. Os arquivos finais de cada base de dados sairam com 500 compostos e foram
utilizados em estudos de predicdes ADME/TOX. Em seguida, esses compostos passaram por
uma analise visual para verificar quais possuiam uma maior interagdo com o modelo da PMI

XAC. Abaixo (Tabela 9) sdo mostrados quantos compostos sobreviveram a todas as etapas.

Tabela 9 - Relagdo entre os compostos sobreviventes das bases de dados ap6s simulagdes de docking com
esfera de 8 A, predicdes ADME/Tox (DEREK e QikProp) e inspecdo visual, utilizando a primeira estratégia.

Bases de dados  Docking DEREK QikProp  Inspecédo Visual

Chembridge CL 500 155 5 0
Chembridge EXP 500 226 4 0
DrugDatabase 500 83 41 0
FDA Binding 500 92 28 5
Maybridge 500 5 5 0
Natural Stock 500 93 91 0

Fonte: o autor.

Na segunda estratégia, a primeira triagem feita foi em relacédo a similaridade por forma
entre a molécula referéncia e as bases de dados. Nessa triagem foi realizada com o programa
ROCS e foram obtidos os 2000 melhores resultados para as bases de dados Chembridge CL,
Chembridge EXP, DrugDatabase, DrugLike, FDA Binding, Maybridge e Natural Stock. Os
compostos selecionados nessa etapa seguiram para 0s estudos de similaridade por mapa
eletrostatico com o programa EON, no qual foram selecionados 1000 melhores resultados.

Em seguida, os arquivos obtidos na etapa anterior foram submetidos ao docking
utilizando o centroide de x = 23.977, y = 15.659 e z = 43.886 e um raio de esfera de 6 A e 60
de fitness. O tamanho da esfera teve que ser modificado devido a problemas encontrados para
alguns ligantes em relacgdo a sua tor¢éo e aumento do tamanho das ligagdes. Os arquivos finais
de cada base de dados sairam com 500 compostos e foram utilizados em estudos de predi¢6es

ADME/Tox. Em seguida, esses compostos passaram por uma analise visual para verificar quais
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possuiam uma maior interagdo com o modelo da PMI de XAC. Abaixo (Tabela 10) sdo

mostrados quantos compostos sobreviveram a todas as etapas.

Tabela 10 - Relagdo entre os compostos sobreviventes das bases de dados ap6s estudos triagem virtual por
similaridade (ROCS e EON), de docking, predicdes ADME/Tox (DEREK e QikProp) e inspecéo visual,

utilizando a segunda estratégia.

Bases de dados ROCS EON Docking DEREK  QikProp Inspecdo
Visual
Chembridge 2000 1000 500 8 0 0
CL
Chembridge 2000 1000 500 1 0 0
EXP
DrugDatabase 2000 1000 500 13 13 0
DrugLike 2000 1000 500 265 83 38
FDA Binding 2000 1000 500 31 18 1
Maybridge 2000 1000 0 0 0 0
Natural Stock 2000 1000 500 3 3 1

Fonte: o autor.

Na terceira e final estratégia, as bases de dados Princeton, IBS Natural e IBS Synthetic

foram submetidas ao docking utilizando o centroide de x = 23.977, y =15.659 e z = 43.886 e

um raio de esfera de 6 A e 60 de fitness. Nessa etapa foram obtidos 5000 compostos de cada

base de dados. O préximo passo corresponde a busca de compostos com similariedade, por

forma e eletrostatica, utilizado o arquivo proveniente do GOLD. Nessa triagem foram

utilizados os programas ROCS e EON, do qual foram obtidos os 3000 e 500 melhores

resultados respectivamente.

Os arquivos finais de cada base de dados obtiveram como hits 500 compostos

(provenientes do EON) e foram utilizados em estudos de predicbes ADME/Tox. Em seguida,

esses compostos passaram por uma analise visual para verificar quais possuiam uma maior

interagdo com o0 modelo da PMI de XAC. Abaixo (Tabela 11) s&o mostrados quantos compostos

sobreviveram a todas as etapas.
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Tabela 11 - Relago entre os compostos sobreviventes das bases de dados ap6s simulagdes de docking com
esfera de 6 A e 60 de fitness, triagem virtual por similaridade (ROCS e EON), predigdes ADME/Tox (DEREK
e QikProp) e inspecdo visual, utilizando a terceira estratégia.

Bases Docking ROCS EON DEREK QikProp Inspecédo Visual
Princeton 5000 3000 500 105 9 0
IBS Natural 5000 3000 500 0 0 0
IBS Synthetic 5000 3000 500 135 4 0

Fonte: o autor.

As andlises de propriedades farmacocinéticas sdo extremamente importantes para o
desenvolvimento de novos compostos, pois o fato de algumas moléculas ndo apresentarem
essas propriedades adequadas sdo um dos principais insucessos em pesquisas voltadas para essa
area. A descoberta dessas propriedades antes dos ensaios bioldgicos, permite um menor gasto
de tempo e dinheiro para substancias biologicamente ativas (BOOBIS et al., 2002; PRENTIS;
LIS; WALKER, 1988; VENKATESH; LIPPER, 2000).

O célculo de descritores € um método de predicdo de atividades farmacocinéticas e um
importante filtro em estudos de triagem virtual. Esses calculos podem ser realizados através do
programa QikProp (SCHRODINGER, [s.d.]).O programa Qikprop, da empresa Schrodinger
realiza a predicdo de propriedades farmacocinéticas (ADME) utilizando descritores e com
baixo desprendimento computacional. A estrutura da molécula é analisada como um todo e a
predicdo é baseada em sua estrutura 3D.

Diversas importantes propriedades farmacocinéticas podem ser preditas e comparadas com um
extenso banco de dados. Entre essas propriedades, detacamos aquelas utilizadas: log CACO?2,
log MDCK, porcentagem de absorcéo oral e qualidade do modelo de absorcdo oral humana.

O log CACO2 é uma medida de abor¢do pela mucosa intestinal por difusdo passiva,
realizado através de estudos em células do epitélio intestinal diferenciadas, Caco-2 (QPPCaco).
A linhagem celular Caco-2 ¢ derivada de um carcinoma colo-retal humano e é fonte de para a
absorcdo de farmacos in-vitro (ARTURSSON; KARLSSON, 1991). Junto com o modelo de
células Caco-2, a permeabilidade das células MDCK (Madin-Darby canine kidney) também
desempenham um importante fator a ser analisado no estudo de permeabilidade de farmacos
in-vitro (HORSTER; STOPP, 1986; IRVINE et al., 1999), sendo um importante mimetizador
da barreira sangue-cérebro.

Os valores utilizados como critério para a eliminacdo dos compostos nos estudos de
triagem virtual foram: log CACO2 e log MDCK acima ou igual a 500, porcentagem de absorg¢éo

oral maior ou igual a 80% e qualidade do modelo de absor¢do oral humana igual a “alta”.
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As predigdes toxicologicas foram calculadas através do programa DEREK, um
programa em que a toxicidade em moléculas é baseado no conhecimento. A estrutura total da
molécula é analisada por similaridade 2D e indica quais possiveis riscos toxicologicos que as
estruturas possam ter. Além disso, também ¢é feita uma comparacédo entre grupos toxicéforos,
isto é, fragmentos da molécula e fragmentos presentes em bancos de dados. Dentre as predi¢des
toxicoldgicas mostradas por esse programa temos a mutagenicidade, carcinogenicidade,
sensibilizacdo da pele, irritacd, entre outras. Essa etapa permite excluir moléculas
potencialmente nocivas para futuros ensaios (COLE; BURSAVICH, 2010). Esse programa
permite escolher a espécie para qual as predi¢des serdo feitas e, nesse estudo, as predi¢des foram
feitas para humanos enquanto o critério de exclusdo foi baseado em qualquer alerta de
toxicidade segundo Custom Prediction e Lhasa Prediction.

