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Resumo

Xylella fastidiosa e Agrobacterium tumefaciens sao bactérias fitopatogénicas que
infectam, respectivamente, o interior do xilema e de tecidos vasculares de raiz,
ambientes cuja tensdo de oxigénio € relativamente baixa. Uma vez que Xylella e
Agrobacterium sao bactérias estritamente aerdbicas, elas apresentam o operon bigR,
responsavel pela detoxificacdo do sulfeto de hidrogénio ou géas sulfidrico, um potente
inibidor do citocromo ¢ oxidase e respira¢ao aerobica.

O operon bigR codifica cinco proteinas denominadas Blh (Beta-lactamase—like
hydrolase), BigR (biofilm growth-associated repressor), um repressor transcricional e
regulador do operon, e MP1-3, proteinas que compdéem um transportador de
membrana.

Em trabalho anterior, foi demonstrado que mutantes de Agrobacterium deficientes
na producdo de Blh acumulavam gés sulfidrico, enquanto mutantes no repressor BigR
secretavam mais sulfito, indicando que a proteina Blh convertia gas sulfidrico em sulfito
e que este, que também ¢é toxico, seria exportado pelo complexo MP1-3. Além disso,
dados de modelagem molecular indicaram que Blh poderia desempenhar fungdes de
sulfotransferase e dioxigenase de enxofre, uma vez que apresenta os dominios
DUF442 (rodanase) e ETHE1 (dioxigenase). A fim de testar tais hipéteses, este trabalho
teve como principais objetivos a caracterizacdo enzimatica dos dominios DUF442 e
ETHE1 da Blh de Xylella e Agrobacterium, como também confirmar intera¢des proteina-
proteina entre os componentes do operon bigR.

Ensaios de atividade enzimatica usando-se proteinas recombinantes purificadas
confirmaram a funcao de dioxigenase de enxofre e de rodanase dos dominios ETHE1 e
DUF442, respectivamente. Além disso, verificou-se que ambos os dominios produzem
sulfito como produto final da reagédo, embora atuando em substratos diferentes. Ainda,
ensaios de duplo hibrido de levedura mostraram haver iniUmeras interacoes entre as
proteinas do operon bigR, mas nao entre os dois dominios DUF442 e ETHE1 de Blh

que, de acordo com o0s ensaios enzimaticos, atuam de forma independente.
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Abstract

Xylella fastidiosa and Agrobacterium tumefaciens are phytopathogenic bacteria
that infect, respectively, the xylem vessels and root vascular tissues, where the oxygen
tension is relatively lower. Since Xylella and Agrobacterium are strict aerobic organisms,
they use the bigR operon for the detoxification of hydrogen sulfide, a potent inhibitor of
cytochrome c oxidase and aerobic respiration.

The bigR operon encodes five proteins designated Blh (Beta-lactamase—like
hydrolase), BigR (biofilm growth-associated repressor), a transcriptional repressor that
regulates the operon, and MP1-3, proteins that act as a membrane transporter.

In a previous work, it was shown that Agrobacterium mutants deficient in Blh
production accumulated hydrogen sulfide, whereas BigR-deficient mutants secreted
sulfite at higher levels than the wild type bacteria, indicating that Blh converted hydrogen
sulfide into sulfite, which would be exported by the MP1-3 complex. In addition,
molecular modeling indicated that Blh could function as a sulfur transferase and sulfur
dioxigenase, since it carries a DUF442 (rhodanese) and ETHE1 (dioxygenase) domains.
To test such hypothesis, this work aimed to demonstrate the enzymatic activities of the
DUF442 and ETHE1 domains of Blh from Xylella and Agrobacterium, as well as to
confirm protein-protein interactions between components of the bigR operon.

Enzyme activity assays using the purified proteins confirmed the sulfur
dioxygenase and rhodanese activities of the ETHE1 and DUF442 domains, respectively.
In addition, it was found that both domains produce sulfite as a final product, although
having different substrates. Furthermore, yeast two-hybrid assays showed that many of
the bigR operon proteins interact with each other, suggesting the formation of a protein
complex. However, no physical interactions were detected between DUF442 and
ETHE1 domains, which, according to the enzyme activity assays, act independently.

Key words: operon bigR, protein purification, sulfur dioxyganase, sulfur transferase
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1. Introducao

1.1 Xylella fastidiosa: bactéria limitada ao xilema

Xylella fastidiosa € uma bactéria gram-negativa com formato de bastonete que
apresenta dimensées de 0,3 a 0,5 pm de didmetro e 1 a 5 um de comprimento. E uma
bactéria desprovida de flagelos, aerdbica estrita, sistémica e que ndo apresenta
pigmentos caracteristicos que a diferencie de outras bactérias fitopatogénicas. X.
fastidiosa apresenta crescimento lento e coloniza o interior dos vasos do xilema de
varias plantas hospedeiras, sendo portanto classificada como bactéria limitada ao
xilema, cuja sigla em inglés € XLB (xylem-limited bacterium) (Hopkins, 1989).

Pierce, pela primeira vez, associou os sintomas observados em plantas de videira
a uma doenca e n&o a fatores ambientais como se pensava até entdo, uma vez que tais
sintomas eram muito semelhantes aos provocados por estresse hidrico e/ou nutricional.
A doenca ficou conhecida mais tarde como “Mal de Pierce” (Hopkins & Purcel, 2002;
Sherald, 2007).

ApOs sua descoberta, sintomas parecidos ao do “Mal de Pierce” foram relatados
em inumeras outras plantas. Além disso, verificou-se que na maioria dos casos, a
transmissdo da doenga se dava por um inseto vetor, a cigarrinha (Hemiptera:
Cicadellidae). A partir de entao, o “Mal de Pierce” passou a ser associada a um virus
por ndo se conseguir isolar o agente etioldgico (Davis et al, 1978). Apenas em 1971 a
doenca foi associada a uma bactéria através dos estudos de Hopkins e Moertensen
(1971) que perceberam uma reducao dos sintomas apés tratamento das plantas com o
antibiético tetraciclina. Na mesma época, levantou-se a hipétese de que os sintomas do
“Mal de Pierce”, semelhantes ao de déficit hidrico, eram consequéncia da ocluséao
vascular causada pelo crescimento de alguma bactéria (Kuhn, 2006).

A dificuldade em se identificar o agente causal do “Mal de Pierce” veio do fato
dessa bactéria ser de dificil cultivo em laboratério e consequentemente de dificil
isolamento. Por isso, a mesma foi classificada como bactéria “Rikettisia-like” (Hopkins,
1977). Em 1978, Davis e Purcel conseguiram isolar e caracterizar a bactéria causadora
do “Mal de Pierce” e a denominaram de Xylella fastidiosa.
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Além da videira, X. fastidiosa infecta diversas outras plantas de interesse
econdmico como o café, pera, ameixa, améndoa e citros. No citros, Xylella causa a
“Clorose Variegada do Citros” (CVC), doenga popularmente conhecida como
“‘Amarelinho” (Hopkins, 1989).

A CVC é bastante comum na América do Sul e foi primeiramente identificada nos
Estados de Sao Paulo e Minas Gerais em meados de 1980 (Hopkins, 1989; Lee et al.,
1991). A doenca € caracterizada pela clorose nas folhas e frutos mal desenvolvidos, os
quais se tornam impréprios para o mercado (Hopkins & Purcel, 2002). Os sintomas da
CVC, como os do “Mal de Pierce”, foram também, por muito tempo, confundidos com
aqueles provocados por deficiéncia de nutrientes e agua.

A hipdtese de que a bactéria estaria afetando a distribuicdo e/ou transporte de
agua na planta foi confirmada com estudos evidenciando que a ocluséo longitudinal de
vasos xilematicos, causada pela bactéria, era suficiente para provocar estresse hidrico
na planta (Hopkins, 1989).

Atualmente, considera-se que a formacao do biofilme bacteriano, a dinamica de
agregacao das células no interior dos elementos de vasos e sua disperséo e invasédo de
vasos xilematicos adjacentes sdo os principais aspectos da patogenicidade de X.
fastidiosa (Tarbah e Goodman, 1987; Chatterjee et al., 2008a; Chatterjee et al., 2008b).
Contudo, ndo se sabe ainda se, além do efeito de oclusdo dos vasos xilematicos,
Xylella secrete substancias que poderiam ser tdxicas as células da planta, contribuindo
para o desenvolvimento dos sintomas da CVC.

A transmisséo de X. fastidiosa se da através de insetos vetores conhecidos como
cigarrinhas, que se alimentam do xilema e apresentam aparelho bucal especializado
para a succgao da seiva bruta (Hill & Purcell, 1997). Por essa razdo, a disseminagéao da
bactéria é muito facilitada tornando-se um dos principais problemas a erradicacédo da
CVC.

A melhoria das técnicas de manejo, que inclui viveiros cobertos e uso de
inseticidas trouxe uma tendéncia de queda da doenca nas regides sul e sudeste do
Estado de Sao Paulo, maior produtor de citros do Brasil. Porém, essa queda esta ligada

a arvores mais jovens, pois as arvores com mais de 10 anos, as quais ainda compdem
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mais de 50% dos pomares no Estado, apresentam a bactéria, e portanto permanecem
como fonte de indculo (Fundecitrus, 2014).

Devido a sua importancia como patégeno de culturas como os citros, X. fastidiosa
foi escolhida como primeiro fitopatdgeno a ter seu genoma sequenciado, com a
finalidade de se entender os mecanismos moleculares que levam a infeccédo e sua
relacdo com o hospedeiro (Simpson et al., 2000).

O genoma de X. fastidiosa foi publicado em 2000, porém, 0os avancos esperados
pelo projeto genoma no entendimento da biologia desse patdgeno foram dificultados
pela falta de informacao nos bancos de dados naquele momento. Por ser o primeiro
fitopatégeno sequenciado numa época em que a gendmica ainda nao dispunha de
muitas sequéncias caracterizadas, a maioria das proteinas identificadas no seu genoma
foi anotada como proteina hipotética ou sem fungédo conhecida (Simpson et al., 2000).
Apesar disso, o projeto genoma da Xylella deu um grande impulso a ciéncia do pais e
abriu inUmeras portas para o entendimento da biologia dessa bactéria e funcédo de

inUmeras de suas proteinas associadas a patogenicidade e adaptacao.

1.2 Operon bigR e sua funcao na detoxificacao de gas sulfidrico

O operon bigR (biofilm-associated repressor) foi primeiramente identificado na
cepa 9a5c de X. fastidiosa (Figura 1). Posteriormente, verificou-se que o mesmo estava
conservado em um grupo restrito de fitobactérias associadas a tecidos vasculares e de
raiz como Agrobacterium tumefaciens e varias espécies de Rhizobium e Mesorhisobium
(Figura 1) (Barbosa e Benedetti, 2007).

O operon bigR de Xylella apresenta cinco genes que codificam: o repressor do
proprio operon (a proteina BigR), trés proteinas de membrana (MP1-3) e uma proteina
com dominios DUF442 e beta-lactamase/ETHE1 (Figura 1) com propriedades
cataliticas até entdo desconhecidas e que foi denominada de Blh (beta-lactamase-like
hydrolase). Em A. tumefaciens, o gene correspondente a proteina de membrana
designada MP3, localiza-se em outra regido do genoma da bactéria, separada do
operon bigR (Figura 1) (Barbosa e Benedetti, 2007).
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O interesse em se estudar o operon bigR se deu por se acreditar que as proteinas
desse operon, as quais sdo exclusivamente encontradas nesse arranjo génico nessa
classe de bactérias, estariam envolvidas com resisténcia a antibioticos ou metais, dada
a similaridade entre BigR e sensores de metais tipo ArsR/SmtB, e entre Blh e membros
da familia das B-lactamases (Barbosa &Benedetti, 2007).
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Figura 1: Disposicdo dos genes que compreendem o operon bigR em X. fastidiosa (Xf), A.
tumefaciens (At) e outras bactérias associadas a planta/raiz/solo incluindo Sinorhizobium
meliloti (Sm), Mesorhizobium loti (MI), Chromobacterium violaceum (Cv) e Nitrosomonas
europaea (Ne). Setas conectadas representam ORFs do operon; setas com as mesmas cores
correspondem aos ortélogos. Os dominios DUF442 e ETHE1 de Blh estdo representados pela
regido hachurada e branca da primeira ORF, respectivamente. Os numeros sobre as setas
indicam a porcentagem de identidade entre as respectivas ORFs com as de X. fastidiosa.
Figura retirada de Barbosa e Benedetti, 2007.

O operon bigR é regulado pela proteina BigR (biofim growth-associated
repressor), um membro da familia ArsR/SmiB de repressores transcricionais de
bactérias caracterizados pelo dominio “winged-helix-turn-helix” (WHTH) de ligagédo ao
DNA. As proteinas BigR de Xylella e Agrobacterium ligam-se fortemente a sequéncias -
10 regulatérias do promotor do gene blh, bloqueando assim a transcrigdo dos genes do
operon (Barbosa e Benedetti, 2007). Verificou-se ainda que o operon bigR é expresso

em maiores niveis na condicdo de biofilme e que mutantes de A. tumefaciens
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deficientes em BigR formam biofilmes maiores em superficies inertes e em raiz de
tabaco, sugerindo portanto o papel desse operon na formacéo do biofilme bacteriano
(Barbosa e Benedetti, 2007).

Dada a semelhanca das proteinas BigR com membros da familia ArsR/SmtB, que
compde os sensores de metais principalmente, testou-se a possibilidade de BigR ligar
metais e do operon bigR conferir tolerancia ou resisténcia a metais, embora a maioria
das proteinas codificadas pelo operon ndo apresentam semelhanca com proteinas
envolvidas em resisténcia a metais.

Através de ensaios de gel-shift e crescimento de mutantes de Agrobacterium
deficientes na producao de BigR ou Blh, foi verificado que o operon bigR nao confere
tolerancia a metais. Da mesma forma, foi demonstrado que esse operon também néao
esta envolvido em resisténcia a antibioticos apesar da presenca de um dominio tipo
beta-lactamase na proteina Blh (Barbosa e Benedetti, 2007). Esses resultados
sugeriram, portanto, que as proteinas BigR e Blh estariam desempenhando funcdes
distintas das dos sensores de metais e beta-lactamases, respectivamente.

