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As proteinas chamadas heat shock (HSP) pertencem a classe
das chaperonas que sao definidas como proteinas celulares
que mediam o enovelamento correto de outras proteinas. As

chaperonas também podem exercer a funcdo de se
associarem com macromoléculas, evitando uma associacao
com proteinas ainda nao corretamente enoveladas. As
proteinas heat shock tém esta denominacdo porque sao
sintetizadas em grande quantidade quando a célula é
submetida a altas temperaturas (> 42° C) e situacbes de
estresse metabdlico, quando a maioria das proteinas
celulares sdo desnaturadas. As HSPs sao divididas em
familias de acordo com seu tamanho e sua seqiéncia de
aminoacidos. As proteinas small heat shock (smHSPs)
pertencem a um grupo estruturalmente divergente dentro da
superfamilia das chaperonas, com peso molecular variando
de 12 a 43kDa (Narberhaus, 2002; Crack et al., 2002; De
Jong & Caspers, 1998). Sabe-se que estas proteinas contém
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uma regiao conservada ao longo da evolugcdao chamada de
dominio alfa-cristalino, localizada na regidao C-terminal. Este
dominio conservado é importante para a associacdo das
proteinas, para a termotolerancia e para a atividade de
chaperonas. A andlise com espectroscopia de dicroismo
circular, que é um tipo de absorcao espectrocépica que
fornece informacdo sobre as estruturas secundérias das
macromoléculas biolégicas, indicou que sua estrutura
secundaria é composta principalmente de folhas beta e que

seu terminal C é altamente flexivel.

Apesar das propriedades interessantes da smHSP e de seu
importante papel no mecanismo de enovelamento das
proteinas, had pouca informacao estrutural desta proteina.
Este trabalho visa obter um modelo estrutural de uma nova
smHSP do fitopatégeno Xylella fastidiosa (XF2234),
expressa e purificada por pesquisadores do Centro de
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Biologia Molecular e Genética do Instituto de Biologia da
Universidade Estadual de Campinas (Azzoni et al., 2004). A
X. fastidiosa é uma bactéria gram-negativa, responsavel por
uma variedade de doencas de importancia econémica em
diversas plantas. Uma das doencas causadas pela X.
fastidiosa é a clorose variegada dos citros (CVC), que causa
sérios prejuizos as culturas citricas no Brasil (Frome et al.,
2000; Lee et al., 1991; Laranjeira, 1997; Simpson et al.,
2000). A clorose variegada dos citros é também conhecida
pelo nome de "amarelinho", em virtude da clorose foliar
generalizada que empresta um aspecto amarelado as plantas
nos casos de ataques severos. O amarelinho afeta
principalmente a qualidade dos frutos, tornando-os de
tamanho reduzido para a comercializacdo "in natura" e
mesmo para producao de suco citrico concentrado (Fig. 1).

Este documento descreve o modelo molecular da proteina
XF2234 e a andlise preliminar da sua estrutura. O modelo foi
construido por modelagem por homologia (ou modelagem
comparativa) com a estrutura cristalografica de uma proteina
small heat shock de Triticum aestivum (trigo). A anélise da
estrutura tridimensional da proteina XF2234 tem o objetivo
de contribuir para aumentar o conhecimento sobre o papel
biolégico das smHSPs, necessério para o combate a CVC.

FIG. 1. Frutos sadios ao lado de frutos
de tamanho reduzido devido a CVC.
Fonte: Fundecitrus (2004).

Modelagem Molecular

E possivel predizer a estrutura tridimensional de uma proteina
através de uma técnica chamada modelagem por homologia,
também conhecida como modelagem comparativa. Esta
abordagem baseia-se em alguns fatos como:

a) processo de evolucdo biolégica das proteinas;
homologia;

b) entre seqliéncias de aminoacidos de proteinas, que
implica em semelhanca estrutural e funcional; e

c) agrupamento das proteinas em um numero limitado de
familias tridimensionais.

Quando se conhece a estrutura de pelo menos um
representante de uma familia, geralmente é possivel modelar
por homologia os demais membros da familia. A modelagem
por homologia implica basicamente em quatro passos
sucessivos:

a) identificacdo e selecdo de proteinas molde;

b) alinhamento da seqliéncia dos aminoacidos da proteina
molde com a seqliéncia proteina alvo;

c) construcao das coordenadas da proteina alvo;
d) validacédo e andlise do modelo (Fig. 2).

