UNIVERSIDADE ESTADUAL DE CAMPINAS

SECRETARIA
DE

POS-GRADUAGAD

LB.

Anita Paula Testa Salmazo

“ESTUDOS DE RELAGAO ESTRUTURA-FUNCAO DE /
PROTEINAS DA BACTERIA Xylella fastidiosa f
ENVOLVIDAS EM PATOGENICIDADE E ADAPTAGAO”

Este exernplar corresponde 2 redacso final
da tese defendida pelo(a) candidato (a)

ANiTA_fAVA_ 'Es’?! W%G

e aprovada pela Comisséo Julgadora.

Tese apresentada ao Instituio de
Biologia para obiengdo do Titulo
de Mestre em Genética e Biologia
Molecular na area de Genética de
Microorganismos

QOrientador: Dr. Francisco Javier Medrano Martin

n %
Campinas UNICAME §

2004 RIBLIOTECA CENTRAL
é SECAD C %CHL%%‘W




NIDADE, P~

» CHAMADA

IMBO BC/
wc. -
c[] 0[]

REGO L/, .o
WIA LK~ 44O

1CPD

WTh RRASSCo

Sa3Se

FICHA CATALOGRAFICA ELABORADA PELA
BIBLIOTECA DO INSTITUTO DE BIOLOGIA - UNICAMP

Salmazo, Anita Panla Testa

Estudos de relagfio estrutura-fungio de proteinas da bactéria Xylella fastidiosa
envolvidas em patogenicidade e adaptagdo / Anita Paula Testa Salmazo. --
Campinas, SP:{s.n.], 2004.

Orientador: Francisco Javier Medrano Martin

Dissertacdio (mestrado) — Universidade Estadual de Cémpinas.
Instituto de Biologia.

1. Proteinas — Estrutura 1. Martin, Francisco Javier Medrano. 1i. Universidade
Estadual de Campinas. Instituto de Biologia. I11. Titulo.



Campinas, 27 de julho de 2004.

Banca examinadora.

Dr. Francisco Javier Medrano Martin

Prof. Dr. Luis Eduardo Soares Netto

Kor SGt=

Profa. Dra. lone Salgado

Dr. Marcos Antonio de Oliveira

il



Aos meus pais gue me apoiam
em todos 0s momentos,
brigadao pela forca (e que forgal).

As minhas irmas Camila e Julia
que mesmo a 1000km de
distancia estéo por perto,
sinto falta das brigas (nossalll).

A minha Pequena (Yasmim) gue nao sé mudou minha vida
como também me fez rever varios conceitos e faz eu resgatar
0 meu lado crianga sempre que me esquego dele.

v



A vida é aquilo que acontece engquanto
fazemos planos para o futuro.
(John Lennon)



Agradecimentos

A Bu, & pessoa dificil de agradecer. Acho que se fosse possivel traduzir néo s6
a palavra amizade como também o sentimento em um sé nome, sem duvida
alguma seria este: Bruna Guedes.

Ao Dr. Javier por me ensinar a andar sozinha.

A Dra. Beatriz Guimaraes

A Dra. Thelma de Aguiar Pertinhez

Ao Dr. Luis Eduardo Soares Netto

A Dra. lone Salgado

Ao Dr. Jodo Alexandre Barbosa

Ao Dr. Gongalo, muito importante na minha formacao académica.

Ao Dr. Marcos Anténio de Oliveira (meu Pai da Ciéncia) que me ensinou a dar
0s primeiros passos e € um amigo inenarravel.

Ao Dr. Sérgio Oyama Junior, Doutor ndo vem ao caso, amigdo (Sérgio
Augusto) que me levantava quando eu caia, meu companheiro no “Clube do
cigarro” e me ajudou muito na parte de modelagem.

A Luciana, amiga desde a época de graduagdioc e que sem seus
seguenciamentos este trabalho n&o iria para lugar algum.