Analises de sequéncia de aminoacidos mostraram que a semelhanca entre BigR e
0s sensores de metais era restrita ao dominio WHTH. Além disso, sitios de ligacao a
metais como os encontrados nas proteinas ArsR e SmtB, as quais ligam arsénio e
zinco, respectivamente, ndo estao conservados em BigR (Barbosa e Benedetti, 2007).
Ainda, proteinas BigR de diversas bactérias apresentam residuos de cisteinas (C42 e
C108) e metionina (M18) conservados que sdo comuns a um subgrupo apenas das
proteinas pertencentes a familia ArsR/SmtB; porém esses residuos estao presentes em
proteinas associadas a oxidacado de enxofre (Figura 2). Esses dados sugeriram que
BigR poderia estar envolvida com metabolismo de enxofre e funcionar com um sensor
diferente dos sensores de metais.

De fato, foi demonstrado que BigR funciona como um novo sensor redox e nao
como sensor de metal, como se pensou inicialmente (Guimaraes et al., 2011). Analises
da estrutura cristalografica de BigR revelaram que a proteina encontra-se em dois
estados redox. Na sua forma oxidada, as duas cisteinas conservadas, C42 e C108,
formam uma ponte intra-cadeia que gera mudangas conformacionais profundas no
dominio WHTH, alterando a capacidade de ligacdo ao DNA da proteina (Guimaraes et
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al., 2011). Assim, a ligacdo ao DNA é regulada pelo estado de oxidag&o das cisteinas
C42 e C108 de BigR.

BigR MVNEMRDD TRPHMTREDMEKRANEVANLLKTLSHPVRLMLVCTLVEGE-FSVGEL 54
At MVTETPLEKPLDIGEIPLPAMEKRATEVAILLKTLAHPARIMLACTLAQGE-FSVGEL 57
Re MNQPHPNIELPTMQAAATRACGLLKVLANPDRLLIMCQLSQGE-LAVGEL 49
M1 MVSEFQPDAVNMSPAAME SRAGEVAALLKTLAHPMRIMLVCTLVEGE-YSVSQL 53
Sm MGMSTDLEAVLKAGLSPAEMASRAGEVAKLLKTLSHPARLMIVCTLVQGE-YSVGEL 56
Bj MKIDSETMERAADQASDLLKALSNRHRLLIICQLIEGE-RSVGEL 44
ﬁ% VVNDNARVDDPDADPARMARAEMERRAAEVAGLLKTLSHPLRLMLVCALVEGE-YGVGAL 59
Sﬁ MNDDSAAGLPEPDEMRAAAESACALLRVLSNPDRLLLLCELSQGE-RCVSDL 51
wal MNNHQTISMDLMRQAAAAACDVLRILSNEDRLLLLCQLSQGE-KAVGEL 48
eﬁ MNQTSPSLAQMRAAAGQACGLLRALANEDRLLLLCQLSQGE-RSVGEL 47
Ba MDTRLVTREQMEARANEVAELLKTLSHPARLMLACTLAEGE-YSVGEL 47
ﬂg? MTVQODAPSLPPETPDDMASNAARAAGYLKTLAHEGRLMILCHLGAGE-KSVGQL 53
SoxR MHGNPQMNLPKLSADQSPEEFEKELEQARKASDLLKALSHEGRLLILCLLAEGE-KSVSEL 54
YgaVv MTELAQEOASAEQAAATLLKAMSHPKRLLILCMLSGSPGTSAGEL 44
. * * - ... * koo oo * % *

BigR EQQIGIGQPTLSQQLGVLRESGIVETRRNIKQIFYRLTEAKAAQLVNALYTIFCAQEKQA 114
At EAKLDIRQPTLSQQLGVLREAGIVDTRREAKQIFYRLAEDKAARLIEALYAIFCAPEENL 117
Re EEQLGIRQPTLSQQLGVLRENGLVATRRDGKNIFYSVASPEALAVMAVLYEQFCANPGQE 109
M1 EETLDIHQPNLSQQLTVLRDANIVETRRDGKQIFYRLTAEKAAQLVAALYTIFCAEGRP 112
Sm EEKVDVHQPHLSQHLTVLRGSGIVQTRRDGKQIFYRLTGEKAARLIAALYDIFCVKEDK 115
Bj AEFLNLRDSTVSQHLALLRKDGLVSSRRDAQTIFYSIASEPAREILKTLYQVFCAPKSAR 104
Rﬁ EERLGIGQPALSQHLGVLRAAGLVETRREAKQVFYRLTDAKAARLVEALYTIFCVEEGTP 119
Bv EARLDIRQPTLSQQLGVLRDNALVQTRREGKNIHYSLDSPAAIAVMGVLYEQFCGPAATR 111
¥ EAALGIHQPTLSQQLGVLRSDGLVNTRREGKRIFYSIADSKVLALLEVLYQLYCPQEKEA 108
Cv EDAVGIRQPTLSQQLGVLRGEGLVATRRDGKRIYYSVADANALAVLATLYQRFCPGE-DA 106
Ba EEMLGIRQPTLSQQLGVLREADIVETRREAKQIYYRLVETKAAKLIDALYGIFCKEGTDS 107

Sp ENLLDIRQAAVSOMLARLREEGLVSTRREGKTVFYSLSDSNTEQVIGLLY SLFCSND 110

SoxR ESIMHIRQAAVSQQLARLREFDRLVNTRREGRVINYSIASSEVSSVISTLYELFCAPVRKK 114

YgaVv TRITGLSASATSQHLARMRDEGLIDSQRDAQRILYSIKNEAVNAIIATL'NVYCP 99
. *k % . % .. o ok . . k. oo * . %

Figura 2: Alinhamento das sequencias de proteinas BigR de diferentes bactérias com proteinas
associadas a oxidacao de enxofre como SoxR. As cisteinas C42 e C108, e a metionina M18,
entre outros aminoacidos conservados, estdo indicados em azul. Bactérias associadas a raiz
estdo em amarelo, enquanto outras de vida livre estdo em verde. Figura retirada de Guimaréaes
et al., 2011.

O estado reduzido das cisteinas C42 e C108 diminui a abertura entre as hélices
de interacdo ao DNA e a proteina encaixa-se perfeitamente nos sulcos maiores do DNA
alvo. Por outro lado, na forma oxidada a proteina assume uma conformagdo mais
alongada onde as hélices que fazem a interacdo com o DNA apresentam-se mais
afastadas, dificultando a interagdo com o DNA alvo (Figura 3).
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Apesar de tais estudos terem elucidado um novo mecanismo regulatério de
controle da transcricao para membros da familia ArsR/SmtB, ainda ndo se sabia qual
era a fungcdo biolégica do operon bigR, pois a proteina que contém o dominio
betalactamase-like/ETHE1, essencial para funcao do operon, ainda nao havia sido
funcionalmente caracterizada. Porém, em 2009, um artigo foi publicado descrevendo a
funcdo bioldgica da proteina humana ETHE1 como sendo uma dioxigenase de enxofre
qgue converte sulfeto de hidrogénio, ou gas sulfidrico, em diéxido de enxofre (Tiranti et
al., 2009). Essa proteina esta também envolvida na detoxificacdo de gés sulfidrico em
mitocdndria (Hildebrandt e Grieshaber, 2008).

Figura 3: Estrutura dimérica do repressor BigR. Em vermelho, a forma reduzida e funcional; em
azul, a forma oxidada, mais alongada, ndo funcional. Acima estdo evidenciados os valores de

distancia (em Angstrons) entre as hélices de ligacdo ao DNA em cada estado redox.

Embora o dominio beta-lactamase de Blh, agora denominado de dominio ETHE1,
apresente apenas 29% de identidade e 46% de similaridade com a proteina ETHE1
humana, dados de modelagem molecular indicam que esses dominios possuem o
mesmo tipo de enovelamento e conservacao de residuos considerados chaves numa
funcdo catalitica (Guimaraes et al., 2011). Esses dados levaram o grupo a testar se o
operon bigR estaria envolvido na detoxificacdo de gas sulfidrico em Xylella e
Agrobacterium.

Pela facilidade em se obter mutantes de delegcdo em células de Agrobacterium,
relativo a Xylella, a funcao de dioxigenase de enxofre de Blh foi testada em mutantes de
A. tumefaciens, onde os genes bigR ou blh foram deletados por recombinacao
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homologa (Barbosa e Benedetti, 2007). No caso do mutante bigR’, os demais genes do
operon sao expressos de forma constitutiva, ao passo que no mutante blh’, apenas o
gene blh teve sua expressao abolida (Barbosa & Bnedetti, 2007). Avaliando-se o
crescimento das células em meios de cultura apropriados, percebeu-se que havia
acumulo de gas sulfidrico nos mutantes blh™ e acumulo de sulfito no meio de cultura
onde se havia crescido mutantes bigR" (Figura 4).
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Figura 4: a) mutantes de A. tumefaciens crescidos no meio BiGGY Agar, indicador de producao
de géas sulfidrico, através de precipitado escuro. Pode-se perceber maior acumulo de gas
sulfidrico quando o operon bigR esta inativo (mutante b/h’), quando comparado ao operon com
expressao constitutiva (mutante bigR’) e na bactéria selvagem (wt). Em b, fitas indicadoras da
producéao de sulfito, demonstrando maior acumulo deste ion no filtrado do meio de crescimento
dos mutantes bigR’, indicando que o sulfeto de hidrogénio é oxidado a sulfito de maneira
dependente de blh e que sulfito é secretado pela bactéria.

Isso levou a conclusdo de que a funcdo do operon bigR estaria ligada a
detoxificacdo de gas sulfidrico devido a funcao de dioxigenase de enxofre da proteina
Blh e possivel atividade de secrecao de sulfito das proteinas de membrana (Figura 4)
(Guimaraes et al., 2011). Porém, apesar de todos os indicios de que o0 operon estaria
envolvido na detoxificacdo de enxofre pela conversao de gas sulfidrico em sulfito, a
atividade dioxigenase de enxofre da proteina Blh ainda ndo havia sido confirmada

experimentalmente (Guimaréaes et al., 2011).
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Sabe-se que o sulfeto de hidrogénio ou gas sulfidrico € altamente toxico por inibir
fortemente a citocromo ¢ oxidase (COX) impedindo a respiracdo em condi¢cdes
aerdbicas. Como X. fastidiosa e A. tumefaciens sao bactérias aerébias obrigatorias e
vivem em ambientes que apresentam baixa pressao de oxigénio, a presenca do sulfeto
de hidrogénio nessas células pode se tornar impeditiva ao crescimento das mesmas
(Figura 5a). De fato, verificou-se que o operon bigR é necessario para que essas

bactérias crescam em condigbes de baixa tensado de oxigénio quando gas sulfidrico é

L

produzido (Figura 5b) (Guimaraes et al., 2011).
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Figura 5: Em a, mutantes de A. fumefaciens crescendo em meio com concentragoes
crescentes de tiossulfato que sabidamente produz gas sulfidrico. Os mutantes blh" nao crescem
em concentragbes aumentadas de gas sulfidrico. Em b, mutantes crescendo em atmosfera de
oxigénio (esquerda) e em atmosfera de nitrogénio (direita). Pode-se observar que os mutantes
sem o operon funcional (blh) ndo crescem em baixa tensdo de oxigénio (Guimaraes et al.,
2011).

1.3 A proteina Blh como proteina efetora do operon bigR

Sabendo-se que a fungao do operon bigR é a detoxificagdo de gas sulfidrico e que
essa funcao é essencial para sobrevivéncia bacteriana sob baixas tensdes de oxigénio,
torna-se relevante entender como o operon, ou seus componentes, funcionam ao nivel
molecular. Considerando-se ainda que a Blh é uma enzima chave na detoxificacdo de
gas sulfidrico, o entendimento da sua funcédo e relacdo com as demais proteinas do

operon é fundamental para elucidar o mecanismo de acdo do mesmao.

31



Considera-se que o produto da reacdo catalisada pela Blh seja o di6xido de
enxofre, que em solugdo aquosa € rapidamente convertido a sulfito, um composto que
também é téxico as células bacterianas e precisa ser eliminado. Foi verificado que uma
das proteinas de membrana codificadas pelo operon bigR tem um dominio TauE,
envolvido no transporte de sulfito e taurina, o que sugere que as proteinas de
membrana do operon bigR devem compor um provavel transportador de sulfito
(Guimaraes et al., 2011). Embora tenha ficado claro que o operon bigR é importante
para que a bactéria cresca na presenca de gas sulfidrico em condicdes limitantes de
oxigénio, ainda ndo se sabe como essa reacao de oxidacao de enxofre ocorre ao nivel

molecular.
1.4 A proteina Blh apresenta dois dominios funcionais

A proteina Blh possui 431 aminoacidos e contém dois dominios funcionais, o
dominio DUF442 (140 amino&cidos) no N-terminal, e o dominio ETHE1 (291
aminoacidos), no C-terminal (Figura 6).

1 140 431 aa

DUF442 B-lactamase/ ETHE1

Figura 6: Esquema representativo dos dominios funcionais da proteina Blh de Xylella e
Agrobacterium, DUF442 e ETHE1.

1.4.1 Provavel funcao e mecanismo de acao do dominio ETHE1 de Blh

Em humanos, a proteina mitocondrial ETHE1 (Ethylmalonic Encephalopathy
protein1) esta associada a detoxificacdo de enxofre, e mutacbes ou dele¢cdes na sua
sequéncia causam uma doenca autossGmica recessiva denominada encefalopatia
etilmalénica (EE). Esta doenca é caracterizada por encefalopatia de inicio precoce,
identificada ainda em recém-nascidos, microangiopatia, diarreia crénica e alteracdes na
funcao do citocromo ¢ oxidase (COX) no musculo e cérebro e alta excrecao de acido
etilmalénico na urina (Tiranti et al 2009; Holdorf et al 2012).
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Além da ETHE1 humana, a estrutura e funcdo de outras ETHE1 vém sendo
estudadas. Dentre elas esta a ETHE1-Like de Arabidopsis thaliana que possui 46% de
identidade com a EHTE1 humana e tem atividade de dioxigenase de enxofre (Holdorf et
al, 2012). A ETHE1-Like estd contida na familia das beta-lactamases e apresenta
grande similaridade as glioxalases Il que estdo envolvidas na detoxificacdo do 2-
oxoladeido, desempenhando um importante papel na sobrevivéncia de plantas como
também no desenvolvimento do embrido e endosperma em A. thaliana (Holdorf et al.,
2012).

Hildebrabdt e Grieshaber (2008) estudando a via de oxidagdo do sulfeto e
tiossulfato nas mitocéndrias de mamiferos e invertebrados elegeram trés atividades
enzimaticas como atuantes desta via. A primeira delas corresponde a oxidagdo do
sulfeto de hidrogénio pela quinona redutase. A segunda reacdo é a da dioxigenase
enxofre que capta o enxofre do grupo persulfito da quinona redutase e forma sulfito com
consumo de oxigénio e agua. A terceira e Ultima reacdo € a da sulfotransferase ou
rodanase que transfere outro enxofre da quinona persulfito para o sulfito formando
tiossulfato. Esta via, segundo os autores, é muito importante para manutengcado do

metabolismo e evita danos a cadeia respiratéria da mitocdndria.