A validacao do modelo é feita através da verificacao de sua
estereoquimica e de comparacoes com os resultados
bioquimicos e outros métodos como dicroismo circular. Se o
grau de identidade entre a seqliiéncia da proteina molde e da
proteina alvo for igual ou superior a cerca de 30%, quando o
nimero de residuos é superior a 80, existe grande
probabilidade de que estas proteinas tenham estruturas
tridimensionais semelhantes.

a) Identificagéo das estruturas relacionadas
(Blast)
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FIG. 2. Esquema geral da modelagem de proteinas por
homologia.

A busca por uma proteina molde para a seqliéncia da
XF2234 foi feita com o programa "protein-protein Blast"
(National Center for Biotechnology Information, 2004;
Altschul et al., 1990), utilizando-se o banco de dados de
estruturas de proteinas PDB - Protein Data Bank (Berman et
al., 2000). Nesta busca foram encontradas duas proteinas
da familia HSP que poderiam ser usadas como seqliéncias
molde: a cadeia A da proteina com cédigo pdb 1gme e a
cadeia A da proteina 1shs, cujas identidades com a XF2234
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sdao de 35% e 24%, respectivamente. A modelagem
molecular da XF2234 foi feita com o programa Modeller (Sali
& Blundell, 1993; Marti-Renom et al., 2000; Fiser et al.,
2000), e a seqliéncia molde escolhida foi a 1gme, devido ao
seu indice maior de identidade. Ambas as proteinas molde
foram resolvidas por difracao de raios X, com resolucao 2.7
Angstrons para a 1gme, e 2.9 Angstrons para a 1shs.

O alinhamento é a entrada da etapa da modelagem
juntamente com a estrutura da proteina molde. A saida do
programa é um modelo tridimensional para a seqiéncia alvo
que contém todos os &tomos da cadeia principal e da cadeia
lateral da proteina. No alinhamento das seqiéncias da
proteina 1gme (modelo) e XF2234 (alvo) mostrado na Fig. 3,
é possivel verificar quais aminoacidos sao idénticos e quais
sdo conservados. As duas seqiiéncias apresentam 35% de
identidade e 58% de similaridade. Estes indices encontrados
no alinhamento indicam que a estrutura cristalografica de
1gme pode ser usada como estrutura molde.

O arquivo com o alinhamento das seqiiéncias, juntamente
com as coordenadas tridimensionais da proteina molde, séao
incluidos na préxima etapa do programa — a construcado do
modelo (geracdo das coordenadas cartesianas). O programa
Modeller usa as coordenadas espaciais dos moldes para
gerar um conjunto de restricGes espaciais, que sao aplicadas
a seqliéncia alvo. As restricdes sao, por exemplo, a disténcia
entre dois residuos no modelo que esta sendo construido,
baseadas na distancia entre dois residuos homdlogos do
molde. As restricoes também podem ser aplicadas aos
angulos de ligacdo, angulos diedros e pares de diedros. Ao
plicar essas restricdes espaciais, o programa Modeller limita
fetivamente o nimero de configuracdes que o modelo pode
ssumir (Marti-Renom et al., 2000). A forma exata das
estricoes é baseada em uma andlise estatistica de
iferencas entre pares de estruturas homoélogas. As
estricOes espaciais baseadas em homologia ndo sao as
Unicas restricdes aplicadas ao modelo. Um campo de forca
para controlar a estereoquimica apropriada também é
aplicado para que a estrutura do modelo ndo possa violar as
regras da quimica para satisfazer as restricoes espaciais
derivadas do molde. Todas as restricoes quimicas e espaciais
aplicadas ao modelo sdo combinadas em uma funcéo
(denominada funcéo objetiva) que é otimizada no curso do
processo de construgcao dos modelos.
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FIG. 3. Alinhamento das seqliéncias da smHSP XP2234 e
Tgme indicando os elementos de estrutura secundaria. A
sequéncia de XP2234 tem 35% de identidade com a
seqliéncia da cadeia A da proteina 1gme. O alinhamento foi
obtido com o programa Modeller. Os aminoacidos que estao
escritos em vermelho sdo aqueles que sao idénticos nas duas
seqliéncias (*), e aqueles que aparecem na cor azul sdo
similares (-).