Ao grupo CPR: Aline, Andréia, Amanda, Camila, Deyse, Frances, Henrique,
Karine, Kelly, Priscila, Rafael e Vera. Pela paciéncia e muitas risadas. Incluo
aqui pessoas que nao fazem parte deste “seleto” grupo, mas s&o importantes
pelos mesmos motivos: Rosi, Celisa, Marina, Silvia, Eugénia, Tereza, Adriana,
Andrés, Thais, Leo, Wilian, Euripedes, Buba, Sandra, Flavias, Marcelo,
Patricia, (...)

A Leandra pela ajuda indescritivel.

Ao Fabio ndo sé pela amizade e companherismo, mas também pela infinita
ajuda em Fisica (cuidado com as retas paralelas!).

Ao Alexandre e Dario pela grande amizade descoberta a tempo e pelas noites
em claro (aqui se encaixa o Fabio também!).

A Alessandra e Carlinha, grandes amigas, cimplices e acessoras informais.

A Ana Deckman, além de ser do meu time (o das loiras), também pelas
“canetadas” na minha tese.

vi



Aos Amigos “extra bancada”. Rachel (meu orgulhinho), Poca (meu priminho
LINDQ), Nélio (Ze), Mytsuo (abra os zodios!), Ri (células anfibicas 777), Leandro
(“dotd”), Regina e Paulo Nunes, Bandit, Tarcila, Estelinha, Guga, Flavia,
Natalia, Familia Mostasso (...)

Ao ‘Mamau, meu companheiro durante praticamente toda esta etapa. Mesmo
de fora, na reta final esteve ao meu lado a sua maneira.

A Familia Fenocchi Guedes nao sé pelo Teto, mas também pelo carinho, apoio
e por ter me dado mais uma familia e compietinha com direito a pai (Abel), mae
(Matilde), irm& (Bu), irm&@o (Guido), (...) e ndo podendo esquecer a Dona
Nonna, & claro!

A Familia Testa.

A Tia Rose que me ensinou a passar pelas tempestades da vida com
galhardia.

A Familia Saimazo.

Ao Arquiteto que sem saber apareceu na hora certa e me ajudou, também sem
saber, a encarar muitas coisas de forma muito diferente do que eu estava
acostumada até entao.

Ao LNLS.

A FAPESP pelo apoio financeiro.

E por lltimo, sem menos importancia e sem duavida, as bacteérias ...

vii



Resumo

O sistema regulador de dois componentes responde a mudangas no meio
ambiente, regulando genes envolvidos na adaptac@o de bactérias. Este sisterna,
normalmente € formado por duas proteinas, uma proteina sensora que nota a
mudang¢a ambiental, e outra proteina reguladora que regula os genes necessarios
para & resposta adequada. Assim, visando caracterizar as proteinas Xf0389
(reguladora) e Xf0390 (sensora) de Xviella fastidiosa, experimentos desde
amplificagdo génica até purificagdo protéica foram iniciados.

Enquanto o gene Xf0390 foi amplificado e clonado em vetor pGEM-T-Easy,
o gene Xf0389 foi inseridoc em vetor de clonagem e apés a confirmagao de
similaridade do fragmento extraido do vetor com o gene descrito de X. fastidiosa, o
fragmento foi subclonado em vetores de express@o (pET28a(+), pET29a(+) e
pGEX4T-3). A proteina foi expressa em diferentes linhagens de Escherichia coli,
para obtengdo da mesma em sua forma solivel. Através de experimentos de
dicroismo circﬂlar, a proteina foi caracterizada como estavel e predominantemente
rica em a-hélice. Esta Gltima caracteristica da estrutura secundéria também foi

mostrada pelo modelo construido para a proteina Xf0389, baseado na estrutura
tridimensional da proteina “DNA binding response regulator D” (DrD) de
Thermotoga maritima que pertence a subfamilia OmpR/PhoB.
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Abstract

The two-cﬁomponent regulatory system are signal transduction strategies
used by bacteria in order to sense the surrounding the environment. This system is
composed by two proteins, a transmembranic sensor protein (PhoQ) that interacts
with the other one, a response regulator protein (PhoP) that once it has been
phosphorilated, it generates a response by regulating the expression of several
genes, involved in virulence and adaptation. In Xylella fastidiosa this system is
formed, at least, by these two genes: Xf0389 (PhoP) and Xf0320 (PhoQ).