1.4.2 Atividade de dioxigenase de enxofre

A atividade de dioxigenase de enxofre (EC 1.13.11.18) foi descrita em bactérias
acidéfilas e sulfo-oxidantes como  Acidiphililium  acidophilum,  Acidithibacillos
ferroodoxans e Acidithibacillos thiooxidans (Rohwerdert e Sand, 2003). A enzima
dioxigenase de enxofre catalisa a formagéao de sulfito partir do enxofre de uma molécula
doadora com consumo de oxigénio e agua. Porém, o enxofre elementar forma anéis
com oito moléculas bastante estaveis e de dificil acesso por parte das enzimas. Assim,
para ser utilizado como substrato, o enxofre precisa estar ‘ativado’, ou seja, ligado a
uma molécula doadora que nado é consumida na reacdo. Para Acidithiobacillus
feroxidans a molécula doadora parece ser a glutationa persulfito (GSSH), conhecida
também como persulfito de glutationa (GSSH) (Rohwerdert e Sand, 2003; Hildebrandt e
Grieshaber, 2008) (Figura 7).
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HoO + 0o +GSSH—ETME! S0O52 + GSH + 2H;

Figura 7: Férmula geral da reacéo realizada pela dioxigenase de enxofre. A direita estdo os
produtos: &gua, oxigénio molecular e enxofre complexado ao doador glutationa. A esquerda os
respectivos produtos: sulfito, glutationa e o préton H* (Hildebrandt e Grieshaber, 2008)

Além da homologia com a proteina ETHE1 humana, o dominio ETHE1 de X.
fastidiosa apresenta 46% de similaridade com a proteina ETHE1 de Arabidopsis
thaliana. Um modelo molecular do dominio ETHE1 de X. fastidiosa obtido com base na
estrutura cristalografica da proteina ETHE1 de Arabidopsis indica que esse dominio
possui 0 mesmo enovelamento e conservacao de residuos considerados chaves numa
fungédo catalitica (Figura 8) (Guimaraes et al., 2011). Além disso, 0 modelo prevé a
ligagdo de uma molécula de glutationa reduzida (GSH) no pocket considerado o sitio

ativo da enzima (Figura 8) (Guimaraes et al., 2011).
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Figura 8: Modelagem molecular do sitio ativo do dominio ETHE1 da Blh de X. fastidiosa com
uma glutationa reduzida (GSH) no pocket da enzima (verde) e um sitio de coordenagao de
metal (residuos em azul), incluindo a histidina 212, importante para a atividade da ETHE1 de
Arabidopsis (extraido de Guimaraes et al., 2011).
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Outra maneira de se avaliar a atividade da dioxogenase de enxofre € através da
medida do consumo de oxigénio. Tal medida € feita avaliando-se a concentracdo do
oxigénio dissolvido em um meio hermeticamente fechado durante um intervalo de
tempo, usando-se um oxigrafo. Este contém um eletrodo polarigrafico de oxigénio
coberto por uma membrana desenvolvido por L. C. Clark. O oxigénio nestes aparelhos
€ medido segundo o principio de que o mesmo sofre redugéo eletrolitica em meio
aquoso com a produgéo de uma corrente que pode ser medida por meio de um sistema

de amplificacéo apropriado (Clark, 2002).

1.4.3 Provavel funcao e mecanismo de acao do dominio DUF442 de Blh

Inicialmente, postulou-se que o dominio N-terminal da proteina Blh seria uma
tirosina fosfatase, dada a semelhancga estrutural com o dominio DUF442 de Neisseria
meningitidis, descrita como tirosina fosfatase (Krishna, 2007). Entretanto, andlises de
modelagem molecular sugeriram fortemente que o dominio DUF442 apresenta
semelhancas estruturais com proteinas da familia das rodanases, ou sulfotransferases
de bactérias, como a rodanase de Escherichia coli (Figura 9) (Guimaraes et al, 2011).
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Cons. CRxGxR

AtBlh HCKGGTRA 100
XfBlh HCKSGTRA 100
3IPP YCGTGWRA 390

Figura 9: O dominio DUF442 ¢ estruturalmente semelhante a rodanases. A, alinhamento de
sequencia do sitio ativo da rodanase YnjE (3IPP) com as sequencias correspondentes dos
dominios DUF442 de Xylella (XfBlh) e Agrobacterium (AtBlh). O motivo do sitio ativo foi
alinhado e os residuos de cisteinas responsaveis pela atividade estdo em amarelo. B,
sobreposicdo do modelo do domino DUF442 de Xylella DUF442 (verde) com o dominio
catalitico da rodanese YnjE (cinza) de E. coli mostrando a similaridade de conformagéo e a
conservagado dos residuos cataliticos principais: C49 e R99 do DUF442 sobrepostos aos
residuos C384 e R389 YnjE (Guimaraes et al. 2011).

A semelhanca com tirosinas fosfatases pode, contudo ser explicada pelo fato de
que uma classe das proteinas tirosina fosfatase, mais especificamente a classe llI
originou-se de rodanases de bactérias, o que faz com que essas duas familias de
proteinas conservem semelhangas na sua sequéncia e estrutura (Alonso, 2004). Além
disso, a familia rodanase apresenta significativa variacdo de aminoacidos de sitio ativo
indicando que o reconhecimento do substrato e interacdes bioldgicas sejam dirigidas

por especificas estruturas de sitio ativo.
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As rodanases podem estar presentes sozinhas ou fusionadas a outros dominios
de funcdes distintas 0 que suporta a sua habilidade em interagir com outras proteinas
(Remelli et al, 2012).

Ainda ha controvérsias quanto a fungao biolégica dessa proteina e as vias as
quais participa (Saidu, 2004). Embora sua principal funcdo esteja relacionada a
detoxificagdo de cianeto, outras fungdes tém sido relacionadas as rodanases como a
via de regeneracao de glutationa (Remelli et al, 2012), produgéo de proteinas, sintese
de cisteina e modulagdo da taxa de respiragdo pela interagdo com a cadeia
transportadora de elétrons, sintese de ferredoxina e detoxificacdo por enxofre (Saidu,
2004; Hildebradt, 2008). A funcéo exclusiva de detoxificacao de cianeto das rodanases
€ controversa e ha autores que acreditam que essa enzima seria multifuncional (Smith
& Urbanska, 1986).

1.4.5 Atividade sulfotransferase ou rodonase

A atividade de transferase de enxofre ou rodanase € suportada pela presenca dos
grupos sulfidrila (-SH). Todos os residuos de cisteina do sitio ativo deste tipo de enzima
formam grupos sulfidrila livres (Guang-Xiang & Horowitz, 1993). A atividade catalitica de
rodanases pode ser avaliada através de varios métodos, porém o mais comumente
utilizado é o método descrito por Sorbo (1955). Neste método, a atividade foi
caracterizada pela capacidade de transferir um enxofre do tiossulfato para o ion cianeto
resultante da ionizacdo do cianeto de potassio , formando tiocianato que, ao reagir com
nitrato de ferro produz um composto colorido que pode ser mensurado em

espectrofotdmetro a 460 nm (Figura 10).

CN + 8203-2 m SCN + 303-2

Figura 10: Esquema geral da reagéo realizada pela enzima rodanase. A enzima catalisa a
transferéncia do enxofre tiossulfato (S;0s?) para o cianeto (CN") formando tiocianato (SCN) e
sulfito(SO5?).
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2. Objetivos

2.1. Objetivo Geral

Dado o exposto acima, este trabalho teve como objetivos, a purificagdo e
caracterizacdo da atividade enzimatica dos dominios ETHE1 e DUF442 da proteina Blh
de X. fastidiosa e A. tumefaciens. Além disso, avaliou-se uma possivel rede de
interacdes entre as proteinas do operon bigR a fim de se identificar possiveis
mecanismos regulatérios e a formacdo de complexos proteicos associados ao

transporte de sulfito.

2.2 Objetivos Especificos

> Amplificar as sequéncias contendo os dominios ETHE1 e DUF442 de X
fastidiosa e A. tumefaciens e subclona-los em vetores tipo pGEM-T, pET28a e pET29a
para expressao em E. coli;

> Expressar e purificar dominios DUF442 e ETHET1;

> Realizar testes de atividade enzimatica considerando a hip6tese de que o
dominio DUF442 € uma rodanase e o dominio ETHE1 é uma dioxigenase de enxofre;

> Clonar sequencias das proteinas do operon bigR em vetores para ensaio de
duplo hibrido de levedura;

> Realizacéo de ensaios de interacao entre as proteinas do operon.
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3. Metodologia

3.1. Clonagem dos dominios ETHE1 e DUF442

Primers sense e antisense para amplificar a regido correspondente ao dominio
ETHE1 (~800 bp) de Blh de X. fastidiosa e A. tumefaciens ja haviam sido sintetizados e
continham sitios de restricdo para as enzimas Ndel/Xhol (para a clonagem do ETHET
de X. fastidiosa), e Ndel/EcoR| (para a clonagem de ETHE1 de A. tumefaciens),
respectivamente. Os Primers sense e antisense para amplificar o dominio DUF442
(~400 bp) também ja haviam sido sintetizados e continham os sitios de restricao
Ndel/Sacl (para a clonagem de DUF422 de X. fastidiosa), e Nde/EcoRl (para a
clonagem de DUF442 A. tumefaciens), respectivamente. Os fragmentos contendo as
sequéncias dos dominios separados foram amplificados por PCR a partir do cosmidio
12 de X. fastidiosa e plasmideo de A. tumefaciens contendo as sequencias do operon.
Os fragmentos amplificados foram ligados em pGEM-T Easy e transformados, por
choque térmico, em E. coli DHA5a. A integridade dos clones foi confirmada por
sequenciamento.

Os fragmentos foram excisados usando-se as respectivas enzimas de restricao e
subclonados em vetores pET-28a e 29a por transformacao em E. coli DH5a, a fim de
gue as proteinas de interesse pudessem ser expressas com ou sem cauda de histidina
no N-terminal. As constru¢cdes foram verificadas por sequenciamento e transformadas
em cepas de E. coli, especializadas na expressdo de proteinas recombinantes, por
choque térmico. As construgdes para expressao feitas e cepas utilizadas encontram-se
dispostas na Tabela 1.
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Tabela 1: Cepas transformadas com as constru¢des contendo os dominio DUF442 e ETHE1
com (pET28) e sem (pET29) cauda de histidina (HIS-tag)

Dominio Organismo Cepas Vetor de expressao
DUF442 X. fastidiosa BL21(DE3) PET28, pET29
: BL21pLySE ;
Artic Express
ETHE1 X. fastidiosa BL21(DE3) pET28, pET29
BL21pLySE
DUF442 A. tumefaciens BL21(DES3) pET28, pET29
C41
ETHE1 A. tumefaciens Origami2 pET28, pET29
BL21(DE3)

3.2. Testes de expressao dos dominios da BLH

Foram feitos diversos testes para estabelecer a melhor condigdo de expressao
para cada construcdo. Todas as constru¢cées da Tabela 1 foram testadas. Foram
testados dois meios de cultura com tipos de inducao e composicdo diferentes. O
primeiro deles foi o LB com indugédo por IPTG. O segundo tipo de meio de cultura
testado foi 0 meio ZYM5052 (1% triptona, 0,5% extrato de levedura, 5 mM sulfato de
sédio, 50 mM cloreto de aménio, 25 mM de fosfato de potassio, 25 mM fosfato de sédio,
0,5% de glicerol, 0,05% de glicose e 2% de lactose) descrito por Studier (2005) também
chamado autoinduzido por conter lactose. Cada construgao foi pré-inoculada em de 2
ml de cada meio de cultura com canamicina (50 pug/ml) e crescidas por 16h a 37°C. Em
seguida 40 ml de cada meio contendo canamicina foi inoculado com 500 pL do pré-
indculo crescido. Os inéculos (40 ml) do meio tipo LB foram crescidos até a O.D. de 0,6.
Depois de atingida a O.D. foi feita a indugcédo pela adicdo 0,4 mM de IPTG. Apos a
adicéo do IPTG a cultura cresceu por mais 3h, sob agitacdo constante de 200 rpm e a
temperatura escolhida que variou de 12 a 37°C dependendo da cepa testada Tabela 2.
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Tabela 2: Condigdes de expressao testadas para cada construgcao.

~ Organismo Meio de Tempo de Temperatura
Construgdo Cepa Cultura Inducao de Inducao
DUF442_pEt28 X. fastidiosa
DUF442_pEt29 X. fastidiosa
DUF442_pEt28 A. tumefaciens
DUF442_pET29 A. tumefaciens BL21(DE3) LB 3h (LB) 20, 25,
ETHE1_pEt28 X. fastidiosa ZYM5052 16h(ZYM5052) 30,37°C
ETHE1_pET29 X. fastidiosa
ETHE1_pEt28 A. tumefaciens
ETHE1_pET29 A. tumefaciens
DUF442_pEt28 X. fastidiosa
DUF442 pEt29 X. fastidiosa LB o
ETHE1 pEt28 X fastidiosa | P-2TPLYSE | 7vms0s2 el W, 280
ETHE1_pET29 X. fastidiosa
X. fastidiosa
ETHE1_pEt28 . . LB o
ETHE1 pET29 X. fastidiosa Artic Express ZYM5052 16h 12°C
A. tumefaciens
ATETHE1_pEt28 ; C41 o
ATETHE{ pET29 A. tumefaciens ZYM5052 16h 25, 30°C
ETHE1_pEt28 A. tumefaciens
ETHE1_pET29 A. tumefaciens Origami2 o
ETHE1 pEt28 X. fastidiosa ZYM5052 16h 25, 30°C
ETHE1 pET29 X. fastidiosa

Para o meio autoinduzido ou ZYM5052 o inéculo de 40 ml foi crescido por 16h na
temperatura escolhida, sob agitacdo constante de 200 rpm. A verificacao da expressao
foi feita através de gel SDS-PAGE 10 ou 13% com aliquotas retiradas antes e depois da

inducéo.