Apds as analises farmacocinéticas e toxicoldgicas, todas as bases foram submetidas a
uma analise visual, que possui o intuito de verificar uma maior interacdo com o modelo da PMI
XAC através da quantidade de interagdes quimicas. As analises dos resultados gerados serviram
como critério final para a selecdo de compostos, sendo um total de 45 inibidores. Ao final dos
estudos, a relacdo dos compostos sobreviventes em cada base de dado sdo mostrados nas tabelas
acima.

Os programas de docking analisam a afinidade ligante-proteina em estudos de
avaliacdo. Essa etapa do estudo teve sua eficiéncia aumentada gracas a evolucdo do
processamento computacional e automacéo de buscas sistematicas (JAIN, 2006; KITCHEN et
al., 2004; YURIEV; AGOSTINO; RAMSLAND, 2011; YURIEV; RAMSLAND, 2013). O
posicionamento dos ligantes em cavidades dos recepetores é realizada por um algoritmo, sendo
no caso do programa GOLD, o algoritmo genético.

Classificar as poses mais efetivas baseadas em uma pontuacdo também trata-se de uma
grande dificuldade encontrada nos programas de docking (JAIN, 2006; KITCHEN et al., 2004;
YURIEV; AGOSTINO; RAMSLAND, 2011; YURIEV; RAMSLAND, 2013). Ha diferentes
funcbes de pontuacdes adotadas por cada programa e, algumas delas, sé@o baseadas no
conhecimento, consenso, dados experimentais além da combinagdo de mecanica quantica e
mecanica molecular (JAIN, 2006; KITCHEN et al., 2004, YURIEV; AGOSTINO;
RAMSLAND, 2011; YURIEV; RAMSLAND, 2013).

Os resultados dos simulagdes de docking nos permitiram visualizar como 0s compostos
se comportam no sitio ativo do modelo. Sendo assim, a selecdo final se baseou prioritariamente

na possibilidade dos compostos interagiram com os residuos Arg173 Asn192, Asp249, Asp270
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e Gly155; sendo as interacBes com 0s amino&cidos arginina (173) e &cido aspartico (249) as
mais importantes.

O programa GOLD indicou que alguns compostos podem interagir de forma satisfatoria
no sitio ativo do modelo e, dessa forma, elegemos estes compostos como 0s mais promissores.
Foram selecionados 1 composto da base de dados Natural Stock, 6 compostos da FDA Binding
e 38 compostos da DrugLike.

De todos os compostos selecionados, alguns foram comprados e em seguida serdo
submetidos a ensaios in vitro e in vivo, para a comprovacao da a¢do inibidora da enzima PMI
de Xanthomonas citri subsp. citri. Doze inibidores foram selecionados para compra: D05, D44,
D28, D90, D02, D67, D22, D85, D39, D17, D27 e D89; além disso também foi comprado um
inibidor de PMI humana para ser testado. Esses inibidores que partiram para 0s ensaios
biolégicos foram selecionados com base nas interaces com aminoacidos interessantes que
compdem o sitio ativo e quantidade dessas interacdes; além de serem moléculas com perfis

polares e ndo muito rigidas (Tabela 12).

Tabela 12 - Tipo e comprimeto de interacBes entre os compostos comprados e 0s aminoacidos presentes no

sitio ativo.
Composto Aminoacidos Tipo de interagéo Comprimento da interagio (A)
D05 Gly155/ Asn192 Ligaces de hidrogénio 2,08e1,68
Glu 173/ Asp249 I16nica 2,97 2,94
Gly 153/ Gly155 2,00e2.99/ 2,10
D44 LigacBes de hidrogénio
Asn192 2,77e2,91
Gly155/Glu 173 2,04¢1,83
D28 LigacBes de hidrogénio
Asn192 / Asp249 1,73e2,10/2,04e 2,10
His116 / Gly155 2,19/2,08
D90 LigacBes de hidrogénio
Glul73/ Asp249 2,05/1,69
Gly155/ Glul73 2,07 /2,06
D02 LigacBes de hidrogénio
Asn192 2,01,2,03e2,10
Gly155 / Asp249 ) ) ) 1,85/2,60
D67 LigacBes de hidrogénio
Asn192 1,79e1,96
Gly155/ Glul73 ) ) ) 1,82/1,72
D22 Ligacdes de hidrogénio
Asn192 / Ser193 1,69e2,17/2,18
His116 / Gly155 ) ) ) 2,10/2,08
D85 Ligaces de hidrogénio
Asnl192 1,73e 2,10
Gly155/ Glul73 ) ) ) 2,07
D39 Ligaces de hidrogénio
Asnl192 1,70 e 2,00
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Gly153 / Gly155 ) ) ) 2,10e2,11/2,06
D17 Ligacdes de hidrogénio

Asn192 / Asp249 1,99 e2,03/2,06

Gly155/ Glul73 ) ) ) 2,02/2,10
D27 Ligacdes de hidrogénio

Asn192 / Asp270 1,66 € 2,07 /2,06

Gly155/ Glul73 ] ] ) 1,88/1,99
D89 Ligac@es de hidrogénio

Asn192 / Asp249 1,86e2,10/2,57

Fonte: o autor

4.4 Ensaios de atividade in vitro com a enzima PMI.

4.4.1. Método de avaliacdo da atividade enzimética

O ensaio de atividade selecionado € o reportado por Theodor Seliwanoff em 1887, que
consiste em uma reacdo com mudanca de coloracdo quando utilizado frutose e resorcinol em
uma solugdo aquosa de &cido cloridrico em fervura (SHAHIDULLAH, M; KHORASANI,
1972).

O método proposto por Seliwanoff é um teste que permite diferenciar uma aldose de
uma cetose, ou seja, distinguir entre acucares com grupamento aldeido e cetona
respectivamente. Esse teste baseia-se no principio de que, quando aquecidas, as cetoses sofrem
desidratacdo mais rapidamente do que as aldoses. Assim, quando o reagente de Seliwanoff for
utilizado em uma reacdo que apresenta um actcar com grupamento cetona, a cor da solucéo
mudara para vermelho rapidamente e quando adicionado em uma solugdo que tem uma aldose,
a cor muda mais lentamente para o rosa (SHAHIDULLAH, M; KHORASANI, 1972).

No caso desse estudo, a frutose reagira com o acido cloridrico formando o furfural, o
qual ira reagir com resorcinol formando um complexo de cor alaranjada pois trata-se de uma
cetose (Figura 33). Ja a manose, que é uma aldose, também a apresentara uma mudanca de

coloracdo, porém menos intensa do que a frutose e ira atingir uma coloracéo rosa.
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Figura 33 — Reacdo quimica do método de Seliwanoff.

CH,OH

CH,OH
O 2 O CHO
H7
-3H20 OH/\
3 H,0

OH

HOH,C

Fonte: o autor

Considerando a disponibilidade do reagente, os testes realizados para a avaliacdo e
inibicdo de PMI sdo de carater exploratorio. O primeiro teste realizado foi para verificar se a
enzima PMI estava viavel para os ensaios de inibi¢do. Nos testes-controle foram realizados com
a mesma quantidade (0,456 ug) de frutose-6-fosfato (F6P) e manose-6-fosfato (Figura 34).