The Xf0390 was cloned only in pGEM-T-Easy, while the Xf0389 was also
cloned into the expression vector pET28a(+) and the protein was expressed in E.
coli C43 (DES3) strain. Circular dichroism spectra of the purified protein show a high
content in alpha-helix.

A three-dimensional model of Xf0389 was built and the modeling was based
on the protein DNA binding response regulator D (DrrD) from Thermotoga maritima
(PDB accession code: 1kgs). Typically, response regulators have two domains: a
N-terminal regulatory domain which is phosphorilated and a C-terminal effector
domain which has a DNA binding motif. Based on the sequence of the effector
domain, there are three subfamilies: NtrC, Narl/FixJ and OmpR/PhpB. Xf0389 has
characteristics of the proteins belonging to the OmpR/PhoB subfamily.
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Abreviaturas

CD: dicroismo circular

DMSO: dimetil-sulféxido

EDTA: etileno-diamino-tetracético

FPLC: “Fast Protein Liquid Chromatography”

IPTG: isopropil--D-tiogalactopiranosideo

PCR: reacéo de polimerizagdo em cadeia

PDB: “Protein Data Bank”

PEG: polietilenoglicol

PMSF: fenil-metil-sulfonil-fluorido

SDS-PAGE: eletroforese em gel de poliacrilamida sob condigbes desnaturantes
X-gal: 5-bromo-4-cloro-3-indol-B-D-galactopiranosideo



Glossario
supE44: supressor de tRNA glutamina
AlacU169: delegdo nimero 169 que afeta os genes do operon lactose
(P80 lacZ AM15): possui o profago 80; fusdo que permite a-complementagédo com
o N-terminal da B-galactisidase codificada
recA’: n&o permite recombinagdo homéloga
endA”. mutagao de endonuclease | (melhor para preparagéo de plasmidios)
gyrA86: mutante para DNA girase
thi-1: celula necessita de tiamina para crescer em meic minimo
relA1: RNA é sintetizado na auséncia de sintese protéica
A (lac-proAB): célula necessita de prolina para crescer em meio minimo
F [traD36 proAB+ lac® lacZ AM15]: 0 epissomo F’ nessa linhagem carrega lacZ
AM15, que permite a-complementagdo com o N-terminal da B-galactisidase
codificada pelo AZAP
ompT : n&o possui 0 gene que codifica a protease ompT, que € de membrana e
pode clivar proteinas heterélogas durante a purificagdo
hsdSg(remg): ndo permite a clivagem do DNA por enzimas de restricdo
enddgenas e ndo é protetor a metilagéo
gal: mutagéo que afeta 0 gene da galactose
derm:. mutagdo da DNA citosina metilase, perda da metilagdo em residuos de
citosina nas sequéncias CCAGG e CCAGG
A(DE3): resisténcia/sensibilidade ao fago DE3
pLysS: T7 lisozima reduz express&o basal dos genes alvos e ainda estabiliza os
vetores que expressam proteinas toxicas em E. coli
(Cm™): resisténcia a clorafenicol
lacY1. mutacé@o lacY, perda da lactose permease
pRARE?: possui anticédons de mamiferos (raros em E. colj), que aumentam o
nivel de expressao protéica
(Ap™): resisténcia a ampicilina
dem” : metilagdo em residuos de citosina nas seqiiéncias CCAGG e CCAGG
Tet": resisténcia a tetraciclina
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1) Introducgéo
1.1) Xylella fastidiosa

Xylella fastidiosa é um bacilo gram-negativo que apresenta parede celular
rugosa. E uma bactéria patogénica e se encontra no xilema das plantas
infectadas, causando doengas como a clorose variegada de citros (CVC), também
conhecida como amarelinho (Chang et al., 1993) e a doen¢a de Pierce (PD) na
videira, sendo também encontrada na alfafa, améndoa, café, olmo, sicémoro,
carvalho, amoreira, péssego e ameixa (Purcell e Hopkins, 1996).