3.3. Lise celular bacteriana

Para os testes de purificacdo foram utilizadas apenas as construgdes com cauda
de histidina feita através de cromatografia de afinidade em coluna de niquel. Os
tampdes de lise testados foram: B-PER (Bacterial Protein Extraction Reagente - Pierce),
tampao Tris-NaCl (20 mM de Tris-HCI pH 7,5, 200 mM de NaCl,10 mM de PMSF),
tampao MOPS (10 mM de MOPS pH 7,5, 10mM de PMSF), tampéao fosfato de sodio
(100 mM de fosfato de sodio pH 7,4, 10mM de PMSF) e tampao Tris-NaCl com sulfato
de amdnio (20 mM de Tris-HCI, 200 mM de NaCl, 300 mM de sulfato de aménio,10% de
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glicerol e 10 mM de PMSF). Para cada um dos tampdes testados o inéculo de 250 ml
foi centrifugado a 8000xg por 12 min e o pellet foi ressuspendido em 10 ml do
respectivo tampdo de lise. As células ressuspensas foram lisadas com auxilio de
lisozima (10 mg/ml) e para garantir uma lise completa foi utilizado sonicador (Sonics).
Foram dados 8 pulsos de 20 segundos cada a uma amplitude de 30%.
Alternativamente, as amostras foram lisadas em disruptor a uma pressao de 25 kpsi e
4°C. O lisado foi submetido a centrifugagdo a 18000xg e 4°C por 30min. O
sobrenadante foi filtrado em filtro de 0,45 micra (Millipore) e submetido a cromatografia
por afinidade.

3.4. Purificacao dos dominios DUF442 e ETHE1 de X. fastidiosa e A.

tumefaciens
3.4.1. Cromatografia de afinidade - Fluxo por gravidade

A primeira etapa de purificacdo foi a cromatografia de afinidade em resina de
niquel (Ni-NTA - Nalgene). Foi utilizado 1 ml de resina para 10 ml de extrato. A resina
foi previamente equilibrada com 10 volumes do respectivo tampédo em seguida o extrato
foi passado pela coluna a 4°C. Apds a passagem do extrato a resina foi lavada com
tampao de lavagem que corresponde ao tampao de lise adicionado de 50 mM de
imidazol. Ap6s a lavagem as proteinas que aderiram a coluna foram eluidas com o
tampao de eluicdo que corresponde ao tampao de lise adicionado de 300 mM de
imidazol. A fracdo eluida da proteina recombinante foi utilizada para os ensaios de
atividade.

3.4.2. Cromatografia de afinidade Fluxo por pressao em aparelho FPLC

Depois de estabelecido o melhor tampao e condi¢des de purificacdo na bancada,
as amostras passaram a ser processadas no sistema AKTA™ FPLC™ (GE Healthcare)
a fim de se obter um maior controle das etapas de purificagéo e ajuste de parametros
para obter uma proteina mais pura. Foi utilizada a coluna HiTrap™ Chelating de 1 ml

(GE Healthcare) acoplada ao sistema a 4°C e um fluxo de 0,5 ml/min. A coluna foi
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previamente carregada com solucdo 100 mM de sulfato de niquel e equilibrada com
tampao de lise, de acordo com especificacbes do fabricante. Apds aplicacdo da
amostra, a coluna foi lavada com tampao de lise (Tris-NaCl com sulfato de aménio e
glicerol) até a absorbancia 280 nm estabilizar. Em seguida foi iniciada a injecdo da
amostra que continha 50 ml do lisado bacteriano filtrado. A eluicdo da proteina de
interesse foi feita através de steps com concentragdes crescentes de imidazol (50 mM,
100 mM, 200 mM, 300 mM e 1000 mM) cada step foi ajustado para 10 volumes de
coluna. A fragédo eluida contendo a proteina recombinante foi utilizada nos ensaios de
atividade.

3.4.3. Cromatografia de exclusao molecular da proteina Blh inteira

A amostra que passou pela cromatografia de afinidade foi submetida a
cromatografia de exclusdo molecular ou filtracdo em gel. Para tal, a mostra foi
concentrada por filtracdo em Amicon® Ultra-4 Centrifugal Filter (Millipore) com poros de
30 kDa centrifugando-se a 4000 rpm a 4°C até obter-se 1ml. A cromatografia foi
realizada em sistema AKTA™ FPLC™ (GE Healthcare), usando-se coluna Superdex 75
16/60 (GE Healthcare), previamente equilibrada com tampao de lise sem imidazol, a

4°C com um fluxo de 0,5 ml/min.

3.5. Purificacao do dominio XFDUF442 por precipitacao em sulfato de

amonio

O dominio foi expresso em 500 ml de meio ZYM5052 por 16h, 20°C e 200 rpm e a
lise foi feita como descrito acima utilizando o sonicador e o tampao Tris-NaCl com
sulfato de aménio e glicerol e o lisado foi submetido ao protocolo de purificacdo descrito
por Miller e colaboradores (1992). Ao lisado foram adicionadas cerca duas gotas de
sulfato de glicina até o pH atingir 4,7 para auxiliar na precipitacdo das proteinas de E.
coli e manutencgdo da atividade. O pH foi aferido com fitas medidoras de pH da (Sigma).
Adicionou-se sulfato de aménio em pé até a concentragdo de 0,4 M e as amostras
foram incubadas em gelo por 30 min. Posteriormente, as amostras foram centrifugadas

a 18000xg por 20 min. Ao sobrenadante foi adicionado sulfato de aménio até a
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concentracao atingir 1,4 M e a amostra foi incubada no gelo por 30 min. Em seguida
centrifugou-se a 18000xg por 20 min e a 4°C. Ao sobrenadante foi adicionado sulfato de
amoénio até a concentracédo de 2,25 M. Em seguida a amostra foi novamente incubada
por 30 min no gelo e em seguida centrifugada a 18000xg por 20 min e 4°C. O pellet foi
ressuspendido no tampéao de didlise (2 mM de acetato de sddio; 2 mM de tiossulfato de
sédio; 10% de glicerol e pH 4,9). A dialise foi feita em membrana porosa Spectra/Por
Dialysis (Spectrumlabs) com cobertura para 6-8,000 Da, por 16h a 4°C. Essa fracao foi

submetida a ensaio de atividade de rodanase como descrito no item 3.9.

3.6. Ensaio de atividade do dominio ETHE1 de X. fastidiosa e A.

tumefaciens

O ensaio de atividade do dominio ETHE1 foi realizado no Laboratério de
Bioenergética da UNICAMP com suporte do professor Anibal Vercesi e seu aluno Artur
Hernandez-Felipe. As medidas foram realizadas segundo ensaio descrito por
Hildebrandt e Grieshaber (2008) usando-se um volume 2 ml contendo: enzima
parcialmente purificada (12 pg), tampao fosfato de potassio (0,1 M), glutationa reduzida
(GSH; 1mM) e 30 puL de uma solucdo saturada de enxofre (17 mM) em acetona
(enxofre acetbnico) que foi adicionada por ultimo dando inicio & reacdo. As medicbes de
consumo de oxigénio foram feitas em oxigrafo Hansatech (Hansatech Instruments -
Oxygraph Plus Recording, v.1.01). Os ensaios foram realizados a 21°C tiveram duragao
de 20 min para o ETHE1 de X. fastidiosa e 7 min para A. tumefaciens. No minuto 1 o
enxofre foi adicionado, tempo necessério para estabilizacdo do eletrodo. Como controle
foram feitas medi¢cdes sem a enzima, sem o doador de enxofre (GSH) e sem o enxofre
(apenas com acetona). Além da medida do oxigénio consumido, foi feito também um
ensaio predominantemente qualitativo a fim de detectar a produgcdo de sulfito nas
amostras. Este foi feito através de fitas indicadoras (Merkquant) segundo
recomendagdes do fabricante. Os parametros cinéticos foram calculados para o ETHE1
de A. tumefaciens utilizando o programa GraphPad Prism 5 (GraphPad).
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3.7. Ensaio de atividade do dominio DUF442 de X. fastidiosa

O ensaio foi feito em triplicata segundo o proposto por Sorbo (1955) para um
volume final de 2 ml de reagdo. Foram adicionados: 40 uL de tampéao fosfato de
potassio (200 mM pH 7,4); 65 pL de solugéo de tiossulfato de sodio (125 mM); 30 pL de
solucdo de cianeto de potassio (250 mM de cianeto de potassio em tampao fosfato 200
mM e pH 7,4) e por fim a enzima 25 pg. No ensaio do branco néo foi adicionado nada
nesse momento e no controle com proteinas de E. coli foi adicionado 25 pug de proteina.
Os reagentes foram misturados por inversdo e a reacédo foi mantida a temperatura
ambiente por 5 min. Em seguida, foram adicionados 30 pL de solug¢édo de formalina 37%
parando a reacdao. Neste ponto a mesma quantidade de enzima foi adicionada ao
branco. Os reagentes foram misturados por leve agitacdo e em seguida foram
adicionados 163 pL de nitrato de ferro 410 mM em &acido nitrico 14% e 1,63 ml de agua.
Os reagentes foram agitados levemente e a absorbancia foi aferida em
espectrofotdmetro a 460 nm. Os ensaios positivos apresentam cor alaranjada.

Foram realizados ensaios de atividade de rodanase na presenca de metais e do
quelante ETDA para tal foram realizados ensaios como descritos acima. Porém ao
mistura de reacao, logo apés a adi¢cao da enzima, foi adicionada uma solucao contendo
EDTA ou o respectivo metal a ser testado. Foram realizados dois ensaios em um deles
a concentracao de metal foi de 200 uM e no segundo a concentracdo de metal foi
ajustada para 5 pM. Para tal, solu¢des estoque dos metais sulfato de cobre (CuSQOa),
cloreto de cobalto (CoCly), sulfato de zinco (ZnSQy,), sulfato de ferro (FeSO,) e sulfato
de magnésio (MgSQO,) e do ETDA foram preparadas na concentracdo de 10 mM. Em
ambos os ensaios foram utilizados 13 ug de proteina parcialmente purificada. Os
calculos dos parametros cinéticos foram realizados no programa GraphPad Prism 5
(GraphPad).

3.8. Modelagem do dominio ETHE1

A sequéncia do dominio ETHE1 foi submetida & modelagem através da
ferramenta webserver HHpred (Homology detection & structure prediction by HMM-
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HMM comparison) disponivel no ToolKit das ferramentas de bioinformatica do Max-
Planck Institute da Alemanha (http://toolkit.tuebingen.mpg.de/hhpred/). A sequéncia foi
alinhada com a estrutura da beta-lactamase de Burkholderia pseudomallei (4EFZ).

3.9. Ensaio de fluorescéncia de raio-x para identificacao de metais ligantes

Ensaio de fluorescéncia de raios-x foram realizados na linha de luz XRF do
Laboratério Nacional de Luz Sicontron (LNLS) com a colaboracao do Dr. Carlos Perez.
A proteina ETHE1 de A. tumefaciens foi parcialmente purificada em coluna de niquel
como descrito acima. Vinte microgramas de proteina em tampéo de eluicdo foram
aplicados em placas Perspex. A gota foi evaporada a temperatura ambiente até formar
um filme seco. Essas amostras foram medidas por 300 s e 0s espectros de raios-x
obtidos foram analisados usando o PyMCA program (Balan et al., 2006; Solé et al.,
2007).

3.10. Predicao de interacoes proteina-proteina envolvendo a proteina Blh

Foi utilizada a sequencia da proteina Blh inteira (sequencia XF0768) para buscar
parceiros de interacdo para esta proteina. A busca foi realizada na ferramenta online
chamada STRING ( ) que € um preditor de interagbes com base em
critérios genémicos e funcionais. A busca foi feita com a Blh como modelo e o resultado
foi filtrado para interagbes mais fortes com graus de confidéncia acima de 700, sendo

que o padrao da analise € 400.

3.11. Ensaio de duplo hibrido de levedura
3.11.1. Clonagens para analise de interacao por duplo-hibrido

As sequencias dos dominios de Blh e da proteina BigR que se encontravam no
vetor pGEM-T Easy foram subclonadas nos vetores pOAD e pOBD (nos sitios Ndel/
Notl) para os ensaios de duplo hibrido. Para as trés proteinas de membrana
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denominadas MP1, MP2 e MP3 foram desenhados primes com sitios Ndel/Notl para
amplificagdo por PCR utilizando o cosmideo 12 de X. fastidiosa como modelo. Os
insertos foram amplificados e purificados utilizando o DNA extraction Kit (Quiagem). Em
seguida, os fragmentos foram ligados no pGEM-T Easy e transformados na cepa de E.
coli DH5a. A verificagdo da clonagem foi feita por sequenciamento dos clones positivos.
Os insertos confirmados foram clonados nos vetores pOAD e pOBD nos sitios Ndel/
Notl na cepa DH5a e confirmados por PCR de colbénia e sequenciamento dos positivos.
Obtidos os vetores com os insertos procedeu-se a transformacao da cepa PJ694a de

levedura.
3.11.2. Transformacao de leveduras

A cepa PJ69-4a de Saccharomyces cerevisiae foi crescida por 16h em 3 ml de
meio YPD (1% de extrato de levedura, 2% de glicose, 2% de peptona) a 30°C. O
indculo foi centrifugado &4 13000 rpm por 1 min a temperatura ambiente e o meio foi
retirado. O pellet foi ressuspenso no mistura de transformacao (240uL de PEG 50%, 36
uL cloreto de litio 1M, 50 uL de SS-DNA de esperma de salméo 2 pg/ml - Sigma). A
levedura selvagem ressuspensa no mistura de transformacéo foi incubada a 42°C por
2h e 30 min. Em seguida foi centrifugada a 13000 rpm por 1 min a temperatura
ambiente e 0 sobrenadante foi descartado. O pellet foi ressuspenso em 200 pL de agua
estéril e plagueado em meio SC +Ade (0,66% de base de nitrogénio, 2% de glicose,
1,6% de agar bacteriolégico e 0,083% de mistura de aminodcidos incluindo adenina).
Os meios foram complementados com histidina e as marcas de auxotrofia dos vetores
pOAD (contém leucina, foi plaqueado em histidina e triptofano) e pOBD (contém
triptofano, foi plaqgueado em histidina e leucina). As placas foram acondicionadas em
estufa a 30°C por 2-4 dias. Para os duplos transformantes, o0 mesmo protocolo de
transformacao foi utilizado, porém desta vez os in6culos foram crescidos em 3 ml de
meio SC+Ade liquido com o aminoacido correspondente a cada monohibrido (leucina,
pOBD ou triptofano, pOAD).
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3.11.3. Mini prepracao plasmidial de leveduras

