— BIOLOGIA ESTRUTURAL

Para entender

Rede reuniu 20 grupos que
definiram a estruturaea
funcao de 200 moléculas
essenciais aos organismaos

m 1989, o Moniliopthora perniciosa, um

fungo originario da bacia amazonica,

chegou a Bahia e infectou a plantacéo

de cacau da regifio de Ilhéus e Itabuna.

Na década seguinte, a producéo anual

caiu de 320 mil toneladas para algo em torno de

100 mil toneladas, derrubando a participacio do

Brasil no mercado internacional de 15% para 4%.

A forca da doenca é avassaladora: o fungo invade

as células do cacau, secreta proteinas que inte-

ragem com outras proteinas da planta e o ramo

da planta seca e hipertrofia. Este processo fisio-

l6gico consome o cacaueiro e, no caso da Bahia,

também exaure a vida de mais de dois milhoes de

pessoas. A solucéo para deter o avanco da doen-

ca, do ponto de vista da ciéncia, é compreender
ainteracdo entre o fungo e a planta.

Em 2000, um consércio liderado pela Uni-

versidade de Campinas (Unicamp), apoiado pe-

lo governo da Bahia e pelo Conselho Nacional
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as proteina

de Desenvolvimento Cientifico e Tecnoldgico
(CNPq), mapeou o genoma do Moniliopthora
perniciosa. Nos anos seguintes, um grupo de
pesquisadores da Unicamp, entre eles Gonca-
lo Amarante Guimarées Pereira, e Jorge Mon-
dego, do Instituto Agrondmico de Campinas
(IAC), identificaram 27 proteinas do fungo com
potencial para reduzir ou paralisar o efeito da
doenca na planta.

Atualmente, essas 27 proteinas-alvo sdo ob-
jeto do projeto Estudos estruturais de proteinas-
-chave para as doengas fiingicas do cacau - vas-
soura-de-bruxa e moniliase -, desenvolvimento de
estratégia de controle e entendimento de modelos
de patogenicidade, aprovado no &mbito da Rede
de Biologia Estrutural em Tépicos Avancados de
Ciéncias da Vida, o SMOLBnet 2.0, lancado pela
FAPESP em 2010.

Esta rede de pesquisa, a rigor, comecou a ser
formada em 2001, quando a FAPESP apoiou a
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Representacdes da
estrutura tridimensional
da proteina MpNEP2
(necrosis-and ethylene-
inducing peptide 2),
extraida do fungo causador
da vassoura-de-bruxa,
obtida por meio de uma
linha de luz especial do
LNLS. Na imagem maior,
a gradacdo de tons de
cores indica a sequéncia
de enovelamento da
estrutura da proteina, do
inicio, em azul, ao final,
em vermelho. Na imagem
menor as esferas coloridas
correspondem aos atomos
de carbono, nitrogénio e
oxigénio, que constituem
a molécula
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criacdo da Rede de Biologia Molecular Estrutural
(SMOLBnet), formada entdo por 20 grupos de
pesquisa e constituida com a missdo de ampliar
o conhecimento sobre os genes mapeados nos
projetos Genoma Humano do Céancer, Genoma
da Cana e nos genomas das bactérias Xylella fas-
tidiosa e Xanthomonas citri, entre outros. A mis-
sdo envolvia o estudo da estrutura tridimensional
e a funcdo de 200 proteinas, com o objetivo de
comparar suas manifestacdes em células normais
e em células doentes e buscar pistas para novos
diagnosticos e tratamentos.

Rede SMOLBnet reuniu equipes de pes-

quisadores de laboratdrios que ja realiza-

vam a clonagem do gene até a sua expres-
sdo em proteinas. Com a implantacéo do progra-
ma, puderam também desvendar a sua estrutura
tridimensional. “A estrutura das proteinas esta
diretamente ligada a sua funcéo. E ela, alids, quem
define a sua funcéo, e essa é uma informacéo cru-
cial para saber como age nos organismos vivos”,
explica Rogério Meneghini, que coordenou a rede
SMOLBnet desde o seu inicio até 2004, quando
assumiu a coordenacéo cientifica do Programa
SciELO, também apoiado pela FAPESP.

Esses grupos puderam contar com uma fer-
ramenta poderosa: o Laboratério Nacional de
Luz Sincrotron (LNLS), em Campinas — Uni-
co na América Latina e aberto a comunidade
cientifica -, que, na época, além de uma linha de
luz Sincrotron de difracéo de raios X dedicada a
realizacdo de cristalografia de macromoléculas,
contava com um laboratdrio especializado nessa
modalidade de investigacéo, o Centro de Biolo-
gia Molecular Estrutural (Cebime) - inaugura-

do em 1999 e dirigido
na época por Menge-
nhini -, que dispunha
de equipamentos de
ressonincia magné-
tica nuclear e espec-
tometros de massas
para a cristalizacéo
de proteinas.