No Brasil, a CVC foi primeiramente detectada nos estados de S3o Paulo e
Minas Gerais em 1987, e atualmente é considerada a mais devastadora doenca
da citricultura, responsavel por grandes perdas econdmicas. Os sintomas da
doenga sdo variegagdo visivel nas folhas e producio de frutos sem valor
comercial, por serem pequenos e duros (Roberto et al., 2002). Apés a infecgdo, o
aparecimento dos sintomas pode levar de 6 a 14 meses, uma vez que o periodo
de incubacéo da CVC néo é bem conhecido (Bergamin Filho e Amorin, 2002).

A CVC e um grande problema no Brasil, onde se estima que 70 milhdes de
laranjeiras (36 % da plantagéo) estejam infectadas (McElrone e Forseth, 2001,
www.fapesp.br). Esta doenga afeta todas as variedades de laranjas doce (Citrus
sinensis Osb.) e segundo as ultimas pesquisas feitas pela Fund for Citrus Plant
Protection (www.fundecitrus.com,br) @m uma amostra de 1655 plantas, distribuida

entre quatro variedades diferentes de laranjas, ha um aumento da incidéncia de
CVC nos estados de Sdo Paulo e Minas Gerais ao longo dos anos de 1996 a 2001
(tabela 1).



Tabela 1: Incidéncia da CVC nos estados de SP e MG nos anos de 1996 a 2001.

“Plantas com sintomas Plantas com sintomas

Ano restritos a folhas (%) foliares e frutos mitdos (%) | Total (%)
e T o . 2209
1997 22,89 9,39 32,28
1998 13,68 7,55 21,24
1999 | 20,95 15,13 736,08
2000 | 13,23 | 20,80 34,03
2001 T 1237 T 24,07 T 3644

A transmiss&@o da doenca de planta a planta é efetuada por insetos que se
alimentam do xilema das mesmas. No Brasil, comprovadamente onze espécies de
cigarrinhas estdo envolvidas na transmissdo da CVC, de forma que, ao se
alimentar do xilema de uma planta doente, o vetor adquire a bactéria que se
instala em seu aparelho bucal, transmitindo a doenga a plantas sadias. O grande
numero de vetores, bem como a facilidade de disseminacéo da doenca, dificultam
as esiratégias de controle da mesma, o qual atualmente estd baseado na
eliminagao da planta ou de suas partes infectadas e no uso de inseticidas (Aradjo
et al., 2002, www fundecitrus.com.br).

Como revisado por Hopkins (1989), o mecanismo de patogenicidade das
doencgas causadas pela bactéria X. fastidiosa ndo esta completamente elucidado,
existindo trés possibilidades: disfungao do sEstemé condutor de agua, producao de
fitotoxinas e desequilibrio do sistema regulador de crescimento. A maioria dos
sintomas da doenga sugerem oclus&o vascular gerando desbalanceamento hidrico
e deficiéncia nutricional na planta. Esta oclusdo vascular pode ser provocada por
agregados de bactérias que se encontram presos a parede dos vasos por
fimbrias, que se assemelham as fibras de polissacarideos constituintes do
glicocalix, estrutura esta responsavel pela fixacdo de algumas bactérias em
ambientes turbulentos, por exemplo ambientes de fluxo muito répido, como o
xilema das plantas. O glicocélix pode ter a fung&o de retencio de nutrientes para o
agregado bacteriano ou conservar e concentrar enzimas digestivas liberadas pela

bacteria para ago nos tecidos da planta hospedeira, além de agir como prote¢éo
~



contra mecanismos de defesa da planta. A manutengdo deste agregado é um
importante aspecto patogénico, assim a X. fastidiosa também produz uma matriz
polimérica denominada biofilme, que mantém o agregado bacteriano unido e
ligado & superficie do xilema ou no aparelho bucal da cigarrinha, garantindo sua
sobrevivéncia e otimizando o aproveitamento dos nutrientes (Marques et al., 2002
e Smolka et al., 2003).

1.2) Patogenicidade

Os patogenos bacterianos infectam uma grande variedade de hospedeiros
muito diferentes evolutivamente. Em todos os casos, o organismo patogénico tem
que reconhecer, associar-se, aproveitar as reservas de nutrientes e combater os
mecanismos de defesa do hospedeiro especifico (Hopkins, 1989). Para atingir
este fim, os patdgenos possuem um arsenal de fatores relacionados a viruléncia.