Figura 34 - Esquema do teste empregado na avaliagdo da atividade enzimatica.

* Replicatas
+ Leitura: 415nm
Solugéo de Reagente de
M6P/F6P Seliwanoff
« Incubagdo a
30°C
*1h

Fonte: o autor

Notou-se uma mudanca répida de coloracdo no controle com F6P, enquanto o controle
com M6P e a reacdo (PMI + M6P) levaram em torno de 3 minutos para apresentarem alguma
mudanga em sua coloragdo. O primeiro tubo (aquele com a F6P) atingiu uma coloragéo
alaranjada enquanto os outros dois apresentaram uma coloracdo rosea; porém, o tubo que
continha a M6P e a enzima, apresentou uma coloracdo com intensidade maior do que a solugéo

controle com M6P (Figura 35).
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Figura 35 - Resultado para o ensaio de avaliacdo da atividade enzimatica da PMI mostrando as colorac6es
obtidas para os testes-controles e a reacéo entre a M6P e a enzima, ap6s a adicao do reagente de Seliwanoff
e fervura por 5 minutos.

Controle com M6P
Reacédo PMI + M6P

\
:

Fonte: o autor

A presenca da coloragdo mais clara no tubo de controle da reagédo de PMI com M6P
comparada ao controle com F6P é que nem toda M6P foi convertida em F6P pois € uma reacéo
de equilibrio (GRACY; NOTTMANN, 1968). Com esses resultados, é possivel concluir que a
enzima apresentava a sua atividade de interconversdao da M6P em F6P, permitindo que os testes

com os inibidores pudessem seguir.

4.4.2. Avaliacdo in vitro da inibicdo da PMI pelo composto selecionado

O primeiro composto selecionado para os ensaios de atividade com a enzima PMI,
fornecida por Alexandrino, foi 0 D28 pois ele realiza ligacdes entre 0s seus grupos hidroxilas e
os aminoacidos Gly155, Glul73, Asn192 e Asp249. Esse composto foi o primeiro selecionado
pois realiza ligacbes com os aminoacidos Asn192 e Gly155 igual o ligante cristalografico
(G1P); além de apresentar interacbes com os aminoacidos Glul73 e Asp249 presente no modelo
PMI Xanthomonas citri subsp citri gerado.

Foram testadas trés concentragfes finais para o inibidor D28: 5uM, 50uM e 50mM
(Tabela 13). As concentracdes de 5uM e 50uM apresentaram uma coloracao rosea, porém com
menor intensidade do que a solugdo com F6P e a solugdo de enzima com M6P sem inibidor
(Figura 36). Para essas duas concentracgdes do inibidor foram medidas as absorbancias de 0,035

e 0,028, indicando que quanto maior a concentracdo do composto, maior é a inibicdo da enzima.
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Tabela 13 - Dados referentes aos ensaios in vitro realizados para a fosfomanose isomerase recombinante de
Xanthomonas citri subsp. citri.

REAGENTES Volume (uL)

Controle Controle Reacdo com M6P e Concentracdes finais do inibidor

com com sem inibidor 5 puM 50 uM 50 mM
F6P M6P
M6P 0,3M 0 5 5 5 5 5
F6P 0,3M 5 0 0 0 0 0
Enzima 0 0 95 95 95 95
Inibidor 0 0 0 100 0 0
10 uM
Inibidor 0 0 0 0 100 0
100 pM
Inibidor 0 0 0 0 0 100
0,1M
Tampéo 195 195 100 0 0 0

(50 mMTris-HCI pH
8,0, 10 mM NacCl)

Figura 36 - Resultado para o ensaio de avaliagdo da atividade enzimética da PMI mostrando as coloragdes
obtidas para os testes-controles e a reacdo entre a M6P e a enzima, apds a adicao do reagente de Seliwanoff e
fervura por 5 minutos.

R e

Fonte: o autor.

Através de calculos simples foi possivel obter a absorbancia relativa e a capacidade de
inibicdo de cada concentragdo utilizada (Tabela 14). A absorbancia relativa foi calculada pela

divisdo entre absorbancia obtida para o respectivo inibidor e absorbancia da solucdo M6P +
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enzima. Os resultados obtidos para 5uM e 50uM foram, respectivamente, 0,54 e 0,43 (Tabela
12). Por sua vez, considerando que a absorbancia na auséncia de inibidor (M6P + enzima, valor
de 0,065, Tabela 12) corresponde a 100% de atividade, a porcentagem de inibicéo relativamente
ao 100% corresponde a diferenca das absorbancias apresentadas na auséncia de inibidor (0,065)
e na sua presenca (0,035, por exemplo). Os resultados obtidos foram 46% e 57% para as

concentracdes de 5uM e 50uM respectivamente (Tabela 12).

Tabela 14 - Resultados obtidos para os ensaios de inibicdo da enzima PMI de Xanthomonas citri subsp. citri
pelo inibidor D28.

Concentragéo Absorbancia Absorbancia Inibigéo (%)
(415nm) relativa
F6P 0.902
M6P + Enzima 0.065 1 0
5 uM do inibidor 0.035 0,54 46
50uM do inibidor 0.028 0,43 57

Fonte: o autor.

Por outro lado, o ensaio com o inibidor D28 a uma concentracdo de 50mM, apresentou
problemas ja que formou um aglomerado e ndo foi possivel a sua detec¢do. Apds esse fato, foi
realizado um teste do inibidor com a enzima em presenca do reagente de Seliwanoff e foi
verificado, que em altas concentracdes, o reagente utilizado no ensaio reage com o composto
inibidor.

E possivel notar que, embora a concentracdo do inibidor tenha sido aumentada em 10
vezes das concentracOes de 5 uM para 50 uM, a inibicdo ndo ocorre de forma linear. Esse fato,
aliado ao ensaio desse inibidor em altas concentragdes, poderia indicar que o limite maximo de
inibigdo foi atingido.

Em seguida a esse trabalho, todos os compostos comprados serdo testados em relacéo a

inibicdo da proteina PMI. Os resultados serdo apresentados em triplicatas.
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5. CONCLUSAO

A estrutura tridimensional de um receptor € um dado de suma importancia para
quimicos medicinais e computacionais que atuam na area de modelagem molecular. Explorar a
regido de interacdo do complexo ligante-receptor garante uma abordagem mais completa de
estudos da area e amplia a gama de ferramentas e possibilidades a serem utilizadas.

O modelo de PMI de XAC construido se demostrou confidvel através das validacGes e
da avaliacdo dos residuos do sitio de interagdo. Dessa forma, tal modelo pode ser utilizado em
triagens virtuais em bases de dados de compostos, na busca por novos quimiotipos ou classes
quimicas que poderiam interagir com o mesmo alvo, visando ao tratamento e eliminacdo do
cancro citrico.