A verificagdo da presenca dos insertos nas leveduras foi feita por PCR utilizando
DNA plasmidial extraido dos clones como molde. Para a extracdo dos plasmideos, as
colénias foram inoculadas em 2 ml de meio SC +Ade +His +Trp (com adenina, histidina
e triptofano) ou SC +Ade +His +Leu (com adenina, histidina e leucina) e crescidas por
16h 250 rpm e 30°C. ApoOs crescidos os indculos foram centrifugados a 13000rpm por
1min & temperatura ambiente. O meio foi descartado e ao pellet foi adicionado 10 pL de
liticase (5 U/ uL). Este foi incubado a 37°C por 1h a 250 rpm. Apéds incubacao foram
adicionados 20 pL de solugdo de SDS (soédio dodecil sulfato) 20% e agitou-se
vigorosamente a suspensao por 1 min. Apds agitacéo as células foram submetidas a
dois ciclos de congelamento de cerca de 30 min a 20°C intercalados de
descongelamento a temperatura ambiente por agitacdo. Ap6s a lise das células o
volume foi ajustado para 200 pL com tampéo TE pH 7 (Tris-EDTA - Sigma) e procedeu-
se a extracdo do DNA. Para tal foram adicionados 200 uL de FCIA (fenol 25%;
cloroférmio 24% e alcool isoamilico 1%). A amostra foi agitada vigorosamente por 5 min
e contrifugada a 13000 rpm por 10 min a 4°C. A parte aquosa superior foi transferida
para outro tubo onde foram adicionados 8 pL de solugdo 10 M de acetato de amédnio e
500 uL de etanol puro. As amostras foram acondicionadas a -70°C por 1h e em seguida
centrifugadas a 13000 rpm por 10 min. O sobrenadante foi descartado e o pellet seco a
temperatura ambiente. Apds seco o pellet foi ressuspendido em 20 pyL de agua milli-q
estéril. Para verificar a eficacia da extracdo o DNA extraido foi avaliado em gel de

agarose 1% e em seguida submetido ao PCR.
3.11.4. Teste de autoativacao do gene GAL1-HIS3

As colbnias transformadas da isca de interesse foram diluidas em 50 pL de agua
milli-Q estéril. Essas colbénias foram repicadas pingando-se 10 uL dessa suspensao de
células em placas de meio SC +Ade -His -Trp (com adenina e histidida, sem triptofano)
contendo concentracdes crescentes de 3-amino triazol (3AT): 0 mM, 3 mM, 5 mM e 10
mM. As placas foram crescidas a 30°C por 5 dias e as concentragdes inibitérias de 3AT

foram determinadas.
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3.11.5. Teste de autoativacao do gene reporter GAL7-LacZ

Circulos de papel de filtro com 120 mm foram recortados e dispostos em cima de
colénias transformadas da isca de interesse que foram diluidas em 50uL de agua milli-
Q estéril. Essas colbnias foram repicadas pingando-se 10 puL dessa suspensado de
células em placas de meio SC +Ade -His -Trp (com adenina, sem histidina e triptofano)
e crescidas por 5dias a 30°C. Apés entrar em contato com as col6nias crescidas o
papel de filtro foi mergulhado em nitrogénio liquido por 15 segundos e deitados sobre
placas com a face das col6nias adsorvidas para cima, até o descongelamento. Este
procedimento foi repetido duas vezes. O papel de filtro foi umedecido em placa
contendo cerca de 500 pL de tampao Z (NaH2PO4.H20 1,38%; KCL 0,0075%;
MgS047H20 0,025%; B-mercaptoetanol 0,27%; X-gal 167 mg/ml). Tomou-se o cuidado
de manter a face com as colbnias voltadas para cima. As leituras foram realizadas com
1h, 2h e 24h de incubacéo a 37°C.

3.11.6. Ensaios de interacao

Os ensaios foram conduzidos em meio SC +Ade —His —Trp —Leu (com adenina e
por isso menos restringente) e em meio SC —Ade —His —Trp —Leu (sem adenina e por
isso mais restringente). Ensaios preliminares com duplos transformantes em meio
menos estringente SC +Ade — His — Leu — Trp (com adenina e sem histidina, leucina e
triptofano). Os ensaios foram feitos diluindo-se uma colénia de cada duplo
transformante em 50uL de agua milli-g e 10 pyL dessa solugao foi pingada em placas
contendo o meio para realizagdo do ensaio. As placas foram crescidas a 30°C por 3 a
cinco dias. Os duplos transformantes crescidos foram considerados positivos para
interacao.
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4. Resultados

4.1.Expressao e purificacao dos dominios da Blh

4.1.1. Dominio ETHE1 de A. tumefaciens e X. fastidiosa

Com o objetivo de purificacdo em larga escala e cristalizacdo, as constru¢des
feitas para o dominio ETHE1 de A. tumefaciens foram truncadas na regiao C-terminal a
fim de eliminar regides preditas como desenoveladas. Essas regides foram identificadas
com auxilio da ferramenta online iPDA: Integrated Protein Disorder Analyzer
( ) que busca regibes com alto grau de
desorganizagdo na molécula (Figura 11).
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Figura 11: Resultado da andlise da sequencia do dominio ETHE1 de A. tumefaciens no
webserver iPDA : Integrated Protein Disorder Analyzer (http:/biominer.bime.ntu.edu.tw/ipda/)

ferramenta que busca prever na sequencia regides desorganizadas que venham interferir na
estabilidade da estrutura da proteina. A linha verde representa o limite de ordem da sequencia e
foi de 0,29. Regides acima do limite (rosa) representam as partes da sequencia com algum grau

de desenovelamento. A regido abaixo do limite (azul) representa a regiao enovelada.

As regides em rosa na Figura 11 correspondem as porcées desenoveladas.
Apesar de haver regides desenoveladas em ambas as extremidades da molécula,
apenas a regiao C-terminal foi truncada. Dessa forma a sequencia do dominio ETHE1
de A. tumefaciens que foi expressa em E.coli encontra-se na Figura 12.
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Por outro lado, O dominio de X. fastidiosa foi mantido inteiro, uma vez que o
objetivo era a obtencdo deste dominio para realizacdo de ensaios de atividade

enzimatica.

SAAVPHIKAFFDPRTWSVQYVVSDPATGGCAIIDPVYDFDEKSGATGTMNAD
AILDYVKRHGLSVEWILDTHPHADHF SAADYLKQKTGAKTAIGAKVTGVQKL
WQEKYNWSDFKTDGSQWDQLFEAGDRFSIGSLEARVLESPGHTLASVTYVVG
NAAFVHDTLFMPDSGTARADFPGGSAKQLWASIQDILALPDDTRLFTGHDYQ
PGGRAPKWESTVGEQTRSNPHLAGMTEEDFVRLREARDRTLPMPKLILHALQ

VNI RGGRLPEPEANGKHYLKFPLDVLEGSTH

Figura 12: Sequencia do dominio ETHE1 de A. tumefaciens. Em verde regido truncada da

sequencia. A metionina inicial veio do plasmideo utilizado.

Os testes iniciais de expressao do dominio ETHE1 de A tumefaciens e X. fastidiosa
utilizando o meio autonduzido (ZYM5052) e o meio LB, com indugcdao por IPTG,
demonstrou que o meio autoinduzido apresentou maior inducdo da proteina
recombinante (dados ndo mostrados). Por outro lado, nenhuma fracdo soluvel foi
identificada com os tampdes B-PER (Bacterial Protein Extraction Reagente - Pierce),
tampao Tris-NaCl, tamp&do MOPS ou fosfato de sédio como exemplificado na Figura 13

com o tampao Tris-NaCl.
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Figura 13: Gel SDS-PAGE 13% com os ensaios de expressao do dominio ETHE1 de X.
fastidiosa e A. tumefaciens em meio autoinduzido com lactose a 20°C, 200 rpm por 16h e
purificagdo com Tris-NaCl. Em a resultado do teste de expressao na cepa BI21pLisE (DE3) do
ETHE1 de X. fastidiosa. Em b o resultado do teste de expressdao do dominio ETHE1 de A.
tumefaciens na cepa BL21 (DE3). As setas indicam a altura da banda da proteina
recombinante. MM= Marcador molecular; FS= fracao soluvel; Fl= fragdo insoluvel; E1, 2 e 3=
Eluicdo 1, 2, 3 e 4.

Dessa forma, alternativas para obtencdo do dominio ETHE1 recombinante foram
buscadas. Nesse periodo, foi depositada no Protein Data Bank (PDB) a estrutura de
uma B-lactamse (4EFZ) semelhante ao dominio ETHE1 de X. fastidiosa. Embora este
trabalho nao tenha ainda sido publicado, observa-se os ligantes sulfato e glicerol na
estrutura de 4EFZ. A partir dessa observacao, foram adicionados ao tampao Tris-NaCl
o sulfato de amdnio e o glicerol. Esses aditivos foram suficientes para obtencédo do
dominio ETHE1, de ambas as bactérias, na forma sollvel (Figura 14). Entretanto a
forma trucada do dominio ETHE1 de A. tumefaciens apresentou maior solubilidade
(Figura 14b).
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Figura 14: Gel SDS-PAGE 13% com os ensaios de expressdao do dominio ETHE1 de X
fastidiosa e A. tumefaciens em meio autoinduzido com lactose a 20°C, 200 rpm por 16h e

purificacdo com Tris-NaCl com sulfato de aménio e glicerol. Em a resultado do teste de
expressao na cepa BI21pLisE (DE3) do ETHE1 de X. fastidiosa utilizando cromatografia por
afinidade com fluxo pela gravidade. Em b o resultado do teste de expressao do dominio ETHE1
de A. tumefaciens na cepa BL21 (DE3) realizado no AKTA™ FPLC™ (GE Healthcare) acima
encontra-se o cromatograma obtido. As setas indicam a altura da banda da proteina
recombinante. MM= Marcador molecular; FS= fragdo soluvel; Fl= fracdo insoluvel; LV=
lavagem; FT= ndo ligado a resina; E1, 2 e 3= Eluicéo 1, 2, 3 e 4.

Além dos tampdes testados, foi verificada a expressdo do dominio ETHE1 tanto de
X. fastidiosa quanto de A. tumefaciens, nas diversas cepas de E. coli testadas.
Parametros como temperatura e tempo de inducdo também foram otimizados. O
dominio ETHE1 de X. fastidiosa apresentou melhor condicdo de expressao na cepa
BL21pLysE em meio suplementado com lactose (meio ZYM5052) crescido por 16h a
20°C e agitagao constante de 200 rpm. O dominio ETHE1 de A. tumefaciens mostrou

alta solubilidade na cepa BL21(DE3) nas mesmas condicoes (Figura 14).

4.1.2. Dominio DUF442 de A. tumefaciens e X. fastidiosa

Para o dominio DUF442, foram feitos testes com os meios, cepas e condi¢cdes de
expressao dispostos na Tabela 2. Foram testados os mesmos tampdes utilizados para
o dominio ETHE1. Porém, o dominio DUF442, de ambas as bactérias, apresentou-se
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majoritariamente na fracao insoluvel (dados ndo mostrados). Contudo, a adicdo dos
estabilizadores utilizados para purificacdo do dominio ETHE1 possibilitou a obtengéao de
uma fragédo soluvel do dominio DUF442 de X. fastidiosa. O rendimento da purificagéo foi
menor que o observado para o dominio ETHE1 da mesma bactéria e a pureza também
foi inferior (Figura 15). A fragdo obtida deste dominio foi suficiente para realizagdo dos
ensaios de atividade. Da mesma forma que o dominio ETHE1 de X. fastidiosa, a melhor
condicdo de expressao da proteina foi na cepa BL21pLisk (DE3), em meio ZYM5052,
com 16h de indugéo a 20°C e agitacao constante de 200 rpm.

O dominio DUF442 de A. tumefaciens ndao apresentou-se soluvel em nenhuma
das condicdes testadas (dados nao mostrados). Optou-se assim, por prosseguir com 0s
ensaios de atividade com o DUF442 de X. fastidiosa.
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Figura 15: Gel SDS-PAGE 13% com etapas principais de purificagdo do dominio DUF442
expresso em 250 ml de meio ZYM5052 na cepa BLI12(pLysE), induzido com lactose, por 16h, a
20°C e 200 rpm. Na primeira canaleta (da esq. para dir.) foi aplicado o marcador de massa
molecular (MM); na segunda encontra-se a fracao soluvel (S); na terceira a fracao insoltvel (P);
em seguida o nao ligado a resina (FT); na quinta canaleta encontra-se a fracao da lavagem que
foi feita com 20 mM de imidazol (L) e por fim a elui¢cao realizada com 300 mM de imidazol (E). A
seta indica altura da banda do dominio DUF442 parcialmente purificada que ficou em torno do
18 kDa. MM= Marcador molecular; FS= fracao soluvel; Fl= fragado insoluvel; LV= lavagem; FT=
nao ligado a resina; E1, 2 e 3= Eluicdo 1, 2, 3 e 4.

4.1.3. Purificacao do dominio DUF442 de X. fastidiosa por precipitacao com sulfato de
amoénio

Foram buscadas alternativas para a purificagdo do dominio DUF442 de X
fastidiosa com o objetivo de aumentar a fragdo soluvel desse dominio. Foi testado o
método de purificagcdo por precipitacdo acida com glicina e sulfato de aménio, o qual
tem sido usado na purificagdo de rodanases, sem contudo interferir na atividade dessa
enzima apoés refolfing (Miller et al, 1992). Assim, foram feitas precipitacdes seriadas em
concentracdes crescentes de sulfato de amoénio em pH 4,7. A proteina foi recuperada
em maior quantidade e com maior grau de pureza que o observado utilizando o
protocolo sem precipitacao, porém a fracdo obtida ndo apresentou atividade enziméatica.
(Figura 16).
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Figura 16: Gel SDS-PAGE 13% com as etapas de purificacdo do dominio DUF442 utilizando o
protocolo de precipitacdo com sulfato de aménio em pH 4,7. MM = marcado molecular; FS =
fracao soluvel; Fl = fracao insoltvel; S1 = sobrenadante pH 4,7; P1 = precipitado pH 4,7 € 0,4 M
de sulfato de amédnio; P2 = precipitado pH 4,7 e 1,4 M de sulfato de aménio; S2 = sobrenadante
2,5 M de sulfato de aménio; P3 = precipitado 2,5 M de sulfato de aménio; Dp = precipitado da
dialise; Ds = sobrenadante da didlise. As setas indicam a altura da banda da proteina purificada

pelo protocolo.

4.1.4. Teste de expressao e purificacao na presenca de metais

A presenca de metais como ligantes ou co-fatores de ambos os dominios
proteicos foram sugeridos na literatura. A proteina ETHE1 de A. thaliana, caracterizada
como da familia de glioxilases I, liga o ion zinco. Além disso, modelagem do dominio
ETHE1 de X. fastidiosa sugere que este dominio tem um sitio de coordenacao para
ferro ou zinco (Holdorf et al, 2012; Guimaraes et al., 2011). O dominio DUF442 também
necessitaria de metal como co-fator para sua atividade enzimatica. Sabendo disso, foi
testada a influéncia de metais na solubilidade dos dominios DUF442 e ETHE1 de X.
fastidiosa, através da adicao do mistura de metais proposto por Studier (2000) ao meio

ZYM5052 para expressao dos dominios recombinantes. Alternativamente ao mistura,
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foram adicionados ferro e zinco separadamente a fim de evitar a influéncia da
competicao por sitio de ligagdo com outros metais do mistura.