Desta modelagem inicial foram obtidos cinco modelos, que
foram avaliados de acordo com a funcao objetiva e com os
parametros estereoquimicos. O modelo preliminar obtido
esté ilustrado na Fig. 4, ao lado da proteina molde utilizada. E
facil observar que a estrutura tridimensional foi quase que
totalmente preservada, com uma parte central constituida de
uma folha com 3 fitas beta e outra folha com 4 fitas beta.
Também foram preservadas duas hélices alfa na regiao N-
terminal da proteina. No entanto, o final da parte C-terminal
da estrutura, que corresponde aos ultimos aminoacidos da
seqliéncia e tém pouca similaridade com a seqliéncia molde
(ver Fig. 4) estd bastante diferente nas duas estruturas e
precisa ser modelada com mais detalhes. Para este tipo de
modelagem vai ser necessario pesquisar a existéncia de
estruturas ja resolvidas que contenham uma composicao de
aminoadcidos similar aquela da XF2234:
RAATTPRRIQVGNAVSNDVALQSM. As smHSPs tém em
comum um dominio conservado na sua seqiiéncia, chamado
de dominio alfa-cristalino, que comeca em geral apdés o
aminodacido 40 e se prolonga até o aminoacido 140, ou ainda
vai até o fim do C-terminal em algumas proteinas. E
importante, portanto, fazer uma modelagem cuidadosa desta
parte da proteina.

FIG. 4. RepresentacOes das estruturas tridimensionais da
proteina molde - Tgme (esquerda) e da proteina alvo (centro),
e superposicao das duas estruturas (esquerda - Tgme em
vermelho e XF2234 em azul).

Uma anélise preliminar do modelo obtido, com o médulo Java
Protein Dossier (*PD, Neshich et al., 2004) do software Sting
(Neshich et al., 2003) (Fig. 5), mostra que varios aminoacidos
tém uma alta energia de ligacao (indicados com seta) e podem
ter um papel importante na funcionalidade de associacao com
outras proteinas. Uma analise completa da estrutura com o
software Sting precisa ser feita, identificando os aminoacidos
essenciais e comparando-os com outras estruturas da mesma
familia. Alguns desses aminoacidos (D-23 e E-27) encontram-
se na primeira hélice do N-terminal, estdo em areas acessiveis
da proteina e nao fazem parte do dominio alfa-cristalino
caracteristico desta familia de proteinas. Os aminoacidos D-
65, D-68, R-84, E-87, R-100, H-106, R-108, D-116 e R-136
estdo nas regidoes proximas as fitas beta, na parte central da
proteina e variam na questao da acessibilidade.
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FIG. 5. JPD permite mostrar varios parametros para cada um dos aminoacidos da estrutura modelada.
Os aminoéacidos marcados com uma seta na linha "Contact Energy" podem ter importancia para o

funcionamento da proteina e devem ser analisados.

Conclusoes

Este trabalho mostrou um modelo preliminar da estrutura
tridimensional da proteina small heat shock de Xylella
fastidiosa. Este modelo foi construido utilizando modelagem
por homologia com a proteina smHSP 1gme. Como esperado
para proteinas desta familia, o modelo apresenta uma
estrutura composta principalmente de fitas beta, com a
presenca de algumas hélices alfa. Como trabalho futuro
devera ser feita a modelagem das alcas da proteina, uma
dindmica molecular e a validacao do modelo. As diferencas
funcionais entre membros de uma mesma familia protéica
sdo, em geral, conseqliéncia de diferencas estruturais na
superficie externa das proteinas. Estas diferencas provém de
substituicoes, eliminacdes e insercdes de residuos nas
cadeias de proteinas homélogas, principalmente nas alcgas,
as regioes mais expostas da proteina. Por serem regides
estruturalmente varidveis, as alcas geralmente determinam a
especificidade das proteinas. Uma vez obtido o modelo
completo sera feita uma nova avaliacdao do modelo com o
pacote Sting, inclusive com a comparagdo entre as
estruturas para identificar quais aminoacidos sao essenciais.
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