As estratégias de triagem virtual utilizadas foram validadas in silico e mostraram-se
eficazes para a obtencédo de diversas moléculas com potencial de inibi¢do para a PMI. Um total
de 45 compostos foram obtidos na etapa de triagem virtual, porém 12 foram comprados e
passardo por ensaios bioldgicos para validar e quantificar suas atividades bioldgicas assim
estimadas. Os resultados serdo racionalizados do ponto de vista estrutura-atividade, com vistas
a um posterior refinamento ou otimizacdo bem como ao desenvolvimento de um futuro

bactericida Gtil ao tratamento do cancro citrico.
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6.PERSPECTIVAS FUTURAS

As estratégias de triagem virtual executadas nesse estudo foram efetivas do ponto de
vista tedrico. Como esse Mestrado faz parte de um projeto mais amplo, novos estudos serdo
realizados em relacdo ao potencial de inibi¢do das outras moléculas selecionadas.

As moléculas que apresentarem maior potencial de inibicdo, seguirdo para ensaios
biol6gicos com a bactéria XAC em Citrus aurantifolia. Ap6s a inoculagdo e passados os dias
necessarios, as folhas serdo destacadas e fotografadas para constatacdo e comparacdo do
processo infeccioso da XAC. Apds a conclusdo dessa etapa, 0S compostos que apresentarem
propriedades desfavoraveis a novos defensivos agricolas serdo otimizados de modo a
apresentarem um perfil mais adequado. O objetivo é que a otimizacdo desses compostos, apos
extenso estudo de relacdo estrutura-atividade, leve desenvolvimento de um futuro bactericida

util ao tratamento do cancro citrico.
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APENDICES

APENDICE A - Dados relacionados a construcdo do modelo de PMI Xanthomonas citri subsp.
citri.

Nesse apéndice sdo apresentados os dados obtidos em relagdo as estruturas
cristalograficas 1H5R, 2CU2, 2X5S e 2QHS5; além dos outros 4 modelos preditos por
modelagem por homologia estrutural. Os dados obtidos séo os gréaficos de Ramachandran,
PROCHECK, VERIFY3D, ERRAT e PROVE com os respectivos valores encontrados para
cada estrutura proteica.

Figura Al - Diagrama de Ramachandram da estrutura cristalografica 1H5R obtido pelo PROCHECK: 93%
de residuos em regibes favoraveis, 6,5% de residuos em regibes permitidas, 0% de residuos em regides

generosamente permitidas e 0,5% de residuos em regides proibidas.
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Estatisticas de plotagem

Residuos em regides mais favoraveis [A,B,L] 185 93.0%
Residuos em regibes adicionais permitidas [a,b,l,p] 13 6.5%
Regibes em generosamente permitidas [~a, ~b, ~I, ~p] 0 0.0%
Residuos em regiGes proibidas 1 0.5%
Numero de residuos néo glicinas e ndo prolinas 199 100.0%
Numero de residuos finais (exc. Glicina e prolina) 2
Nimero de residuos de glicina (mostrados como 23
triangulos)
Numero de residuos de prolina 13
Numero total de residuos 237

Com base na analise de 118 estruturas de resolugio de pelo menos 2.0 A e fator R néo superior a 20%, espera-
se que um modelo de boa qualidade tenha mais de 90% nas regides mais favorecidas.
Fonte: O autor
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Figura A2 - Resumo da avaliacdo estereoquimica da estrutura cristalografica 1H5R realizado pelo
PROCHECK com G-Factor de -0.2 e com todos os pardmetros dentro das faixas.
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Fonte: O autor

Figura A3 - Gréfico para a estrutura cristalografica 1H5R obtido pelo VERIFY3D: 97,47% dos residuos se
encontram dentro do perfil esperado.

Verty30: 1H5R_D.Ddb (1HSR_D.pan)

Fonte: O autor

Figura A4 - Gréfico para a estrutura cristalografica 1H5R obtido pelo ERRAT. Essa estrutura possui um fator
de qualidade de 95.7295.
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A barra vermelha indica 0 aminoacido com erro acima de 99%, as barras amarelas indicam regides com erros
entre 95% e 99% e as barras verdes indicam as regides com menor porcentagem de erro para dobrar proteinas.
Fonte: O autor
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Figura A5 - Gréfico para a estrutura cristalografica 1H5R obtido pelo PROVE. Essa estrutura apresenta 2,6%
dos aminoacidos foram da regido de interesse.
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O Z-score corresponde aos desvios dos valores do volume atdmico em relacéo aos valores padrdo e o Z-score
RMS mede a média de volumes irregulares na estrutura da proteina.
Fonte: O autor

Figura A6 - Diagrama de Ramachandram da estrutura cristalografica 2CU2 obtido pelo PROCHECK: 91,9%
de residuos em regibes favoraveis, 8,1% de residuos em regides permitidas, 0% de residuos em regides

generosamente permitidas e 0 % de residuos em regi6es proibidas.
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Estatisticas de plotagem
Residuos em regifes mais favoraveis [A,B,L] 204 91.9%
Residuos em regifes adicionais permitidas [a,b,l,p] 18 8.1%
Regibes em generosamente permitidas [~a, ~b, ~I, ~p] 0 0.0%
Residuos em regiGes proibidas 0 0.0%
Numero de residuos néo glicinas e ndo prolinas 222 100.0%
Numero de residuos finais (exc. Glicina e prolina) 2
Numero de residuos de glicina (mostrados como 25
triangulos)
Numero de residuos de prolina 18
Numero total de residuos 267

Com base na anélise de 118 estruturas de resolucéo de pelo menos 2.0 A e fator R n&o superior a 20%, espera-
se que um modelo de boa qualidade tenha mais de 90% nas regiGes mais favorecidas.
Fonte: O autor
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Figura A7 - Resumo da avaliacdo estereoquimica da estrutura cristalografica 2CU2 realizado pelo
PROCHECK com G-Factor de 0.1 e com todos os pardmetros dentro das faixas, com excecdo da distorcdo
tetraédrica do carbono alfa que apresenta resultados melhores com um valor de 0.9.
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Fonte: O autor

Figura A8 - Grafico para a estrutura cristalografica 2CU2 obtido pelo VERIFY3D: 100% dos residuos se
encontram dentro do perfil esperado.

VertyJ0: 20U ADAD (ZCUZ_A.DID)

Fonte: O autor

Figura A9 - Gréfico para a estrutura cristalografica 2CU2 obtido pelo ERRAT. Essa estrutura possui um fator
de qualidade de 98.0695.
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A barra vermelha indica 0 aminoacido com erro acima de 99%, as barras amarelas indicam regides com erros
entre 95% e 99% e as barras verdes indicam as regides com menor porcentagem de erro para dobrar proteinas.
Fonte: O autor
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Figura A10 - Gréfico para a estrutura cristalografica 2CU2 obtido pelo PROVE. Essa estrutura apresenta 1,9%
dos aminoacidos foram da regido de interesse.
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O Z-score corresponde aos desvios dos valores do volume atdmico em relacéo aos valores padrdo e o Z-score
RMS mede a média de volumes irregulares na estrutura da proteina.
Fonte: O autor

Figura A1l - Diagrama de Ramachandram da estrutura cristalografica 2QH5 obtido pelo PROCHECK: 87,6%
de residuos em regides favoraveis, 11,2% de residuos em regides permitidas, 0,9% de residuos em regides
generosamente permitidas e 0,4% de residuos em regides proibidas.