A adicao de metais ao meio de cultura ndo teve qualquer influéncia na solubilidade
dos dominios da Blh. Apesar do ETHE1 ser um dominio que apresenta centro de
coordenacdo de metal, a adicdo do mistura de metais ndo fez diferenca na sua

solubilidade (dados n&o mostrados).

4.1.5. Proteina Blh de X. fastidiosa

Uma vez que a adicao de sulfato de aménio e glicerol no tampao de purificacao
aumentou de forma significativa a solubilidade dos dominios ETHE1 e DUF442,
resolveu-se testar o mesmo protocolo de purificacdo para expressao e purificacdo da
proteina Blh inteira, uma vez que a mesma so6 havia sido produzida anteriormente na
fracao insoluvel (Barbosa & Benedetti, 2007). Assim, a proteina Blh de X. fastidiosa,
expressa em meio ZYM5052, a 20°C, por 16h sob agitacao de 200 rpm, apresentou-se

na forma soluvel (Figura 17a).
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Figura 17: Gel SDS-PAGE 13% com etapas principais de purificacdo da proteina Blh inteira

expressa em 250 ml de meio ZYM5052 na cepa BLI12(pLysE), induzido com lactose, por 16h, a
20°C E 200rpm.Em a na primeira canaleta (da esq. para dir.) foi aplicado o marcador de massa

molecular (MM); na segunda encontra-se a fracao soluvel (S); na terceira a fragéao insoltvel (P);
em seguida o nao ligado a resina (FT); na quinta canaleta encontra-se a fracao da lavagem que
foi feita com 20 mM de imidazol (L) e por fim as trés eluicées realizadas com 300 mM de
imidazol (E). Em b estdo as elui¢cdes da filtracdo em gel (E). A seta indica altura da banda da

proteina parcialmente purificada que ficou em torno do 45 kDa.
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Etapa adicional de purificacdo envolvendo gelfiltracdo resultaou numa fracdo mais
pura da proteina Blh recombinante. Porém, o rendimento n&o foi satisfatério optando-se
por prosseguir 0os ensaios de atividade com a proteina purificada pela cromatografia por

afinidade apenas (Figura 17b).

4.2. Ensaio de atividade dioxigenase de enxofre

O ensaio de atividade realizado para o dominio ETHE1 evidenciou o consumo de
oxigénio pela enzima na presenca da glutationa perssulfeto (GSSH) como sugerido por
Hildebrandt e colaboradores (Figura 18). Foi verificado também que ndo ha consumo
significativo de oxigénio na auséncia do enxofre ou de GSH. Quando um destes
componentes esta ausente na reacdo, ndao ocorre a formagdo de GSSH que, segundo
Hildebrandt e colaboradores (2008), seria o substrato da enzima. Assim, este trabalho
revela pela primeira vez que, o dominio ETHE1 funciona como uma dioxigenase de
enxofre e que seu substrato € o GSSH que esta sendo formado pela unido espontanea

de GSH com o enxofre acetbnico (Figura 18).
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Figura 18: Consumo médio de oxigénio do dominio ETHE1 em relacdo ao consumo médio dos
controles testados. As curvas referem-se a média das quatro medi¢des realizadas com a
enzima e os demais substratos (vermelho) e a média dos controles testados: sem a enzima,

sem o substrato e sem o doador de enxofre GSH (preto).
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Embora tenha havido consumo de oxigénio nas amostras controle (sem enzima e
sem GSH), em média, esse consumo foi significativamente menor que aquele onde
EHTE1 e GSH estavam presentes na reagéo. A atividade enzimatica foi calculada com

base no consumo de oxigénio e foi de 1,3 uM de Oz min."'mg™* (Figura 19).
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Figura 19: Atividade da proteina ETHE1 e dos controles com base no consumo de oxigénio.
Nos controles foi identificada uma atividade residual muito inferior ao experimento com a

enzima e os substratos.

O mesmo tipo de ensaio foi realizado com o dominio ETHE1 de A. tumefaciens
que apresentou maior grau de pureza e solubilidade. Neste ensaio, foi variada a
concentragdo do enxofre (Figura 20). Pode-se perceber que ambos os dominios
ETHE1 tem atividade de dioxigenase de enxofre e a regido truncada do dominio ETHE1
de A. tumefaciens nao resultou na perda dessa atividade. Como esperado, a taxa de
consumo de oxigénio aumentou com o aumento da concentracdo de substrato (Figura
20).
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Figura 20: Curvas de consumo de oxigénio pelo dominio ETHE1 de A. tumefaciens com
diferentes concentra¢des de substrato.Ensaio realizado em oxigrafo em volume de 2ml a 25°C,
pH 7,4 com duragéo de 7min.

Como a reacao sugerida por Hildebrandt e colaboradores (2008), adotada como
hip6tese de mecanismo de acdo do dominio ETHE1, tem como produto final o sulfito,
este foi medido no meio de reacdo através de fitas detectoras de sulfito. Este ion,
resultante da reacdo de dioxogenase de enxofre, de fato se acumula no meio de
reacdo, como mostra a Figura 21.
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Figura 21: Deteccao de sulfito no meio de reacdo da ETHE1 apds 20min de reacdo.Em A
encontra-se a escala de cores e a concentragédo de sulfito correspondente. Em B estéo as fitas
do teste com a enzima e os substratos (direita) e o controle sem a enzima (esquerda).

E possivel perceber que ha uma pequena concentracdo de sulfito na amostra
controle, porém ocorre um aumento significativo do mesmo no meio com a enzima e 0s
substratos depois de 20 min de reacdo. De acordo com a escala fornecida pelo
fabricante a concentracao de sulfito foi de aproximadamente 10mg/L no controle apds
20min de ensaio sem o substrato e de cerca de 80mg/L na presenca da enzima e seus

substratos.

4.2.1. Propriedades cinéticas do dominio ETHE1 de A. tumefaciens

A partir dos resultados obtidos com o dominio ETHE1 de A. tumefaciens no
oxigrafo (Figura 22), foi feito o calculo do Km aparente para este dominio (Tabela 3). O
km do dominio ETHE1 de A. tumefaciens foi de 260 uM de enxofre, semelhante ao
encontrado para a proteina de Urechis unicinctus quando esta foi truncada em um de
seus sitios de metal considerado nao essencial para atividade (Zang et al, 2013). A
velocidade maxima observada paro o dominio ETHE1 de A. tumefaciens foi 18 uM de

enxofre. min". mg™.
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Tabela 3: Constante de Michaelis-Menten (Km) medida para o dominio ETHE1 de X. fastidiosa
comparado aos dados publicados para a dioxigenase de enxofre (SDO) de U. unicinctus

Proteina Organismo Km Referéncia
ETHE1 A. tumefaciens 260 uM -

SDO del 1 Urechis unicinctus 82 uM Zang et al, 2013
SDO wt Urechis unicinctus 218,9 uM Zang et al, 2013

SDO = dioxigenase de enxofre; SDO wt = dioxigenase de enxofre selvagem
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Figura 22: Grafico da atividade dioxigenase de enxofre do dominio ETHE1 de A. tumefaciens em fungédo da
concentragdo de substrato. O grafico evidencia o comportamento Michaeliano da reagéo.

4.3. Ensaio de atividade sulfotransferase

O ensaio da rodanase do dominio DUF442 de X. fastidiosa demonstrou que ocorre
a transferéncia do enxofre do tiossulfato para o cianeto com formacgéao de tiocianato e
sulfito como descrito por Sorbo (1955) (Figura 23)
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Figura 23: Tiocianato formado em milimolar por minuto pelo dominio DUF442 (rodanase)
medido pela absorbancia a 460 nm.Ensaio com 25 pug de proteina parcialmente purificada a
25°C.

A atividade da rodanase medida foi de 1,8 mM de tiocianato min™ mg™ a 25°C,
maior que aquela mensurada no ensaio para a dioxigenase de enxofre (dominio
ETHE1). Os resultados dos ensaios de atividade demonstram que a atividade em cada
um dos dominios ocorre independente da presenga do dominio complementar

N&o foi possivel estimar a quantidade sulfito produzido na reacdo mediada pelo
dominio DUF442 usando-se as fitas indicadoras, uma vez que o produto final do ensaio

e tem coloragéo alaranjada semelhante a reacéo da fita de sulfito.
4.3.1. Propriedades cinéticas do dominio DUF442 de X. fastidiosa

O calculo do Km aparente para o tiossulfato mostrou que o dominio DUF442
apresenta um Km de 6,1 mM de tiossulfato (Figura 24). Esse valor corresponde aos
valores encontrados para a proteina sulfotrasferase ou rodanase cujos dados de
catdlise encontra-se depositados no BRENDA enzyme data base (Tabela 4).

As fragbes da proteina Blh recombinante inteira que foram submetidas ao ensaio
para sulfotranferase apresentaram um valor de Km menor que aquele observado para o
dominio DUF442 e um Km menor em relacéo a E. coli e ao DUF442 separado (Tabela
4). A velocidade maxima observada para o dominio DUF442 foi de 2,24 mM de
tiocianato. min™". mg™ e para a Blh inteira foi de 8,1 mM de tiocianato. min. mg™
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Tabela 4: Valores de Km para o tiossulfato da proteina rodanase de X. fastidiosa e de bactérias

depositadas no baco de dados BRENDA Enzymes

Proteina Organismo Km Referéncia
Duf442 X. fastidiosa 6,1 mM -
Blh X. fastidiosa 2,6 mM -

GIpE E. coli 78 mM Ray et al, 2000
PspE E. coli 4,6 mM Adams et al, 2002
Pa RhdA Pseudomonas aeruginosa 1 mM Cipollone et al, 2004
b

A 2 2.0-
. $

-t IV S 2 15 0
2 2
T 1.5 Q
< <
g g 1.0"

1.04
g 3
W .5 u 0.5

0-0 T T 1 0-0 T T T 1

0 200 400 600 0 50 100 150
[Substrate] [Substrate]

Figura 24: Em a, gréafico de atividade sulfotransferase em funcao da concentragao do substrato
do dominio DUF442 de X. fastidiosa. Em b, atividade sulfotransferase em funcdo da
concentracdo do substrato da proteina Blh inteira. Ambos correspondem a reagdes Michaeliana.

4.3.2. Ensaio de atividade sulfotransferase para o DUF442 de X. fastidiosa na presenca de

metais

Sabendo-se que o dominio DUF442 é uma rodanase e esta necessita de metal

para catdlise, testes de atividade na presenga de metais foram realizados. Volini e
colaboradores (1978) testaram a influencia dos metais na catalise da rodanase. Alguns

dos metais utilizados por eles foram testados em ensaios com o dominio DUF442 de X.
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fastidiosa. Duas condicbes foram avaliadas, uma onde o meio foi saturado com o metal
e a outra onde a proporcao de metal e proteina é equivalente.

O teste na condicdo de saturacdo de metais indicou um aumento de atividade
provocado pelo cobalto enquanto todos os outros metais parecem influenciar a

atividade rodanase de forma negativa (Figura 25).
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Figura 25: Efeito de metais na atividade rodanase da proteina Blh de X. fastidiosa.Em a ensaio
com 2 uM do dominio DUF442 na presenga de 250 uM de cada metal. Em b ensaio com 5 uM
do DUF442 na presenga de 5 uM de cada metal. Smt= sem metal; Co= cobalto; Zn= zinco; Fe =

ferro; Mg = magnésio; EDTA = quelante EDTA; Cu= cobre.

Quando a concetracao de metais foi de 1:1 em relacdo a proteina nao houve
variacao significativa da atividade. Nesse teste o EDTA foi utilizado na tentativa de inibir
a enzima pela perda do metal, porém este ndo se mostrou um bom quelante (Figura
25).

4.4. Modelagem do dominio ETHE1 de X. fastidiosa

A modelagem do dominio ETHE1 com base na nova estrutura de uma beta-
lactamase de Burkholderia pseudomallei (4EFZ) (Figura 26a) ndo apresentou grandes
discrepancias em relacdo ao modelo anterior obtido com base na proteina de A.
thaliana (Figura 26b). A estrutura de B. pseudomallei apresenta maior identidade com a
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os dominios ETHE1 de X. fastidiosa e de A. tumefaciens do que a ETHE1-like de A.
thaliana. Contudo, a diferenga mais significativa observada entre os dois modelos esta
justamente numa regiao desorganizada C-terminal que forma alcas na estrutura. Esta
alca pode estar envolvida na estabilidade da proteina ou ainda apresentar alguma

mobilidade que venha interferir na sua conformacgao durante a catalise.

Figura 26: Modelagem computacional por homologia do dominio ETHE1 de Xylella fastidiosa
utilizando a ferramenta webserver HHpred. Em a o modelo obtido por homologia com utilizando
a estrutura de Burkholderia pseudomallei como molde. Em b o alinhamento dos modelos
gerados utilizando a proteina de A. thalina como molde (vermelho) e 0 modelo com base na
4EFZ de Burkholderia pseudomallei. As setas indicam a o mismacth entre as estruturas que

corresponde as algas na regiao C-terminal.

4.5. Ensaio de fluorescéncia de raios-x para identificacao de metais ligantes
do dominio ETHE1 de A. tumefaciens

Os espectros de fluorescéncia identificaram que o metal ligante na estrutura do
dominio ETHE1 de A. tumefaciens é o ferro (Figura 27). Ainda ndo é sabida a valéncia
desse metal ligado & estrutura da proteina, nem qual seria a funcao catalitica do
mesmo. A presenca de ferro no dominio ETHE1 é bastante interessante, pois o ferro é
conhecido por se ligar ao oxigénio em sitios ativos de enzimas para realizagdo de
atividades de oxidoreducéo.