Muitos patégenos causam doengas em apenas uma espécie ou em um
numero limitado de espécies hospedeiras, como conseqiiéncia de uma histéria
evolutiva comum. Entretanto, entende-se muito superficialmente como as
interagdes entre patégeno e hospedeiro limitam a diversidade deste Gltimo e
determinam sua resisténcia ou susceptibilidade. Apesar da idéia de que muitos
componentes da viruléncia bacteriana sejam especificos para o hospedeiro,
numerosos estudos tém demonstrado a existéncia de mecanismos comuns
usados por diversas espécies bacterianas em diferentes hospedeiros (Finlay e
Falkow, 1997). Estudos similares também revelaram a existéncia de
caracteristicas comuns nas respostas de defesa contra patdégenos em plantas,
insetos e mamiferos (Kopp e Medzhitov, 1999). E muito provavel que os
mecanismos de viruléncia dos patégenos e de defesa do hospedeiro possuam
uma mesma origem evolutiva que é conservada.

Para compreender e combater os componentes patogénicos das bactérias
& preciso conhecer a base molecular dos mecanismos de infecgéo e as interagdes
patogeno-hospedeirc. O genoma completo e um mega-plasmidio da bactéria X.
fastidiosa foram seqienciados recentemente (Simpson et al., 2000) e na anotagéio
do genoma foram identificados alguns genes que sugerem a existéncia de varios
mecanismos de patogenicidade, tais como hidrélise da parede celular, ades3o,
migrag@o intervascular e toxicidade. Todavia, a fung@o destes genes deve ser

-



determinada experimentalmente. Uma forma eficaz para a obtengdo destas
informagdes € o estudo de seus produtos génicos: as proteinas.

Dessa forma, pode-se observar que este fitopatégeno encontra-se bem
adaptado a colonizagdo do xilema de citrus e como o mecanismo de
patogenicidade da X. fastidiosa ndo é bem conhecido, para o presente estudo,
foram escolhidas proteinas envolvidas na adaptagéo da bactéria a mudangas
ambientais e estas formam o sitema regulador de dois componentes.

1.3) Sistema regulador de dois componentes

Enquanto a cascata de sinalizagdo em muitos eucariotos envolve proteinas
quinases que se autofosforilam e fosforilam outras proteinas em residuos de
serina, treonina ou tirosina, regulando assim a atividade protéica, em procariotos o
sistema de sinalizagéo envolve outro esquema de fosforilagdo predominante. Este
é conhecido como sistema regulador de dois componentes, composto por uma
proteina histidina quinase e uma proteina reguladora que sdo fosforiladas em um
residuo de histidina e outro de aspartato, respectivamente (West e Stock, 2001).
Porém, ha bactérias que n&o possuem este tipo de sistema como, por exemplo, o
Mycoplasma spp., enquanto outras, como Pseudomonas aeruginosa, chegam a
apresentar um nlmero varidvel deste sistema (Rodrigue et al., 2000), também foi
descrito em nematddeos simbidnticos de entomopatégenos, como Photorhabdus
luminescens (Derzelle et al., 2004).

Os diferentes sistemnas existentes estdo sintonizados com seus estimulos
especificos, como a presenga de fosfato, nitrogénio ou fontes de carbono, sendo
que estes utilizam mecanismos homdlogos de controle molecular (Volz e
Matsumura, 1991).

Foi proposto que seu mecanismo geral de agao (figura 1) consista na
percepgao de sinais ambientais pela por¢do N-terminal da proteina sensora que,
ao ser sensibilizada, transmita tais informagdes e module a atividade enzimatica
de sua porgéo C-terminal, apds dimerizacdo da mesma. Esta transdugao de sinais
resulta na transferéncia de um grupo fosfato de alta energia do residuc de
histidina de seu dominio C-terminal, para um residuo de aspartato conservado na
porgéo N-terminal da proteina reguladora (Waldburger e Sauer, 1996).



