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Meneses’

Resumo

A B-1,2-glucuronosiltransferase (GumK) de Gluconacetobacter diazotrophicus é uma proteina
de 41 kDa que estd envolvida na biossintese de exopolissacarideos. GumK é o membro da
familia de enzimas ativadoras de glicosiltransferases e é responsavel pela adi¢cdo de um residuo
de &cido UDP-glucurénico para um residuo de manosil-(alfa-1,3)-difosfopoliprenol-celobiose
para produzir glucuronil-(beta-1,2)-manosil-(difosfopoliprenol-cellobiose alfa-1,3). Para
compreender melhor o mecanismo de acdo das glicosiltransferases bacterianas desta familia, a
modelagem por homologia de GumK foi executado. A estrutura tridimensional da enzima GumK
foi construida usando o programa MODELLER 9v8 e validadas com o programa Procheck. Para
construir o modelo de GumK, sequéncia semelhancas foram encontradas no Protein Data Bank
quando comparada a GumK de Xanthomonas campestris. A enzima possui dois dominios
Rossmann bem definidos com uma fenda catalitica entre eles, que é uma caracteristica tipica da
superfamilia de glicosiltransferase B. O alinhamento de sequéncias entre GumK e outras
glicosiltransferases mostrou varias regides conservadas incluindo o motivo presente no sitio de
ligacdo do substrato, todos os residuos que entram em contato com o ligante UDP sdo
conservadas na familia GT70, o que indica que, como esperado, a regido de ligacdo com
substrato é conservada. Os dados bioldgicos e estruturais aqui relatados langam luz sobre a base
molecular para a seletividade nesta familia de glicosiltransferases. Estas analises enfatizam o
modelo tridimensional construido para GumK que representa a primeira informacéo estrutural

para enzimas envolvidas na sintese da goma de G. diazotrophicus.

Unitermos: Modelagem por homologia; Bactéria endofitica; Glicosiltransferase familia GT70
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Abstract

Gluconacetobacter diazotrophicus GumK (B-1,2-glucuronosyltransferase) is a 41-kDa protein
that is involved in exopolysaccharide biosynthesis. GumK is the founding member of the
glycosyltransferase 70 family of carbohydrate-activating enzymes and is responsible for the
addition of a UDP-glucuronic acid residue to mannosyl-(alpha-1,3)-cellobiose
diphosphopolyprenol  to  produce  glucuronyl-(beta-1,2)-mannosyl-(alpha-1,3)-cellobiose
diphosphopolyprenol. To better understand the mechanism of action of the bacterial
glycosyltransferases in this family, the homology modeling structure of GumK was executed.
Three-dimensional structure to GumK enzymes we constructed using MODELLER 9v8 and
validated with Procheck and Verify 3D programs. To construct the model of GumK, Protein
Data Bank found sequence similarities when compared to GumK (from Xanthomonas
campestris). The enzyme has two well defined Rossmann domains with a catalytic cleft between
them, which is a typical feature of the glycosyltransferase B superfamily. The sequence
alignment between GumK and another glycosyltransferases showed several preserved regions
including the motif present on the substrate binding site, all residues that contact the UDP are
conserved in the GT70 family, which indicates that, as expected, binding of the donor substrate
is conserved. The biological and structural data reported here shed light on the molecular basis
for donor and acceptor selectivity in this glycosyltransferase family. These analyses emphasize
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the three-dimensional model constructed for GumK that represents the first structural

information for enzymes involved in gum synthesis of G. diazotrophicus.

Uniterms: Modeling by homology; Endophytic bacteria; Glycosyltransferase GT70 family

Introducgéo

A Fixacdo Biologica de Nitrogénio (FBN) foi inicialmente descrita em bactérias diazotroficas da
rizosfera e do rizoplano de uma grande variedade de plantas ndo leguminosas (DOBEREINER,
1992), porem, evidéncias mostram que algumas bactérias, que colonizam o interior da planta,
também sdo capazes de fixar nitrogénio e, por este fato, sdo conhecidas como bactérias
endofiticas fixadoras de nitrogénio ou bactérias endofiticas diazotroficas (OLIVARES et al.,
1996). Gluconacetobacter diazotrophicus é uma bactéria diazotrofica, adaptada as condicdes de
pressao osmotica e pH, que prevalecem no interior dos tecidos da cana-de-agucar (GILLIS et al.,
1989), ja tendo sido isolada de raizes, colmos e folhas de cana-de-agucar, capim-elefante e
batata-doce (DOBEREINER, 1992).