Outros dois picos foram identificados no espectro contendo a proteina e que nao
aparecem nos controles. Embora as dioxigenases de enxofre sejam descritas como
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contendo dois sitios de metal (Zhang et al, 2013), um desses picos era esperado
corresponder ao niquel, metal que compde a coluna de afinidade utilizada na
purificagdo. Assim, alguma fracdo de niquel era esperada, e como nem o tampao nem a
BSA haviam passado pelo processo de purificagdo, os controles ndo apresentaram
esse pico. O outro pico corresponde ao ouro; este deve ter sido algum tipo de
contaminacao da placa de silica utilizada para evaporacao da amostra, uma vez que

ouro ndo é um metal comum em proteinas.
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Figura 27: Ensaio de fluorescéncia de raios-x evidenciando o metal ligado a estrutura do
dominio ETHE1 de A. tumefaciens. Foram utiluzados como controle a proteina albumina bovina
sérica (BSA) no tampao de lise e o tampao (Buffer). Em achurado o pico diferencial
correspondente ao ferro. As setas indicam os picos de niquel e ouro encontrado apenas na

amostra.
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4.6. Predicoes de interacao proteina-proteina envolvendo a proteina Blh de
X. fastidiosa

O ensaio in silico para busca de parceiros de interacdo mostrou haver interacao
entre Blh e todas as demais proteinas do operon (Figura 28). Porém, a interacdo mais
forte predita foi entre as proteinas XF_0765 E XF_0766 que correspondem as proteinas
de membrana MP2 e MP3 do operon respectivamente. Essa predicdo forneceu uma
indicacao de que estas proteinas devem estar muito proximas entre si dentro da célula

para desempenhar a fungcédo do operon e que poderiam interagir fisicamente.

Figura 28: Resultado do STRING utilizando a Blh de X. fastidiosa como modelo e restringindo

os resultados para o grau de confidencia acima de 700.

4.7. Confirmacao das interacoes preditas pelo STRING

Com o objetivo de identificar tais interacdes preditas pela ferramenta online
STRING, 14 clones com as sequencias dos dominios da BLH, BigR, MP1, MP2 e MP3
de X. fastidiosa nos vetores pOBD ou pOAD foram obtidos para a realizacdo de ensaios

de duplo hibrido em leveduras (Tabela 5).
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Tabela 5: Duplos transformantes obtidos dentre as proteinas do operon bigR de X. fastidiosa
representados nos quadros cheios

pOAD
BigR ETHE1 DUFF442 MP1 MP2 MP3
pOBD

BigR

ETHE1

DUFF442

MP1

mpP2

MP3

4.7.1. Teste de autoativacao do gene GAL1-HIS3

E possivel perceber que ndo houve crescimento significativo das col6nias na
auséncia do 3AT no ensaio sem histidina. Nos ensaios com 5 e 10mM de 3AT néo
houve crescimento de leveduras. Os clones testados ndo mostraram ativacdo do gene
HIS3 na auséncia nem na presenca de 3AT que viesse comprometer o ensaio em

leveduras (Figura 29).
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Figura 29: Placas com os clones das iscas (pOBD) de interesse resultantes dos teste de
autoativacao do gene HIS3 ap6s 5 dias de crescimento a 30°C.Em a cepas crescidas em meio
com histidina de onde foram repicadas para o ensaio. Em b, cepas crescidas sem histidina e 0

mM de 3AT. Em c, cepas crescidas na presenca de 3mM de 3AT.
4.7.2. Ensaio de interacao

Como pode ser visto na Figura 30, os ensaios de duplo hibrido de levedura
corroboram as predices feitas in silico. Em particular, foram confirmadas as interacoes
entre as proteinas MP2 e MP3 nos duplo-reciprocos (Figura 30).

pOBD - iscas
BR XD XE 64 65 66
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Figura 30: Ensaio de duplo hibrido de levedura em meio SC +Ade —His com leveduras
crescidas a 30°C por 4 dias. Houve interacdo nas coldnias crescidas. BR = BigR; XD =
XFDUF442; XE = XFETHET1; 64= MP1; 65= MP2; 66=MP3; ¢ = plasmidio vazio.
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Além dessas, foram observadas interacdes entre BigR e BigR, BigR e DUF442,
ETHE1 e MP3, MP1 e MP2, e MP2 e MP2. Esses dados sugerem portanto que as

atividades de regulacao do operon e producao e secrecao de sulfito estdo interligadas.

5. Discussao

5.1. Expressao e Purificacao dos dominios ETHE1 e DUF442 de X.
fastidiosa e A. tumefaciens

Os dominios ETHE1 de X. fastidiosa e A. tumefaciens mostraram-se insoluveis
nas condic¢oes iniciais testadas e o sulfato de aménio e glicerol foram essenciais para
solubilizacao desses dominios. O ion sulfato € citado na literatura como estabilizador
estrutural de proteinas de bactéria envolvidas no metabolismo de enxofre cujas
estruturas foram resolvidas apenas na presencga deste ion no sitio ativo (Sekowska et
al, 2000 ).

Os estabilizadores utilizados para o dominio ETHE1 X. fastidiosa e A tumefaciens
foram escolhidos com base na alta identidade entre a proteina depositada no PDB
(4EFZ) pertencente a bactéria B. pseudomallei que encontra-se anotada como [3-
lactamase e é dimérica. Embora os tampdes utilizados ETHE1 humana e das ETHE1
de A. thaliana nao continham nenhum dos compostos estabilizadores utilizados neste
trabalho (Holdorf et al, 2012; Tiranti et al, 2009). A diferenca nos parametros de
estabilizacdo dessas proteinas pode ser devido a origem das mesmas uma vez que
ambas sao proteinas de eucariotos, enquanto que o dimero de B. pseudomallei é uma
proteina de bactéria e apresenta maior identidade com a ETHE1 de X. fastidiosa. A
anotagdo como B-lactamase desse dimero deve ser devido a analise de sequencia,
semelhante ao que ocorre com o dominio ETHE1 da Blh.

Dentre as temperaturas testadas que variaram de 37 a 18°C a temperatura de
20°C mostrou-se melhor producao da proteina soluvel. Somado a isso, o fato de os
dominios DUF442 e ETHE1 de X. fastidiosa serem expressos na forma soluvel em cepa
prépria para proteinas tdxicas ressalta a possivel toxicidade da Blh quando expressa
em altos niveis. O operon bigR é fortemente reprimido dentro da célula necessitando de
condicOes especiais de pH e estado redox para ser ativado, o que pode ser devido a
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toxicidade desse operon em condi¢gdes normais de metabolismo (Barbosa e Benedetti,
2007).

O dominio DUF442 é estruturalmente semelhante as sulfotransferases ou
rodanases. Partindo-se disso, foram testados métodos de purificacao descritos para
rodanases, porém este dominio apresentou-se insoluvel. Dessa forma, testou-se o
mesmo método utilizado para o dominio ETHE1, o qual, apesar de melhorar os niveis
de DUF442 nao apresentou uma fracao significativa de proteina soluvel.

Protocolos envolvendo refolding sao citados na literatura. O protocolo utilizado
aqui envolve a diminuigéo do pH e refolding por didlise. Segundo os autores do método,
a atividade rodanase apOs o refolding é igual ou maior a observada antes do
procedimento (Miller et al., 1992). A perda da atividade observada na fracdo obtida do
DUF442 apés a didlise deve-se provavelmente ao mau dobramento apés o refolding. O
enovelamento errado pode ter afetado as cisteinas do sitio ativo que precisam
necessariamente estar livres para serem funcionais (Guang-Xiang & Horowitz, 1993).

Ao tentar purificar a proteina Blh inteira percebeu-se um alto grau de insolubilidade
semelhante ao que ocorre com o dominio DUF442. Assim, a baixa solubilidade da
proteina inteira pode estar relacionada ao dominio DUF442 podendo esta ser a causa
da dificuldade em se purificar a proteina Blh inteira.

Os testes com metais no meio de expressao dos dominios da Blh ndo exerceram
nenhuma influéncia na solubilidade dos mesmos. Assim, acredita-se que o metal
contido no préprio meio de cultura foi suficiente para o enovelamento correto das

proteinas.

5.2. Atividade de dioxigenase de enxofre do dominio ETHE1

A hipoétese inicial de que a Blh apresentava atividade de dioxigenase de enxofre e
que essa reacao era responsavel pela funcao de detoxificagcdo de gas sulfidrico pelo
operon bigR foi sugerida por Guimaraes e colaboradores (2011) com base na reagao
descrita por Hildebrandt e colaboradores (2008). Nessa reagdao, GSSH formado pela
complexacao espontanea de sulfeto de hidrogénio (SH) com GSH seria o substrato da
dioxigenase de enxofre. Ao se realizar os ensaios de atividade com o dominio ETHE1
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de X. fastidiosa e A. tumefaciens pode-se verificar que de fato o GSSH é o substrato

desse dominio.

5.3. Propriedades cinéticas da proteina Blh

Uma vez que o km estimado para o dominio ETHE1 de A. tumefaciens foi mais
préximo daquele da proteina de U. unicinctus na sua forma truncada, faz-se necessario
realizar o mesmo ensaio com a proteina Blh inteira, a fim de verificar se a afinidade pelo
substrato varia com a presenca do dominio adjacente DUF442. Sabe-se também que a
valéncia do ferro influencia a atividade observada da enzima e que as condi¢cbes de
ensaio ou purificacdo da proteina podem ter afetado essa propriedade (Zang et al,
2013).

O Km calculado para o dominio DUF442 de X. fastidiosa e para proteina Blh
inteira variaram (Tabela 4). Esse resultado evidencia que a proteina inteira tem maior
afinidade pelo substrato que o dominio isolado. Porém, é necessario um maior grau de
pureza para determinar se essa diferenca nao esta relacionada apenas a diferenca das

proporgdes de proteina recombinante em relagdo aos contaminantes.

5.4. A funcao de detoxificacao de gas sulfidrico do operon bigR é
dependente da producao e transporte de sulfito

Ambas as reacdes enzimaticas catalizadas pelos dominios ETHE1 e DUF442 da
proteina Blh produzem sulfito e ocorrem mesmo na auséncia do dominio adjacente, o
qgue sugere que apesar de comporem a mesma proteina as atividades sulfotransferase
e dioxigenase de enxofre parecem independentes. Assim, esse pode ser um ponto de
convergéncia para os mecanismos de detoxificacdo de gas sulfidrico realizado pelo
operon. Essa hip6tese esta de acordo com o fato de o operon codificar uma proteina de
membrana (MP3) com provavel fungdo de transportador de sulfito por conter um
dominio TauE. Além disso, o sulfito se acumula no meio de cultura quando operon esta
ativado (Guimardes & Benedetti, 2011). Em eucariotos e em bactérias aciddfilas, as
atividades dioxigenase de enxofre e rodanase sdo complementares, realizando assim
uma reagao em cadeia para detoxificagao de enxofre, e possuem substratos e produtos
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diferentes. Nesses casos, o sulfito € um intermediario entre as reacbes de uma e da
outra enzima (Hildebrandt & Grieshaber, 2008; Remelli et al, 2012).

5.5. Influéncia de metais na atividade de rodanase

Estudos sobre os efeitos dos metais na atividade de rodanases mostraram que a
concentragdo de metal € importante para a atividade enzimatica e que a ligagdo do
metal a enzima é inespecifica uma vez que os metais zinco, cobre, magnésio, célcio
platina, entre outros, tem acdo na atividade desta enzima. Estudos cinéticos com
rodanase de figado bovino mostraram que os complexos de cianeto-metal ligam-se
muito fortemente a enzima, atuando como inibidores eficazes (Volini et al, 1978).

Volini e colaboradores (1978) estudando a influéncia do metal na atividade
enzimatica da rodanase verificaram que os metais se ligam de maneira estequiométrica
a proteina numa proporcéo de 1 ion de metal para cada 18,5kDa da enzima. Assim, ha
uma concentracdo de metal capaz de ligar a proteina e deve ser mantida na solugéo
para que este tenha agdo sobre a mesma. Concentragdes muito abaixo dessa
quantidade estequiométrica ndo tem agao sobre a atividade da proteina (Volini, 1978).
Por outro lado, em condicao de saturagdo, os metais podem ter precipitado a proteina
fazendo, portanto, que a mesma perdesse sua funcdo. O zinco apresentou um efeito
mais drastico na atividade nessa mesma condic¢ao (Volini, 1978).

O magnésio e o calcio tem agao positiva na atividade enzimatica enquanto que o
zinco e outros metais de transicdo como ferro, niquel, cobre e cobalto atuam inibindo a
funcdo rodanase (Volini et al, 1978). Esses resultados corroboram com os encontrados
para o DUF442 na situacdo de saturacao exceto pela agdo do cobalto que teve acéo
positiva na atividade da enzima e do magnésio que apresentou agao negativa.

Estruturas atbmicas de rodanases depositadas no PDB mostram o zinco como
metal ligante do sitio ativo da enzima. Aléem deste, metais complexados a cianeto, como
ouro, platina e niquel podem ligar-se ao cianeto e interferir na atividade enzimatica (Lijk
et al., 1983). O ferro, que sabidamente pode ligar na estrutura da rodanase e funcionar
como aceptor de elétrons do enxofre, ndo provocou diferenga significativa na atividade
da enzima (Volini et al, 1977).
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5.6. O dominio ETHE1 de A. tumefaciens liga ferro em sua estrutura

Os ensaios de fluorescéncia de raios-x evidenciaram que o ferro é o metal ligante
na estrutura do dominio ETHE1 de A. tumefaciens, confirmando as hipo6teses iniciais
propostas por Guimaraes colaboradores (2011) que sugerem este ion como ligante na
estrutura do dominio ETHET.

5.7. As proteina do operon bigR interagem entre si para desempenhar a

funcao de detoxificacao de gas sulfidrico

As interacdes proteina-proteina, envolvendo as proteinas do operon bigR, preditas
na analise in silico, puderam ser confirmadas pelo duplo hibrido de leveduras. O fato de
BigR interagir com ela mesma é um indicativo de que o duplo hibrido funcionou bem,
visto que BigR é um dimero em solugcédo (Guimaraes et al, 2011). A interacédo entre BigR
e DUF442 é de especial interesse, uma vez que nao se sabe ainda como BigR é
regulado.

Sabe-se, contudo que BigR precisa ser oxidado para desligar-se do DNA,
entretanto, o sinal molecular para que isso ocorra nao é conhecido.

Quanto ao dominio ETHE1, este interagiu com uma das proteinas de membrana
(MP3), que compde o possivel transportador de sulfito. Considerando que MP1 e MP2
interagiram entre si, e que MP2 interagiu com MP3, foi proposto um modelo onde as
proteinas de membrana estariam formando um complexo para transporte de sulfito,
associado a proteina Blh (Figura 31).

Estudos da via de detoxificacdo de gas sulfidrico em mitocondria mostraram que
as proteinas que a compde estao préximas entre si e da membrana mitocondrial. Por
ser uma via de detoxificacdo que visa a protecao da cadeia transportadora de elétrons,
esta via estd ndo apenas préxima a cadeia transportadora como utiliza uma quinona
redutase da cadeia transportadora como doadora de enxofre (Rohwerdert & Sand,
2003). Essa via em mitocdndria e em bactérias acidéfilas produz forga préton motriz
para a fosforilacao oxidativa (Rohwerdert & Sand, 2003).
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Diante disso, e com os dados obtidos por duplo hibrido, acredita-se que em X.
fastidiosa e A. tumefaciens pode ocorrer algo parecido. As proteinas de membrana
estariam formando um complexo transportador de sulfito que interage com a por¢ao
ETHE1 da Blh e todas as proteinas estariam préximas a cadeia transportadora de
elétrons (Figura 31).