180+ 1 n
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Estatisticas de plotagem
Residuos em regies mais favoraveis [A,B,L] 204 87.6%
Residuos em regibes adicionais permitidas [a,b,l,p] 26 11.2%
Regides em generosamente permitidas [~a, ~b, ~I, ~p] 2 0.9%
Residuos em regiGes proibidas 1 0.4%
Numero de residuos nédo glicinas e ndo prolinas 233 100.0%
Numero de residuos finais (exc. Glicina e prolina) 3
Nimero de residuos de glicina (mostrados como 11
triangulos)
Numero de residuos de prolina 6
Numero total de residuos 253

Com base na anélise de 118 estruturas de resolugéo de pelo menos 2.0 A e fator R n&o superior a 20%, espera-
se que um modelo de boa qualidade tenha mais de 90% nas regiGes mais favorecidas.
Fonte: O autor
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Figura Al12 - Resumo da avaliacdo estereoquimica da estrutura cristalografica 2QH5 realizado pelo

PROCHECK com G-Factor de -0.0 e com todos os pardmetros dentro das faixas.
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Fonte: O autor

Figura A13 - Gréfico para a estrutura cristalografica 2QH5 obtido pelo VERIFY3D: 86,17% dos residuos se
encontram dentro do perfil esperado.
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Fonte: O autor

Figura Al4 - Grafico para a estrutura cristalografica 2QH5 obtido pelo ERRAT.
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A barra vermelha indica 0 aminoacido com erro acima de 99%, as barras amarelas indicam regiGes com erros
entre 95% e 99% e as barras verdes indicam as regifes com menor porcentagem de erro para dobrar proteinas.
Fonte: O autor
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Figura A15 - Gréafico para a estrutura cristalografica 2QH5 obtido pelo PROVE. Essa estrutura apresenta 3,2%
dos aminoacidos foram da regido de interesse.
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O Z-score corresponde aos desvios dos valores do volume atdmico em relacéo aos valores padrdo e o Z-score
RMS mede a média de volumes irregulares na estrutura da proteina.
Fonte: O autor

Resolution(Angstroms)

Figura A16 - Diagrama de Ramachandram da estrutura cristalogréfica 2X5S obtido pelo PROCHECK: 93,7%
de residuos em regides favoraveis, 6,3% de residuos em regiGes permitidas, 0,0% de residuos em regides
generosamente permitidas e 0,0% de residuos em regides proibidas.
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Estatisticas do gréfico

Residuos em regies mais favoraveis [A,B,L] 224 93.7%
Residuos em regibes adicionais permitidas [a,b,l,p] 15 6.3%
Regides em generosamente permitidas [~a, ~b, ~I, ~p] 0 0.0%
Residuos em regiGes proibidas 0 0.0%
Numero de residuos nédo glicinas e ndo prolinas 239 100.0%
Numero de residuos finais (exc. Glicina e prolina) 1

Nimero de residuos de glicina (mostrados como 15

triangulos)

Numero de residuos de prolina 17

Numero total de residuos 272

Com base na anélise de 118 estruturas de resolugéo de pelo menos 2.0 A e fator R n&o superior a 20%, espera-
se que um modelo de boa qualidade tenha mais de 90% nas regides mais favorecidas.
Fonte: O autor
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Figura Al7 - Resumo da avaliacdo estereoquimica da estrutura cristalografica 2X5S realizado pelo
PROCHECK com G-Factor de 0.1 e com todos os pardmetros dentro das faixas, com excecdo da distorcdo
tetraédrica do carbono alfa que apresenta resultados melhores com um valor de 1.5.
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Fonte: O autor

Figura A18 - Grafico para a estrutura cristalografica 2X5S obtido pelo VERIFY3D: 100% dos residuos se
encontram dentro do perfil esperado.

VErifyI0: 2X55_A.paD (2X55_A.pD)
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Fonte: O autor

Figura A19 - Grafico para a estrutura cristalografica 2X5S obtido pelo ERRAT. Essa estrutura possui um fator
de qualidade de 88.5932.
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A barra vermelha indica 0 aminoacido com erro acima de 99%, as barras amarelas indicam regides com erros
entre 95% e 99% e as barras verdes indicam as regides com menor porcentagem de erro para dobrar proteinas.
Fonte: O autor
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Figura A20 - Grafico para a estrutura cristalografica 2X5S obtido pelo PROVE. Essa estrutura apresenta 2,8%
dos aminoacidos foram da regido de interesse.
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O Z-score corresponde aos desvios dos valores do volume atdmico em relacéo aos valores padrdo e o Z-score
RMS mede a média de volumes irregulares na estrutura da proteina.
Fonte: O autor

Figura A21 - Diagrama de Ramachandram da hip6tese 1 gerada para PMI XAC obtido pelo PROCHECK:
91,6% de residuos em regides favoraveis, 7,1% de residuos em regides permitidas, 1,3% de residuos em regides

generosamente permitidas e 0,0% de residuos em regides proibidas.
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Estatisticas do gréafico
Residuos em regies mais favoraveis [A,B,L] 219 91.6%
Residuos em regifes adicionais permitidas [a,b,l,p] 17 7.1%
Regibes em generosamente permitidas [~a, ~b, ~I, ~p] 3 1.3%
Residuos em regiGes proibidas 0 0.0%
Numero de residuos néo glicinas e ndo prolinas 239 100.0%
Numero de residuos finais (exc. Glicina e prolina) 2
Numero de residuos de glicina (mostrados como 19
triangulos)
Numero de residuos de prolina 17
Numero total de residuos 267

Com base na analise de 118 estruturas de resolucéo de pelo menos 2.0 A e fator R n&o superior a 20%, espera-
se que um modelo de boa qualidade tenha mais de 90% nas regiGes mais favorecidas.
Fonte: O autor
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Figura A22 - Resumo da avaliacdo estereoquimica da hip6tese 1 gerada para PMI XAC realizado pelo
PROCHECK com G-Factor de -0.1 e com todos os pardmetros dentro das faixas, com excecdo da distor¢do
tetraédrica do carbono alfa que apresenta resultados melhores com um valor de 1.3.
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Fonte: O autor

Figura A23 - Gréfico para a hipdtese 1 obtido pelo VERIFY3D: 94,58% dos residuos se encontram dentro do
perfil esperado.

Fonte: O autor

Figura A24 - Grafico para a hipotese 1 gerada para PMI XAC obtido pelo ERRAT. Essa estrutura possui um
fator de qualidade de 74.3494.
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A barra vermelha indica 0 aminoacido com erro acima de 99%, as barras amarelas indicam regides com erros
entre 95% e 99% e as barras verdes indicam as regides com menor porcentagem de erro para dobrar proteinas.
Fonte: O autor
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Figura A25 - Grafico para hipétese 1 gerada para PMI XAC obtido pelo PROVE. Essa estrutura apresenta
4,9% dos aminoacidos foram da regido de interesse.
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O Z-score corresponde aos desvios dos valores do volume atdmico em relacéo aos valores padrdo e o Z-score
RMS mede a média de volumes irregulares na estrutura da proteina.
Fonte: O autor

Figura A26 - Diagrama de Ramachandram da hipétese 2 gerada para PMI XAC obtido pelo PROCHECK:
89,5% de residuos em regides favoraveis, 7,9% de residuos em regides permitidas, 2,1% de residuos em regides
generosamente permitidas e 0,4% de residuos em regides proibidas.__
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Estatisticas de gréafico
Residuos em regides mais favoraveis [A,B,L] 214 89.5%
Residuos em regibes adicionais permitidas [a,b,l1,p] 19 7.9%
Regibes em generosamente permitidas [~a, ~b, ~I, ~p] 5 2.1%
Residuos em regiGes proibidas 1 0.4%
Numero de residuos néo glicinas e ndo prolinas 239 100.0%
Numero de residuos finais (exc. Glicina e prolina) 2
Nimero de residuos de glicina (mostrados como 19
triangulos)
Numero de residuos de prolina 17
Numero total de residuos 277