Os exopolissacarideos (EPS), também conhecidos como biopolimeros ou gomas
hidrossollveis, sdo produzidos por uma grande variedade de microrganismos. Estes possuem um
papel importante tanto na sobrevivéncia da bactéria quanto na associacdo desta com a planta,
auxiliando na adesdo da célula a superficies, na concentracdo de nutrientes, evitando a
dessecacdo, 0 contato com o hospedeiro e protegendo contra moléculas toxicas
(SUTHERLAND, 2001).

O papel de moléculas exopolissacaridicas de alto e baixo peso molecular na associacéo
entre bacterias fixadoras de nitrogénio e plantas tem sido muito estudado tanto em nivel de
caracterizacdo quimica, como de expressdo génica.

Considerando que o sequenciamento do genoma da G. diazotrophicus foi finalizado, e
que uma das motivacOes para este sequenciamento foi o seu potencial biotecnoldgico, torna-se de
extrema importancia o estudo comparativo das estruturas terciarias de enzimas relacionadas com

a sintese de EPS, com diferentes especificidades pelo substrato, a fim de propor potenciais sitios
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para mutacdo nas enzimas relacionadas com a sintese de EPS de G. diazotrophicus, que
implicariam na ampliacdo da utilizacdo de substratos por estas enzimas. Informacdes cruciais
sobre a funcdo de proteinas podem ser obtidas a partir das suas estruturas tridimensionais (3D).

A predicdo da estrutura 3D de proteinas codificadas no genoma é o objetivo da genémica
estrutural (BAKER e SALI, 2001), podendo ser realizada por métodos experimentais ou tedricos.
As principais técnicas experimentais empregadas na predicdo estrutural de uma proteina sdo: a
cristalografia por difracdo de raios-X (RX) e a espectroscopia de ressonancia magnética nuclear
(RMN). Mesmo sendo considerado o melhor processo para a obtencdo da estrutura
tridimensional de uma proteina, os métodos de predicdo experimental além de serem
financeiramente custosos, podem levar anos e, em alguns casos, a estrutura final pode néo chegar
a ser obtida. Além disso, um numero elevado de sequéncias protéicas encontram-se depositadas
em bancos de dados como o “Swiss-Prot” (BAIROCH et al., 2004), contudo, poucas estruturas
de proteinas foram resolvidas experimentalmente e depositadas em bancos de dados como o
PDB (Protein Data Bank) (WESTBROOK et al., 2002). Diante disso, 0 emprego de metodos
tedricos para a predicdo da estrutura tridimensional de proteinas seria uma saida para as
limitacOes e entraves encontrados nos métodos de predicao experimental.

Os principais métodos tedricos de predicdo de estrutura 3D de proteinas sdo: Modelagem
Comparativa; Predicdo de Enovelamento de Proteinas (Threading) e Predicdo por Primeiros
Principios (ab initio). A modelagem comparativa, até pouco tempo conhecida como modelagem
por homologia, usa como molde a estrutura 3D de outra proteina de referéncia, ja resolvida
experimentalmente e com coordenadas cartesianas depositadas em banco de dados de estruturas.
Este tem sido 0 método mais frequentemente usado e seu limite de predicéo esta intrinsecamente
relacionado com o grau de similaridade entre as estruturas alvo e molde. A Predicdo de
Enovelamento de Proteinas tenta ajustar a estrutura da proteina de interesse aos tipos de
enovelamentos de proteinas conhecidas, ou seja, registradas e depositados em bibliotecas de
enovelamentos. Ja a Predigcdo por Primeiros Principios emprega as propriedades fisico-quimicas

conhecidas de cada aminoacido para a construcdo de funcgdes de energia, sendo que tais funcgdes
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sdo minimizadas por algoritmos que realizam buscas no espaco de conformacdes que a proteina
de interesse possa assumir (SALI e BLUNDELL, 1993; PETSKO e RINGE, 2004).
Diante do exposto acima, o0 presente trabalho teve como objetivo descrever
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simplificadamente a metodologia de modelgaem comparativa empregando como modelo a
proteina B-1,2-glucoronosiltransferase (GumK) de Gluconacetobacter diazotrophicus, que esta
envolvida na biossintese de exopolissacarideos. GumK, é uma proteina de 41 kDa, pertencente a
familia das glicosiltransferases 70, enzima resposavel pela adi¢do de carboidratos ativados (acido
UDP-glicurénico) a um residuo de difosfopoliprenol manosil (o-1,3) para produzir celobiose

glucuronil-(B-1,2 difosfopoliprenol)-manosil (a-1,3)-celobiose.

Materiais e Métodos

A metodologia de modelagem comparativa envolve quatro etapas sucessivas:
identificacdo e selecdo da proteina-molde; alinhamento das sequéncias alvo e molde; construcao
e otimizacdo do modelo e, validacdo do modelo.