A ftransferéncia do grupo fosfato da histidina para o aspartato ativa a
proteina reguladora, resultando em uma resposta ao estimulo externo. O
mecanismo de autofosforilagdo do residuo de histidina especifico da proteina
sensora & dependente de ATP e a catélise de transferéncia do grupo fosforil para
o aspariato é feita pela prépria proteina reguladora, assim como sua
desfosforilagao. Portanto, a proteina reguladora também apresenta uma atividade
fosfatase, limitando seu tempo de agdo que estd associado a sua fungéo
fisioldgica, sendo uma estratégia de regulacé@o do sistema (Hess ef al, 1987).
Porém, estudos recentes em E. coli tém mostrado que a proteina sensora também
possui uma atividade fosfatase, ja que esta desfosforilagdo envolve uma
transferéncia reversa do fosfato do aspartato (57) conservado da proteina
reguladora (PhoP) de volta para a histidina (243) da proteina sensora (PhoQ), pois
mutantes portando valina no lugar da histidina ndo possuem atividade fosfatase
(Castelli et al., 2000).



Sensibilizagéo da proteina
sensora (verde) devido a <
alguma alteragd@o no ambiente

Dimerizacéo da
proteina sensora

Regulagdo da atividade
enzimatica de sua porgéo <
C-terminal da proteina sensora

Transferéncia do grupo
fosfato (vermelho) da
proteina sensora para
a reguladora (azul)

Ativagéo da proteina
Reguladora

@& cétions

membrana

Figura 1: Esquema do mecanismo geral do sistema regulador de dois componentes
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A proteina reguladora usualmente apresenta dois dominios estruturais: um
N-terminal regulatério conservado e um C-terminal efetor varidvel que regula a
transcricdo de diversos genes. O dominio regulador possui trés atividades: (i)
interagdo com a histidina fosforilada da proteina sensora e transferéncia deste
grupo para seu residuo de aspartato; (i) autodesfosforilagdo e (iii) regulac@o da
atividade de seu dominio efetor de maneira dependente de fosforilagdo. Esta
regulag@o pode ser feita através da desfosforilagdo da porgéo regulatéria, assim
inativando a porgéo efetora; pela ativagao alostérica do dominio efetor através da
fosforilagéo do dominio regulador; pela dimerizag&o ou oligomerizacéo da proteina
reguladora fosforilada; e ainda pela interagdo da proteina reguladora com alvos
proteicos heterologos (Schenk e Snaar-Jagalska, 1999; West e Stock , 2001).
Varias destas proteinas tiveram sua estrutura tridimensional resolvida (Baikalov et
al., 1996; Baikalov et al., 1998; Pelton et al., 1999; Okamura ef al., 2000; Buckler
et al, 2002) a fim de se obter um melhor entendimento de seus mecanismos de
regulagdo no sistema, uma vez que a compreenséo da indug&o por fosforilacdo &
dificultada pela vida curta da ligagdo aspartato-fosfato, de poucos segundos a
algumas horas (Feher e Cavangh, 1999). Observou-se através das estruturas
resolvidas que todos os fatores reguladores apresentam um enovelamento similar,
com varios residuos conservados em seu dominio regulador, principalmente o
aspartato que é fosforilado (Bourret et al., 1990; Djordjervic e Stock, 1998; Stock et
al., 2000). Por outro lado, seu dominio efetor ndo possui elementos conservados,
sendo esta caracteristica utilizada para classificar estas proteinas em trés
subfamilas de reguladores de transcricdo de acordo com a seqiiéncia de seu
dominio efetor: OmpR/PhoB, Narl/FixJ e NtrC (figura 2).
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1 50
OmpR MQENYKILVVD%DMRLRALLERYLTEQG FQVRSVANAEQMDRLLTRE
PhoB MARRILVVE@EAPIREMVCFVLEQNG .FQPVEAEDYDSAVNQLNEP
Narl SNQEPATILLID%HPMLRTGVKQLISMAPDITVVGEASNGEQGIELAESL
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OmpR AMERSIDVQISRLRRMVEEDPAHPRYIQTVWGLGYVEVPDGSKA
PhoB VEDRTVDVHIRRLRKALEPG.GHDRMVOTVRGTGYRFSTRE. ..
NarlL ITESTVEKVHVKHMLKEKMEKLESRVEAAVWVHQERIF.........
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o
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Figura 2: Alinhamento das segliéncias de proteinas reguladoras representantes das trés subfamilias,
mostranda que 0 dominio regulader (N-terminal} apresenta varios rasfduos conservados entra elas e que o
dominio efetor {C-terminal} ndo apresenta residuos conservados. O aspartato que & fofosrilado para ativagéo
da proteina estd indicado em amarelo e em azul, outro aspartato conservado e importante para a
conformagéo da proteina. O alinchamento foi gerado pelo programa Multiple sequence alignment (Corpet,
1988).