Com base na anélise de 118 estruturas de resolucéo de pelo menos 2.0 A e fator R n&o superior a 20%, espera-
se que um modelo de boa qualidade tenha mais de 90% nas regiGes mais favorecidas.
Fonte: O autor
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Figura A27 - Resumo da avaliacdo estereoquimica da hipétese 2 gerada para PMI XAC realizado pelo
PROCHECK com G-Factor de -0.1 e com todos os parametros dentro das faixas, com excecdo da distorcéo
tetraédrica do carbono alfa que apresenta resultados melhores com um valor de 1.4.
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Fonte: O autor

Figura A28 - Gréfico para a hipdtese 2 gerada para PMI XAC obtido pelo VERIFY3D: 93,88% dos residuos
se encontram dentro do perfil esperado.
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Fonte: O autor

Figura A29 - Gréafico para a hipotese 2 gerada para PMI XAC obtido pelo ERRAT. Essa estrutura possui um
fator de qualidade de 79.5539.
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A barra vermelha indica o aminoacido com erro acima de 99%, as barras amarelas |nd|cam regides com erros
entre 95% e 99% e as barras verdes indicam as regides com menor porcentagem de erro para dobrar proteinas.
Fonte: O autor
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Figura A30 - Grafico para a hipotese 2 gerada para PMI XAC obtido pelo PROVE. Essa estrutura apresenta
5,6% dos aminoacidos foram da regido de interesse.
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O Z-score corresponde aos desvios dos valores do volume atdmico em relacéo aos valores padrdo e o Z-score
RMS mede a média de volumes irregulares na estrutura da proteina.
Fonte: O autor

Figura A31 - Diagrama de Ramachandram da hip6tese 3 gerada para PMI XAC obtido pelo PROCHECK:
89,5% de residuos em regides favoraveis, 7,1% de residuos em regides permitidas, 3,3% de residuos em regides

generosamente permitidas e 0,0% de residuos em regifes proibidas.
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Estatisticas de plotagem
Residuos em regides mais favoraveis [A,B,L] 214 89.5%
Residuos em regibes adicionais permitidas [a,b,l1,p] 17 7.1%
Regibes em generosamente permitidas [~a, ~b, ~I, ~p] 8 0.0%
Residuos em regiGes proibidas 0 0.0%
Numero de residuos nédo glicinas e nao prolinas 222 100.0%
Numero de residuos finais (exc. Glicina e prolina) 2
Nimero de residuos de glicina (mostrados como 19
triangulos)
Numero de residuos de prolina 17
Numero total de residuos 277

Com base na anélise de 118 estruturas de resolucéo de pelo menos 2.0 A e fator R n&o superior a 20%, espera-
se que um modelo de boa qualidade tenha mais de 90% nas regiGes mais favorecidas.
Fonte: O autor
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Figura A32 - Resumo da avaliacdo estereoquimica da hipotese 3 gerada para PMI XAC realizado pelo
PROCHECK com G-Factor de -0.1 e com todos os pardmetros dentro das faixas, com excecdo da distor¢do
tetraédrica do carbono alfa que apresenta resultados melhores com um valor de 1.5.
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Fonte: O autor

Figura A33 - Gréfico para a hipotese 3 obtido pelo VERIFY3D: 97,11% dos residuos se encontram dentro do
perfil esperado.
Verify3D: PMI_X_model3_ref{H5R.pdb (PMI_X_model3_ref1H5R.pdb)
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Fonte: O autor

Figura A34 - Gréafico para a hipotese 3 gerada para PMI XAC obtido pelo ERRAT. Essa estrutura possui um
fator de qualidade de 84.0149.
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A barra vermelha indica o aminoacido com erro acima de 99%, as barras amarelas |nd|cam regiGes com erros
entre 95% e 99% e as barras verdes indicam as regides com menor porcentagem de erro para dobrar proteinas.
Fonte: O autor
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Figura A35 - Grafico para a hipotese 3 gerada para PMI XAC obtido pelo PROVE. Essa estrutura apresenta
5,7% dos aminoacidos foram da regido de interesse.
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O Z-score corresponde aos desvios dos valores do volume atdmico em relacéo aos valores padrdo e o Z-score
RMS mede a média de volumes irregulares na estrutura da proteina.

Fonte: O autor

Figura A36 - Diagrama de Ramachandram da hip6tese 5 gerada para PMI XAC obtido pelo PROCHECK:
89,1% de residuos em regides favoraveis, 8,8% de residuos em regides permitidas, 1,7% de residuos em regides
generosamente permitidas e 0,4% de residuos em regides proibidas.
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Estatisticas de plotagem

Residuos em regides mais favoraveis [A,B,L] 213
Residuos em regides adicionais permitidas [a,b,l,p] 21
Regibes em generosamente permitidas [~a, ~b, ~I, ~p] 4
Residuos em regiGes proibidas 1
Numero de residuos néo glicinas e ndo prolinas 239
Numero de residuos finais (exc. Glicina e prolina) 2
Nimero de residuos de glicina (mostrados como 19
triangulos)

Numero de residuos de prolina 17
Numero total de residuos 277
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Com base na anélise de 118 estruturas de resolucéo de pelo menos 2.0 A e fator R n&o superior a 20%, espera-

se que um modelo de boa qualidade tenha mais de 90% nas regiGes mais favorecidas.

Fonte: O autor
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Figura A37 - Resumo da avaliacdo estereoquimica da hip6tese 5 gerada para PMI XAC realizado pelo
PROCHECK com G-Factor de -0.1 e com todos os pardmetros dentro das faixas, com excecdo da distor¢do
tetraédrica do carbono alfa que apresenta resultados melhores com um valor de 1.4.
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Fonte: O autor

78' Measure of bad non-bonded interactions

Bad contacts per 100 residues

10 1.5 20 25 30 35

Resolution (Angstroms)
f. Overall G-factor

G-factor

10 15 20 25 30 3
Resolution (Angstroms)

5 40

Figura A38 - Gréfico para a hipotese 5 gerada para PMI XAC obtido pelo VERIFY3D: 91,70% dos residuos

se encontram dentro do perfil esperado.
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Fonte: O autor
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Figura A39 - Gréfico para a hipotese 5 gerada para PMI XAC obtido pelo ERRAT. Essa estrutura possui um

fator de qualidade de 73.2342.
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A barra vermelha indica o aminoacido com erro acima de 99% as barras amarelas |nd|cam regides com erros
entre 95% e 99% e as barras verdes indicam as regides com menor porcentagem de erro para dobrar proteinas.
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Figura A40 - Gréfico para a hipotese 5 gerada para PMI XAC obtido pelo PROVE. Essa estrutura apresenta
4,1% dos aminoacidos foram da regido de interesse.
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O Z-score corresponde aos desvios dos valores do volume atdmico em relacéo aos valores padrdo e o Z-score
RMS mede a média de volumes irregulares na estrutura da proteina.
Fonte: O autor

APENDICE B - Dados relacionados a construcéo do modelo de PMI Homo sapiens

Nesse apéndice sdo apresentados os dados obtidos em relagdo as estruturas
cristalograficas 3H1M e 5NW?7; além dos outros 4 modelos preditos por modelagem por
homologia estrutural. Os dados obtidos sdo os graficos de Ramachandran, PROCHECK,