A sequéncia de aminoacidos da proteina GumK de G. diazotrophicus foi submetida a
uma andlise comparativa através do programa BLAST (Basic Local Alignment Search Tool)
(www.ncbi.nih.gov/BLAST) (ALTSCHUL et al., 1990) na base de dados PDB (alinhamento

local). As sequéncias de aminoacidos provenientes de alguns dos microrganismos encontrados

no resultado da busca foram submetidas ao programa de alinhamento multiplo de sequéncias
CLUSTALX). Nesta primeira etapa foi identificada uma proteina relacionada a sequéncia de
aminoacidos de GumK de G. diazotrophicus (proteina alvo), levando-se em conta durante o
processo de escolha da proteina molde, aspectos como: conhecimento estrutural, similaridade de
sequéncia, similaridade de funcdo, expressdo pelo mesmo grupo de genes e correlagdo evolutiva
entre as proteinas

Identificada a proteina molde, métodos de alinhamento global entre as seqiiéncias foram
aplicados, o que consiste na segunda etapa da modelagem comparativa. O alinhamento entre as
sequéncias  foi  realizado com o emprego do  programa  CLUSTALW
(http://wwwz2.ebi.ac.uk/clustalw/). O objetivo desse alinhamento € reconhecer regides
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estruturalmente conservadas e regides variaveis, observando-se 0s residuos estruturalmente
equivalentes na sequéncia primaria.

A terceira etapa da modelagem é a constru¢cdo do modelo, a qual foi baseada na
informacdo contida no alinhamento gerado entre as sequéncias. A constru¢cdo do modelo foi
realizada com o programa MODELLER (http://www.salilab.org/modeller/); no entanto, vale

ressaltar aqui a existéncia de outros programas como por exemplo o SWISS-MOD (SALI e
BLUNDELL, 1993; GUEX e PEITSCH, 1997; ARNOLD et al., 2006; ESWAR et al., 2007). A
modelagem utiliza a satisfacdo das restricbes espaciais, utilizando distancias geométricas e
técnicas de otimizacdo para satisfazer as restricdes espaciais das proteinas molde dadas através
do alinhamento. A visualizagcdo da estrutura tridimensional foi realizada com o programa
RASMOL (SAYLE, 1995).

Resultados e Discussao

A validacdo do modelo obtido pode ser realizada em trés niveis: estereoquimico,
conformacional e energético. No presente trabalho, a qualidade do modelo 3D gerado foi
validada pelo grafico de Ramachandran (RAMACHANDRAN et al., 1963) com o programa
PROCHECK (http://www.biochem.ucl.ac.uk/~roman/procheck/procheck.html) (LASKOWSKI
et al., 1998), que avalia a estrutura tridimensional da proteina indicando a sua qualidade
estereoquimica. A qualidade do modelo esta ligada a escolha do molde e a constru¢do do

alinhamento que servira de referéncia para a construcao dos atomos que compdem a proteina.
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Figura 1. Alinhamento entre as sequéncias de aminoacidos das proteinas GumK de G.
diazotrophicus com 2HY7 de X. campestris. Letras iguais pareadas (sombreadas em vermelho)

representam o mesmo aminoécido.

Na busca por proteinas molde foi encontrada uma B-1,2-glucuronosiltransferase (GumK),
da super-familia das glicosiltransferases do tipo B de X. campestris, que foi usada como
sequéncia molde, com identidade de 42%. Vale ressaltar que para uma sequéncia ser considerada
como candidata a estrutura de referéncia, é necessario que haja no minimo 25-30% de identidade
entre as sequéncias primarias, o que foi obtido para a proteina de X. campestris. A modelagem
molecular de GumK de G. diazotrophicus foi feita com o programa Modeller (SALI e
BLUNDELL, 1993), e a seqiiéncia molde escolhida foi a 2HY7 [GumK de X. campestris
(BARRERAS et al., 2008)], devido ao seu indice maior de identidade (Figura 1). A proteina
molde havia sido resolvida por difracdo de raios X, com resolucéo de 1,9 Angstrons.

Uma vez escolhida a proteina molde (2HY7), a sequencia desta foi alinhada com a
sequéncia de GumK de G. diazotrophicus. O objetivo do alinhamento foi justapor residuos
estruturalmente equivalentes, levando em consideragdo caracteristicas estruturais comuns como,
por exemplo, regides de aminoécidos conservadas (Figura 1). Este alinhamento foi submetido
como um arquivo com extensdo .ali para o programa de constru¢do do modelo, o MODELLER.