’
GSh! GSSH = GSH + HS"

O,+H+! H,0
. A

Figura 31: Modelo de interacao entre as proteinas do operon bigR com base no resultado do
duplo hibrido de levedura. Mostrando a producao e secregao do sulfito produzido pelo complexo
de proteinas.

Todas as interagbes proteina-proteina observadas no duplo hibrido sdo em meio
de cultura menos restringente, o que indica serem interacdes fracas. Isso sugere que a
interacdo nao é continua na membrana uma vez que as proteinas MP2 e MP3 nao sao
integrais e podem flutuar na camada de lipidios de acordo com modificacdes elétricas
da membrana. A interacdo com o ETHE1 pode inclusive ser o sinal para unidao das
proteinas e formagao do canal, como acontece com vias de sinalizagao celular. Dessa
forma, as interagdes existem, mas sao fracas permitindo essa plasticidade entre as
proteinas que precisam ser ativadas para se unirem. Essa pode ser mais uma forma de
regulacdo do operon, reforcando o que ja foi dito a respeito da regulacdo genica do

mesmo. O opeon bigR encontra-se fortemente reprimido e precisa de condi¢cdes bem
76



especificas de pH, potencial redox e concentracdo de oxigénio para ser ativado
(Guimaraes et al., 2011).

Assim, o operon bigR atua na detoxificacdo do gas sulfidrico pela acao de duas
atividades enzimaticas principais que sdo as atividades de rodanase e dioxigenase de
enxofre, ambas produzindo sulfito. Este sulfito € exportado da célula e pode estar sendo
eliminado através de um complexo protéico de membrana formado pelas proteinas
MP1, MP2 e MP3. Ainda, ndo é possivel saber quem ativa o operon, mas o dominio

DUF442 da proteina Blh pode estar ligado a esse processo.

6. Conclusoes

e Os dominios ETHE1 de X. fastidiosa e A. tumefaciens recombinantes sao
passiveis de purificacdo na forma soluvel e funcional. O dominio DUF442
recombinente de ambas as bactérias mostrou-se bastante insoluvel e pode ser a
causa da dificuldade em se obter a proteina Blh inteira na forma soluvel.

e O dominio ETHE1 é uma dioxigenase de enxofre que converte GSSH, oxigénio e
agua em sulfito.

e O dominio DUF442 tem funcao sulfotransferase ou rodanase por ser capaz de
transferir o enxofre do tiossulfato ao cianeto formando sulfito e tiocianato.

e As proteinas do operon interagem entre si para formar um complexo na

membrana responsavel pela preducao e transporte do sulfito produzido pela Blih.

7. Perspectivas

Resolver a estrutura do dominio ETHE1 de A. tumefaciens e entender em nivel
atdmico qual o mecanismo de catalise envolvido na conversdo de GSSH a sulfito, como
também estudar o papel do ferro nessa reagdo de oxidagcdo do enxofre. Resolver a
estrutura do complexo envolvendo a proteina MP1, MP2 e MP3 uma vez que nao se

conhece a estrutura ou mecanismo de transporte dessas proteinas. Estudar se ha e
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qual seria a relagdo do sulfito secretado com os sintomas provocados pela X. fastidiosa
nas plantas, uma vez que este é sabidamente toxico. Entender como o operon bigR é
ativado pela oxidagéo de suas cisteinas e como o dominio DUF442 estaria envolvido
nesse processo. Buscar inibidores para Blh e consequentemente inibir a fungéo
detoxificadora deste operon impedindo e crescimento bacteriano.

8. Referéncias Bibliograficas

ALONSO, A.; SASIN, J.; BOTTINI, N. et al. Protein Tyrosine Phosphatases Review in
the Human Genome. Cell. v. 117. p. 699-71.2004

BALAN, A.; SANTACRUZ, C. P.; MOUTRAN, A.; FERREIRA, R. C.; MEDRANO, F. J,;
PEREZ, C. A.; RAMOS, C. H.; FERREIRA, L. C. The molybdate-binding protein
(ModA) of the plant pathogen Xanthomonas axonopodis pv. citri. Protein
Expression and Purification. vol. 50. p. 215-222. 2006

BARBOSA, R. L., BENEDETTI, C. E. BigR, a Transcriptional Repressor from Plant-
Associated Bacteria, Regulates an Operon Implicated in Biofilm Growth. Journal
of Bacteriology, v.189, n.17. p. 6185-6194. 2007.

CHATTERJEE, S.; NEWMAN, K. L.; LINDOW, S. E. Cell-to-Cell Signaling in Xylella
fastidiosa Suppresses Movement and Xylem Vessel Colonization in Grape. MPMI.
v.21, n.10. p. 1309-1315. 2008a.

CHATTERJEE, S.; ALMEIDA, R. P. P.; LINDOW, S. LIVING IN TWOWORLDS: The
Plant and Insect Lifestyles of Xylella fastidiosa. Annual Review Phytopathology,
v.46. p. 243-271. 2008b.

CLARK, J.B. Eletrochemical assays: the oxygen electrode. In: EISENTHAL, R. &
DANSON, M. J. (Ed). Enzyme Assays. Segunda Edicao. P. 141-148. 2009

DAVIS, M. J.; PURCELL, A. H.; THOMSO, S. V. Pierce's Disease of Grapevines:
Isolation of the Causal Bacterium. Science. vol. 199, n. 6. p. 75-77. 1978

78



FUNDECITRUS: Fundacdo de Defesa da  Citricultura.  Acesso: <
> Acessado em janeiro de 2014.

GUANG-XIANG, L. & HOROWITZ, P. M. The sulfurtransferase activity and structure of
Rhodanese are affected by site-directed replacemento Arg-186 or Lys-249. V.269,
n 11. p. 8220-8225. 1994

GUIMARAES, B. G.; BARBOSA1, R. L.; SOPRANO, A. S.; CAMPOS, B. M.; SOUZA, T.
A.; TONOLI C. C. C.; LEME, A. F. P.; MURAKAMI, M. T.; BENEDETTI, C. E. Plant
Pathogenic Bacteria Utilize Biofilm Growth-associated Repressor (BigR), a Novel
Winged-helix Redox Switch, to Control Hydrogen Sulfide Detoxification under
Hypoxia. Journal of Biological Chemistry, v.286, n. 29. p. 26148-26157. 2011

HILL, B. L.; PURCELL, A. H. Populations of Xylella fastidiosa in Plants Required for
Transmission by an Efficient Vector. Phytopathology, v. 87, n. 12. p. 1197-1201.
1997

HILDEBRANDT, T. M.; GRIESHABER, M. K. Three enzymatic ctivities catalyze the
oxidation of sulfide to thiosulfate in mammalian and invertebrate mitochondria.
FEBS J. 275: 3352-3361, 2008.

HOLDORF, M.M.; OWEN, H.A.; LIEBER, S.R.; YUAN, L.; ADAMS, N.; DABNEY-
SMITH, C.; MAKAROFF, C.A. Arabidopsis ETHE1 encodes a sulfur dioxygenase
that is essential for embryo and endosperm development. Plant Physiology. vol
160. p. 226-36. 2012

HOPKINS, D. L. Diseases Caused by Leafhopper-Borne, Rickettsia-Like Bacteria.
Annual Review Phylopalhology. vol. 17. p. 277-294.1977

HOPKINS, D. L. Xylella Fastidiosa: Xylem-Limited Bacterial Pathogen of Plants. Annual
Review Phytopathology, v.27. p.271-90. 1989.

79


http://www.fundecitrus.com.br/

HOPKINS, D. L.; MORTENSEN, J. A. Suppression of Pierce's disease symptoms by
tetracycline antibiotics. Journal Plant Disease Reporter. vol 55, n7. p. 610-612.
1971

HOPKINS, D. L.; PURCELL, A. H. Xylella fastidiosa: Cause of Perce’s Disease of
Grapevine and Other Emergent Diseases. Plant Disease. vol. 86 n.10. p. 1056-
1066. 2002

KRISHNA, S. S.; TAUTZ, L.; XU, Q. et al. Cristal structure of NMA 1982 from Neisseria
meningitides at 1.5A resolution provides a structural scaffold for nonclassical,

eukaryotic-like phosphatases. Proteins — Structure Note. 2007

KUHN, G. B.Mal de Pierce” - doenca bacteriana da videira de importancia
quarentendria para o Brasil. Artigo de midia disponibilizado no site da
Embrapa Uva e Vinho. Disponivel em:
<http://www.cnpuv.embrapa.br/publica/artigos>. Acesso em: 11 de Julho de 2011

LEE, R. F., DERRICK, K. S., BERETTA, M. J. G., CHAGAS, C. M.; ROSETTI, V. Citrus
variegated chlorosis: a new destructive disease of citrus in Brasil. Citrus Industry,
v.72,n.10, p. 12-15, 1991.

REMELLI, W.; GUERRIERI, N.; KLODMANN, J.;PAPENBROCK, J.; PAGANI, S;
FORLANI, F. Involvement of the Azotobacter vinelandii Rhodanese- Like Protein
RhdA in the glutathione regeneration Pathway. Plos One. v 7. p. 1-9. 2012

ROHWERDERT, T.; SAND, W. The sulfane sulfur of persulfides is the actual substrate
of the sulfur-oxidizing enzymes from Acidithiobacilos and Acidiphilum spp.
Microbiology. v 149. p. 1699-1709. 2003

SAIDU, Y. Physicochemical Features Of Rhodanese: A Review. African Journal Of
Biotechnology. vol. 3. p. 370-374. 2004

80



SEKOWSKA, A.; HSIANG-FU, K.; DAUCHIN, A. Sulfur metabolism in Escherichia coli
and related bacteria: facts and fiction. Journal of Molecular Microbiology and
Biotechnology. v. 2. p. 145-177. 2000

SHERALD, J. L. Bacterial Leaf Scorch of Landscape Trees: What We Know and What
We Do Not Know. Arboriculture & Urban Forestry. Vol 33, n 6. p.376-385. 2007

SIMPSON, A. J. G.; REINACH, F. C.; ARRUDA, P. et al. The genome sequence of the
plant pathogen Xylella fastidiosa. Nature, v. 406. p.151-157. 2000

SOLE, V. A.; PAPILLON, E.; COTTE, M.; WALTER, P.; SUSINI, J. A multiplatformcode
for the analysis of energy-dispersive x-ray fluorescence spectra. Spectrochim
Acta Part B At Spectrosc. vol. 62: p. 63—68.2007

STEIN, A.; BAILEY S. M. Redox biology of hydrogen sulfide: Implications for physiology,
pathophysiology, and pharmacology. Redox Biology. Vol. 1. n.1.p. 32-39. 2013

STUDIER, F. W. Protein production by auto-induction in high-desity shaking cultures.
Proteins Expression & Purification. v.41. p. 207-234. 2005

TARBAH, F.; GOODMAN, R. N. Systemic Spreade of Agrobacterium tumefaciens
Biovar3 in the vascular sistems of grapes. Physiology and Biochemistry, v.77,
n.6. p. 915-920. 1987

TIRANTI, V.; VISCOMI, C.; HILDEBRANDT, T.; DI MEO, |.; MINERI, R.; TIVERON, C.;
LEVITT, M. D.; PRELLE, A.; FAGIOLARI, G.; RIMOLDI, M.; ZEVIANI, M. Loss of
ETHE1, a mitochondrial dioxygenase, causes fatal sulfide toxicity in ethylmalonic
encephalopathy. Nat Med. V.15, n. 2. p. 200-205. 2009

ZHANG, L.; LIU, X.; LIU, J.; ZHANG, Z. Characteristics and Function of Sulfur
Dioxygenase in Echiuran Worm Urechis unicinctus. PLoS One. Vol. 8, n.21. p.
e81885. 2013

81



82



Anexos

DECLARAGAO

Declaro para os devidos fins que o conteldo de minha dissertagcdo de Mestrado/tese de Doutorado
intitulada EXPRESSAO PURIFICACAO E ENSAIO DE ATIVIDADE DOS DOMINIOS DUF442 E
ETHE1 DA PROTEINA BLH DE Xylella fastidiosa E Agrobacterium tumefaciens

( ) nao se enquadra no § 3° do Artigo 1° da Informacao CCPG 01/08, referente a bioética e
biosseguranca.

Tem autorizacao da(s) seguinte(s) Comissao(des):

( »<) CIBio — Comisséao Interna de Biossegurancga , projeto No. , Instituicao:
Laona ks 0 poconal ole  ROc Pncics

( ) CEUA — Comissao de Etica no Uso de Animais , projeto No. , Instituicao:

( ) CEP - Comisséo de Etica em Pesquisa, protocolo No. , Instituicao:

* Caso a Comiss&do seja externa ao IB/UNICAMP, anexar o comprovante de autorizagdo
dada ao trabalho. Se a autorizagdo né&o tiver sido dada diretamente ao trabalho de tese
ou dissertagdo, devera ser anexado também um comprovante do vinculo do trabalho do
aluno com o que constar no documento de autorizag&o apresentado.

Aluno: (nome completo )

Lot B e 20

Orientador: (nome completo)

'\hx(x)cvwa Pbuzio Varina deo botna

Para uso da Comissao ou Comité pertinente:

(Ox) Deferido () Indeferido el ([‘
(\/:)(JL.UC, ERYP (\QQDC.AQ)

SIS Prof. Dr. MARCELO LANCELLOTTI
P nte da Comissao Interna de Biosseguranca

Instituto de Bialogia - UNICAMP
Para uso da Comissao ou Comité pertinente: og!

( ) Deferido ( ) Indeferido

Carimbo e assinatura

83



— W P § W

Formulirio de encaminhamento de projetos de pesquisa para analise pela CIBio - Comissio Interna de
Biosseguran¢a da ABTLuS — Associa¢ao Brasileira de Tecnologia de Luz Sincrotron

Titulo do projeto: “Clonagem, purificagdo, cristalizacdo e analise da atividade dos dominios
ETHE1 e DUF442 da proteina BLH de Xylella fastidiosa e Agrobacterium tumefaciens”
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apresentam um operon denominado “bigR™ necessario para a detoxificagao de gas sulfidrico. um
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caso do tecido vascular das plantas. Embora muito se saiba sobre a regulagao trancricional dos genes do
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