VERIFY3D, ERRAT e PROVE com os respectivos valores encontrados para cada estrutura
proteica.
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Figura B1 - Diagrama de Ramachandram da estrutura cristalografica 3H1M obtido pelo PROCHECK: 90,6%
de residuos em regides favoraveis, 8,8% de residuos em regides permitidas, 0,0% de residuos em regibes

generosamente permitidas e 0,6%

de residuos em regides proibidas.
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Estatisticas de plotagem
Residuos em regifes mais favoraveis [A,B,L] 308 90.6%
Residuos em regifes adicionais permitidas [a,b,l,p] 30 8.8%
Regides em generosamente permitidas [~a, ~b, ~I, ~p] 0 0.0%
Residuos em regiGes proibidas 2 0.6%
Numero de residuos ndo glicinas e ndo prolinas 340 100.0%
Numero de residuos finais (exc. Glicina e prolina) 3
Numero de residuos de glicina (mostrados como 23
triangulos)
Numero de residuos de prolina 26
Numero total de residuos 392

Com base na anélise de 118 estruturas de resolucio de pelo menos 2.0 A e fator R ndo superior a 20%, espera-
se que um modelo de boa qualidade tenha mais de 90% nas regides mais favorecidas.

Fonte: O autor

Figura B2 - Resumo da avaliagdo estereoquimica da estrutura cristalografica 3H1M realizado pelo
PROCHECK com G-Factor de -0.0 e com todos 0s parametros dentro das faixas.
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Fonte: O autor
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Figura B3 - Grafico para a estrutura cristalografica 3H1M obtido pelo VERIFY3D: 88,01% dos residuos se
encontram dentro do perfil esperado.

Fonte: O autor
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Figura B4 - Grafico para a estrutura cristalografica 3H1M obtido pelo ERRAT. Essa estrutura possui um fator

de qualidade de 76.7442. I
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A barra vermelha indica 0 aminoacido com erro acima de 99%, as barras amarelas indicam regiGes com erros
entre 95% e 99% e as barras verdes indicam as regiGes com menor porcentagem de erro para dobrar proteinas.

Fonte: O autor

Figura B5 - Gréfico para a estrutura cristalografica 3H1M obtido pelo PROVE. Essa estrutura apresenta
3,6% dos aminoacidos foram da regido de interesse.
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O Z-score corresponde aos desvios dos valores do volume atdmico em relagéo aos valores padréo e o Z-score
RMS mede a média de volumes irregulares na estrutura da proteina.

Fonte: O autor
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Figura B6 - Diagrama de Ramachandram da estrutura cristalografica SNW?7 obtido pelo PROCHECK: 90,1%
de residuos em regides favoraveis, 9,9% de residuos em regides permitidas, 0,0% de residuos em regibes

generosamente permitidas e 0,0% de residuos em regides proibidas.
180 T

%ﬂ Plot statistics
£ Residues in most favoured regions [A.B.L] 347 90.1%
Residues in additional allowed regions [a.b.lp] 38 9.9%
Residues in generously allowed regions [~a.~b.~L~p] 0 0.0%
Residues in disallowed regions 0 0.0%
Number of non-glycine and non-proline residues 3_ S; 10_0_(_)00
-1357° | ‘ B ‘ Number of end-residues (excl. Gly and Pro) 2
" . ‘ ‘ E . Eor Number of glycine residues (shown as triangles) 29
; : ‘ ; . | . Number of proline residues 24
-180  -135 -90 -45 45 90 135 180 ——-
Phu (degrees) Total number of residues 440
Estatisticas de plotagem
Residuos em regies mais favoraveis [A,B,L] 347 90.1%
Residuos em regifes adicionais permitidas [a,b,l,p] 38 9.9%
Regifes em generosamente permitidas [~a, ~b, ~I, ~p] 0 0.0%
Residuos em regiGes proibidas 0 0.0%
Numero de residuos néo glicinas e ndo prolinas 385 100.0%
Numero de residuos finais (exc. Glicina e prolina) 2
Numero de residuos de glicina (mostrados como 29
triangulos)
Numero de residuos de prolina 24
Ndmero total de residuos 440

Com base na anélise de 118 estruturas de resolucio de pelo menos 2.0 A e fator R ndo superior a 20%, espera-
se que um modelo de boa qualidade tenha mais de 90% nas regides mais favorecidas.
Fonte: O autor

Figura B7 - Resumo da avaliagdo estereoquimica da estrutura cristalografica 3H1M realizado pelo
PROCHECK com G-Factor de -0.1 e com todos os pardmetros dentro das faixas.
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Fonte: O autor
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Figura B8 - Gréfico para a estrutura cristalografica 3H1M obtido pelo VERIFY3D: 100% dos residuos se

encontram dentro do perfil esperado.
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Fonte: O autor
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Figura B9 - Grafico para a estrutura cristalografica SNW7 obtido pelo ERRAT. Essa estrutura possui um fator

de qualidade de 95.3704.
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A barra vermelha indica o aminoacido com erro acima de 99%, as barras amarelas indicam regi6es com erros

entre 95% e 99% e as barras verdes indicam as regiGes com menor porcentagem de erro para dobrar proteinas.

Fonte: O autor

Figura B10 - Gréfico para a estrutura cristalografica 3H1M obtido pelo PROVE. Essa estrutura apresenta 2,9%

dos aminoéacidos foram da regido de interesse.
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Fonte: O autor
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O Z-score corresponde aos desvios dos valores do volume atdmico em relagéo aos valores padréo e o Z-score
RMS mede a média de volumes irregulares na estrutura da proteina.
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Figura B11 - Diagrama de Ramachandram da hip6tese 1 gerada para PMI Homo sapiens obtido pelo
PROCHECK: 88,4% de residuos em regides favoraveis, 8,9% de residuos em regiGes permitidas, 0,8% de
residuos em regibes generosamente permitidas e 1,9% de residuos em regides proibidas.
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Estatisticas de plotagem
Residuos em regifes mais favoraveis [A,B,L] 327 88.4%
Residuos em regides adicionais permitidas [a,b,1,p] 33 8.9%
Regifes em generosamente permitidas [~a, ~b, ~I, ~p] 3 0.8%
Residuos em regiGes proibidas 7 1.9%
Numero de residuos néo glicinas e ndo prolinas 370 100.0%
Numero de residuos finais (exc. Glicina e prolina) 2
Numero de residuos de glicina (mostrados como 21
triangulos)
Numero de residuos de prolina 30
Numero total de residuos 425

Com base na anélise de 118 estruturas de resolucio de pelo menos 2.0 A e fator R ndo superior a 20%, espera-
se que um modelo de boa qualidade tenha mais de 90% nas regides mais favorecidas.
Fonte: O autor

Figura B12 - Resumo da avaliacdo estereoquimica da hipétese 1 gerada para PMI Homo sapiens realizado
pelo PROCHECK com G-Factor de -0.2 e com todos os pardmetros dentro das faixas, com excecdo da
distorcdo tetraédrica do carbono alfa que apresenta um melhor resultado com valor de 1.3.
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Fonte: O autor
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Figura B13 - Grafico para a hipotese 1 gerada para PMI Homo sapiens obtido pelo VERIFY3D: 91,49% dos
residuos se encontram dentro do perfil esperado.
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Fonte: O autor
Figura B14 - Grafico para a hipétese 1 gerada para PMI Homo sapiens obtido pelo ERRAT. Essa estrutura
possui um fator de qualidade de 64.3373.
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A barra vermelha indica o aminoacido com erro acima de 99%, as barras amarelas indicam regides com erros
entre 95% e 99% e as barras verdes indicam as regides com menor porcentagem de erro para dobrar proteinas.
Fonte: O autor