O alinhamento é a entrada para a etapa da modelagem, juntamente com a estrutura da
proteina 2HY7. O arquivo gerado pelo programa consiste em um modelo tridimensional para a
sequéncia alvo que contém todos os 4&tomos da cadeia principal e da cadeia lateral da proteina.
No alinhamento das sequéncias da proteina 2HY7 (Molde) e GumK de G. diazotrophicus (Alvo)
mostrado na Figura 1, é possivel verificar quais aminoacidos sdo idénticos e quais sdo
conservados. Estas caracteristicas encontradas no alinhamento indicam que a estrutura
cristalografica de 2HY7 pode ser usada como estrutura molde.

Desta modelagem inicial foram obtidos trés modelos, que em seguida foram avaliados de

acordo com a funcéo objetiva e com os pardmetros estereoquimicos. A Figura 2 mostra 0 modelo
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preliminar obtido, onde o critério inicial para selecdo do melhor modelo foi o de menor energia,
fornecido pelo préoprio programa. Apds essa selecdo um modelo mais representante foi
selecionado levando-se em consideracdo a porcentagem de identidade e o tamanho do segmento
da proteina modelada. Em seguida foram geradas as coordenadas da estrutura através do
programa MODELLER, e estas foram visualizadas com o programa de visualizacdo de estruturas
RASMOL.

Os resultados mostraram que a proteina possui dois dominios bem definidos,
denominados dominios Rossmann, com uma fenda catalitica entre eles (Figura 2), o que é uma

caracteristica tipica da superfamilia das glicosiltransferase do tipo B.

Figura 2. Visualizacdo do modelo da estrutura de tridimensional da proteina GumK de G.
diazotrophicus pelo programa RASMOL. (A) Modelo obtido para GumK de G. diazotrophicus.
(B) Estrutura para GumK de X. campestris, utilizada como molde (BARRERAS et al., 2008). As
setas em cada uma das figuras indicam suas respectivas fendas cataliticas.

A figura 3 mostra a sobreposi¢do do modelo gerado com a estrutura da molécula molde
(alinhamento estrutural). Nota-se que, além da alta porcentagem de identidade de sequéncia, a
estrutura terciaria é bastante conservada devido ao tipo de alinhamento global/estrutural que a

sequéncia de amino&cidos de GumK de G. diazotrophicus foi submetida.
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Figura 3. Visualizacdo do alinhamento estrutural da proteina GumK de G. diazotrophicus (em
azul) e GumK de X. campestris (em vermelho) pelo programa RASMOL.

O gréfico de Ramachandran pode ser observado na Figura 4. A estrutura deve apresentar
acima dos 90% de seus residuos nas regides favoraveis (regido azul), ou seja, nas regides A, B e
L. Devem-se desconsiderar os residuos de glicina (apresentados na figura como triangulos), ja
que eles ndo possuem cadeia lateral, os de prolina, pois nestes o carbono alfa esta ligado a cadeia
lateral e os residuos das extremidades (C-terminal e N-terminal), que apresentam padrdes
estereoquimicos diferentes dos outros residuos.

A porcentagem de residuos encontrados nas regifes favoraveis foi de 95% (em azul
escuro), nas regides adicionalmente permitidas (Regides a, b, I, p, ou seja, azul claro) de 3,5%,
nas regibes generosamente permitidas (Regides ~a, ~b, ~I, ~p, ou seja, amarelo claro) foi de
1,5% e nas regides desfavoraveis (Regido em branco) foi de 0,0%. Os residuos que se encontram
em regides desfavoraveis sdo um reflexo das estruturas usadas como molde, e alguns se
encontram nas extremidades da proteina. Sendo assim, os dados do grafico de Ramachandran
suportam o modelo obtido. Em outras palavras, a Gltima etapa do processo de modelagem

comparativa, a validacdo do modelo, foi finalizada com sucesso.

64



¢

BIO ISSN 1983-4209 - Volume 10 — Niimero 03 — 2014

100

0 0

)

Figura 4. Grafico de Ramachandran do modelo final obtido para GumK de G. diazotrophicus,
gerado pelo programa Procheck. Os angulos Phi e Psi estdo em graus. Em azul escuro estdo as
regibes favoraveis; em azul claro as regides adicionalmente permitidas; em amarelo claro as

regides generosamente permitidas e em branco as regides desfavoraveis.

Os dados biol6gicos e estruturais relatados acima abrem as portas para os estudos de base
molecular entre esta proteina e seu respectivo ligante, podendo assim mostrar uma possivel
seletividade nesta familia de glicosiltransferases. Este € o primeiro modelo construido para
representar a estrutura tridimensional para GumK de G. diazotrophicus, uma das enzimas

envolvidas na sintese de EPS em G. diazotrophicus.
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