O Cebime treinou
bidlogos, bioquimi-
cos, quimicos e mé-
dicos dos 20 labora-
torios paulistas nas
técnicas utilizadas. “Nosso objetivo era ensinar
o processo de investigacdo da forma tridimen-
sional das proteinas as equipes de pesquisadores
que frequentemente se deparam com a necessi-
dade de conhecer a estrutura dessas moléculas”,
contou Meneghini ao repérter Ricardo Zorzetto,
em reportagem publicada na edicdo 113 da revista
Pesquisa FAPESP de julho de 2005.

A constituicéo da rede, explica Marie-Anne
Van Sluys, do Instituto de Biociéncias da USP e
coordenadora adjunta da area de ciéncias da vida
da FAPESP, instigou a formacio de “massa criti-
ca” em biologia estrutural, uma area de pesquisa
que ganhou reconhecimento em todo o mundo,
principalmente a partir dos resultados dos pro-
jetos Genoma. “O SMOLBnet se constituiu numa
espécie de rede de contatos que, aos poucos, foi
ganhando movimento proprio”, diz ela.

Shaker Chuck Farah, bioquimico do Instituto
de Quimica da USP, estudou proteinas envolvi-
das em sistemas de secrecdo e sinalizacfo entre
bactérias. “Incorporei técnicas de biologia estru-

Propostas selecionadas para a SMOLBnet 2.0

PROJETO

Estudos estruturais de proteinas-chave para as doencas flngicas do cacau - vassoura-

COORDENAGAO

André Luis Berteli Ambrdsio,

-de-bruxa e moniliase -, desenvolvimento de estratégias de controle e entendimento de ABTLuUS

modelos de patogenicidade - n° 2010/51884-8) (2011-2012)

Determinacdo de estrutura tridimensional de inibidores de proteases e moléculas

Aparecida Sadae Tanaka,

anti-hemostdticas identificados em animais hematéfagos, vetores de doencas - Unifesp

n° 2010/51868-2 (2011-2013)

Estudos estruturais de proteinas associadas a infeccdo de tripanossomatideos, bem como de
seus complexos com moléculas que participam na infeccdo - n° 2010/51867-6 (2011-2012)
Combinando genética e RMN para dissecar interacGes proteina-proteina fundamentais

Eduardo Horjales Reboredo,
IFSC/USP
Frederico José Gueiros Filho,

para o funcionamento do complexo de divisdo bacteriana - n° 2010/51866-0 (2011-2012) 1Q/USP

Estudos funcionais e estruturais de proteinas quinases envolvidas em cancer e doengas

Jorg Kobarg,

negligenciadas, visando ao desenvolvimento de novos inibidores - n° 2010/51730-0 (2011-2012)  ABTLuS

Caracterizacdo estrutural da proteina alfa-importina e de complexos proteicos importina -
fatores de transcricao do fungo Neurospora crassa - n° 2010/51889-0 (2011-2013)
Estudos estruturais de fatores de transcri¢do reguladores dos genes de enzimas hidroliticas

IB/Unesp Botucatu
Mario Tiago Murakami,

e de “swollenin" em Aspergillus niger e Aspergillus fumigatus - n° 2010/51890-8 (2011-2012) ABTLuUS

Estudo de estrutura de proteinas componentes e reguladoras do exossomo de Archaea

e de levedura - n° 2010/51842-3 (2011-2014)

Determinacdo por cristalografia e ressonancia magnética nuclear, da estrutura das proteinas

Carla Columbano De Oliveira,
1Q/USP
André Luis Berteli Ambrésio,

das familias NEP (Necrosis and Ethylene inducing Peptides) e taumatina, além da oxidase ABTLUS

alternativa - n° 2010/51891-4 (2011-2012)
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A rede permitiu a
formacao de especialistas
em biologia estrutural,
uma area estratégica da
ciéncia mundial

Marcos Roberto de Mattos Fontes,

INVESTIMENTO

R$ 382.051,42

R$155.542,56

R$ 281.738,33
R$ 280.305,09
R$ 642.928,67
R$ 307.249,38
R$ 341.802,40
R$ 693.392,06

R$148.691,20
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Quatro cenas de uma longa jornada

Etapas da identificacdo da estrutura espacial de um anticoagulante, o inibidor do fator Xlla: da esquerda para a direita, cristais vistos por lupa
(na escala, 100 =1 mm) e por difracdo de raios X antecedem a reconstituicdo da molécula dtomo a atomo

tural em minha linha de pesquisa, tive orienta-
cflo de pesquisadores experientes e formei pes-
soas”, conta.