Figura B15 - Gréafico para a hipétese 1 gerada para PMI Homo sapiens obtido pelo PROVE.
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O Z-score corresponde aos desvios dos valores do volume atdmico em relacao aos valores padrdo e o Z-score
RMS mede a média de volumes irregulares na estrutura da proteina.
Fonte: O autor
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Figura B16 - Diagrama de Ramachandram da hip6tese 2 gerada para PMI Homo sapiens obtido pelo
PROCHECK: 87,3% de residuos em regides favoraveis, 10,8% de residuos em regides permitidas, 1,1% de
erosamente permitidas e 0,8% de residuos em regides proibidas.
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Plot statistics

Residues in most favoured regions [A.B.L] 323 87.3%
Residues in additional allowed regions [a.b.1p] 40 10.8%
Residues in generously allowed regions [~a.~b.~L~p] 4 1.1%
Residues in disallowed regions 3 0.8%
Number of non-glycine and non-proline residues 70 100.0%
Number of end-residues (excl. Gly and Pro) 2
Number of glycine residues (shown as triangles) 21
Number of proline residues 30
Total number of residues 423

Estatisticas de grafico

323

Residuos em regifes adicionais permitidas [a,b,l,p] 40

Regides em generosamente permitidas [~a, ~b, ~I, ~p] 4

Residuos em regiGes proibidas 3
Numero de residuos nédo glicinas e ndo prolinas 370
Numero de residuos finais (exc. Glicina e prolina) 2

Numero de residuos de glicina (mostrados como 21

tridngulos)

NUmero de residuos de prolina

Numero total de residuos
Com base na analise de 118 estruturas de resolugéo de pelo menos 2.0 A e fator R n&o superior a 20%, espera-
se que um modelo de boa qualidade tenha mais de 90% nas regides mais favorecidas.

Fonte: O autor
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Figura B17 - Resumo da avaliacao estereoquimica da hipdtese 2 gerada para PMI Homo sapiens realizado pelo
PROCHECK com G-Factor de -0.2 e com todos os parametros dentro das faixas.
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Figura B18 - Grafico para a hip6tese 2 gerada para PMI Homo sapiens obtido pelo VERIFY3D: 91,49% dos
residuos se encontram dentro do perfil esperado.
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Fonte: O autor

Figura B19 - Grafico para a hipétese 2 gerada para PMI Homo sapiens obtido pelo ERRAT. Essa estrutura
possui um fator de qualidade de 68.6747.

ERRAT Ertor Vakues

i“|||||m.|.|I||||q|||||||n|\||||||||’ N il |.|.mu||||||mluul_ﬂH?'n].;;.;ni‘hﬂW|||...,.|...m.|||| il

LR

A barra vermelha indica o aminoacido com erro acima de 99%, as barras amarelas indicam regies com erros

entre 95% e 99% e as barras verdes indicam as regiGes com menor porcentagem de erro para dobrar proteinas.
Fonte: O autor

Figura B20 - Gréafico para a hipétese 2 gerada para PMI Homo sapiens obtido pelo PROVE.
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O Z-score corresponde aos desvios dos valores do volume atdmico em relacao aos valores padrdo e o Z-score
RMS mede a média de volumes irregulares na estrutura da proteina.
Fonte: O autor
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Figura B21 - Diagrama de Ramachandram da hip6tese 4 gerada para PMI Homo sapiens obtido pelo
PROCHECK: 88,9% de residuos em regides favoraveis, 9,2% de residuos em regifes permitidas, 1,1% de
residuos em regibes generosamente permitidas e 0,8% de residuos em regides proibidas.
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Com base na analise de 118 estruturas de resolugéo de pelo menos 2.0 A e fator R n&o superior a 20%, espera-
se que um modelo de boa qualidade tenha mais de 90% nas regides mais favorecidas.

Fonte: O autor

Figura B22 - Resumo da avaliacao estereoquimica da hipdtese 4 gerada para PMI Homo sapiens realizado pelo
PROCHECK com G-Factor de -0.2 e com todos os parametros dentro das faixas, exceto a distor¢do tetraédrica

do carbono alfa que apresenta um melhor resultado com valor de 1.5.
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Fonte: O autor
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Figura B23 - Grafico para a hipotese 4 gerada para PMI Homo sapiens obtido pelo VERIFY3D: 86,05% dos
residuos se encontram dentro do perfil esperado.

Varify 30: Mosdelod_PMI_hu

Fonte: O autor

Figura B24 - Grafico para a hipétese 4 gerada para PMI Homo sapiens obtido pelo ERRAT. Essa estrutura
possui um fator de qualidade de 63.8554.
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A barra vermelha indica o aminoacido com erro acima de 99%, as barras amarelas indicam regides com erros

entre 95% e 99% e as barras verdes indicam as regiGes com menor porcentagem de erro para dobrar proteinas.
Fonte: O autor

Figura B25 - Gréafico para a hipétese 4 gerada para PMI Homo sapiens obtido pelo PROVE.
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O Z-score corresponde aos desvios dos valores do volume atdbmico em relacéo aos valores padréo e o Z-score
RMS mede a média de volumes irregulares na estrutura da proteina.
Fonte: O autor
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Figura B26 - Diagrama de Ramachandram da hip6tese 5 gerada para PMI Homo sapiens obtido pelo
PROCHECK: 89,2% de residuos em regides favoraveis, 8,9% de residuos em regides permitidas, 0,8% de
residuos em regibes generosamente permitidas e 1,1% de residuos em regides proibidas.
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Com base na analise de 118 estruturas de resolugéo de pelo menos 2.0 A e fator R n&o superior a 20%, espera-
se que um modelo de boa qualidade tenha mais de 90% nas regides mais favorecidas.

Fonte: O autor

Figura B27 - Resumo da avaliacao estereoquimica da hipdtese 5 gerada para PMI Homo sapiens realizado pelo
PROCHECK com G-Factor de -0.1 e com todos os parametros dentro das faixas, exceto a distor¢do tetraédrica
do carbono alfa que apresenta um melhor resultado com valor de 1.2.

Fonte: O autor
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Figura B28 - Gréafico para a hipotese 5 gerada para PMI Homo sapiens obtido pelo VERIFY3D: 88,18% dos
residuos se encontram dentro do perfil esperado.
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Fonte: O autor

Figura B29 - Gréfico para a hipotese 5 gerada para PMI Homo sapiens obtido pelo ERRAT. Essa estrutura
possui um fator de qualidade de 63.3735.
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A barra vermelha indica o aminoacido com erro acima de 99%, as barras amarelas indicam regides com erros

entre 95% e 99% e as barras verdes indicam as regides com menor porcentagem de erro para dobrar proteinas.
Fonte: O autor

Figura B30 - Gréafico para a hipétese 5 gerada para PMI Homo sapiens obtido pelo PROVE. Essa estrutura
apresenta 6,4% dos aminoacidos foram da regido de interesse.
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O Z-score corresponde aos desvios dos valores do volume atdmico em relacao aos valores padrdo e o Z-score

RMS mede a média de volumes irregulares na estrutura da proteina.

Fonte: O autor
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