Decidido a investigar a forma espacial de pro-
teinas com que trabalhava havia anos, Sérgio
Schenkman, com sua equipe da Universidade
Federal de Sdo Paulo (Unifesp), detalhou a es-
trutura de duas proteinas do inseto transmissor
do protozoario Trypanosoma cruzi, causador da
doenca de Chagas. As proteinas atuam em fases
distintas da coagulacdo do sangue: uma inibe a
acfo da trombina e outra impede o funcionamen-
to do fator XITa. Ambas apresentam potencial
aplicacdo no tratamento de problemas provoca-
dos pelo aumento da coagulacdo do sangue, como
a trombose (veja ilustra¢do acima).

m outubro de 2004, uma avaliaco interna-

cional dos resultados da SMOLBnet, reali-

zada por uma comissédo independente for-
mada por especialistas do Instituto Pasteur, da
Franca, da Universidade de Oxford, Inglaterra,
e do Laboratério Nacional de Brookhaven, Esta-
dos Unidos, mostrou que o esforco compensou.
“A taxa de sucesso desde a obtencéo de clones
até a determinacfio das estruturas é comparavel
a de projetos internacionais”, afirmaram os es-
pecialistas. Eles recomendaram a instalacdo de
mais uma linha de luz sincrotron dedicada a cris-
talografia de macromoléculas para experimentos
que demandem o uso de SAD/MAD (Single and
Multiple-wavelength Anomalous Diffraction),
aberta aos usuarios em 2006.

A formacéo de especialistas, como resultado
darede, permitiu a constitui¢io do SMOLBnet
2.0, em 2010. Nessa segunda chamada, o obje-
tivo era estabelecer parcerias entre grupos de
pesquisa em biologia estrutural e grupos de pes-
quisa em biologia molecular. Foram aprovadas
23 propostas e, desta vez, ndo hd uma coorde-
nacdo geral. “Os grupos estdo emancipados e as

pesquisas podem estar vinculadas aos demais
programas da instituicdo”, explica Marie-Anne.

A pesquisa sobre o fungo Moniliopthora perni-
ciosa que ataca o cacaueiro € prova disso. O pro-
jeto é coordenado por André Ambrésio, do Labo-
ratério Nacional de Biociéncias (LNBio). Junto
com Sandra Dias e Ana Zeri, também do LNBio,
Ambrosio é responsavel pelas investigacdes com
foco em biologia molecular estrutural, por meio
de combinacéo de técnicas de cristalografia, res-
sonéncia magnética nuclear, bioquimica e biofisi-
ca, com o objetivo de entender a patogenicidade
da doenca. O projeto teve inicio com o estudo
das 27 proteinas-alvo identificadas por Gongalo
Guimarées Pereira e Jorge Mondego e ja resultou
em um artigo publicado na revista Biochemistry
em 2011. Varias outras das proteinas inicialmente
propostas ja tiveram suas estruturas resolvidas
e estdo sendo estudadas funcionalmente. Outras
publicacdes estio sendo preparadas.

O LNBio, alias, teve origem no Cebime. Cons-
tituido como laboratério nacional em 2009, in-
tegra hoje o Centro Nacional de Pesquisa em
Energia e Materiais (CNPEM) e opera as duas
linhas de luz de cristalografia de macromolé-
culas do LNLS e um conjunto de equipamen-
tos de apoio a pesquisa em biologia molecular
estrutural.

Determinadas as estruturas das proteinas e de-
finidos os mecanismos de a¢éo, o passo seguinte
no projeto € o desenho racional de moléculas que
permitam inibir a acdo dessas proteinas, desta
feita com o apoio de Rafael Guido, do Institu-
to de Fisica de Sdo Carlos, e de Ronaldo Pilli,
da Unicamp, especialistas, respectivamente, na
identificacdo e sintese de pequenas moléculas,
explica Ambrosio. “Estamos ainda tentando es-
tudar, do ponto de vista estrutural, uma proteina
associada 2 membrana mitocondrial de fungos,
processo desafiador que, pelo que se sabe, até
entdo é inédito no Pais”, afirma Ambrésio.

O PROJETO

Structural Molecular Biology
Network (SMOLBnet)

COORDENADOR
Rogerio Meneghini - LNLS

INVESTIMENTO
R$ 13.036.329,12

ARTIGO CIENTIFICO

ZAPAROLI, G. et al. The
Crystal Structure of
Necrosis- and Ethylene-
Inducing Protein 2 from the
Causal Agent of Cacao’s
Witches Broom Disease
Reveals Key Elements for Its
Activity. Biochemistry. v. 50,
p. 9901-10, 2011.
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Mapeamento de proteinas
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