Com relagdo a proteina quinase, esta atua como um homodimero e foram
definidas duas classes de enzimas de acordo com a organizagdo de seus
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dominios funcionais. As enzimas da classe | sd0 mais comumente encontradas e
possuem regides transmembranicas, de comprimento variavel. J4 as da classe |
sao citoplasmaticas, especializadas na resposta a motilidade da bactéria e se
acoplam a proteinas de membrana (Foussard et al., 2001).

O sistema regulador de dois componentes esta envolvido na adaptagdo das
bactérias 4s mudangas no meio ambiente e tem um papel fundamental na
viruléncia de muitos microorganismos patogénicos (Hoch e Silhavy, 1995). Um
exemplo € o envolvimento deste sistema na formagdo de bicfilme (matriz de
polissacarideos e glicoproteinas) em linhagens patogénicas de E. cofi, sendo que
estudos recentes indicam a agdo de OmpR (Dorel et al., 1999). Outro exemplo é o
sistema PhoPQ em Salmonella typhimurium que tanto ativa a expresséo de mais
de 40 polipeptidios essenciais & viruléncia e sobrevivéncia da bactéria no interior
do macrdfago em resposta a uma acidificagdo, como também é capaz de reprimir
alguns genes (Aranda et al, 1992; Garcia Véscosi et al., 1994, Soncini et al.,
1996). Esta bactéria é um patégeno intracelular facultativo e causa febre tiféide em
mamiferos. Dentro das células destes hospedeiros, PhoQ responde a ligago de
cations divalentes que atuam como um ligante sinalizador, induzindo mudancas
conformacionais que afetam a atividade quinase ou fosfatase da porcéao
citoplasmatica. Quando a bactéria estd sendo fagocitada pelo macroéfago, os
fatores de viruléncia estéo reprimidos devido a alta concentragio de ions de Ca®*
ou Mg®* (passo 1, figura 1). Uma vez dentro do macréfago, a bactéria se aloja no
fagossomo onde o nivel destes cations diminui (passo 2, figura 1), ativando o
sistema, resultando na sintese de proteinas necessarias para a sobrevivéncia e
viruléncia da bactéria (Garcia Vescovi ef al., 1996). Estudos demonstraram que
este sistema de S. typhimurium estd envolvido em mecanismos de defesa da
bacteria a peptideos antimicrobianos catiénicos, que sdo um dos mecanismos
responsaveis pela defesa do hospedeiro (mamifero) contra infecgdes. A proteina
efetora phoP, neste caso, ativa primeiramente o gene pagB que esta organizado
em um operon com pmrA e pmmB, o qual regula outros genes envolvidos na
resisténcia aos peptideos antimicrobianos (Gunn e Miller, 1996), sendo que alguns
destes determinantes modificam os lipopolisacarideos, enquanto outros codificam
proteases extracitoplasmaticas com a capacidade de clivar os peptideos
antimicrobianos (Groisman et al., 1997).
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Varias bactérias n&o patogénicas também possuem este tipo de sistema,
como por exemplo o sistema FeuPQ na bactéria Rhizobium leguminosarum,
necessario na regulagéo de genes envolvidos na aquisicdo de Fe?* (Yeoman et al,,
1997). Ja em Bacillus subtilis, o sistema de dois componentes governa a
adaptagéo a condigbes limitantes de fosfato (Hulett, 1996), enquanto que E. colfj,
possui um sistema que responde basicamente a falta de Mg®* (Garcia Vescovi et
al., 1996) e outro sistema que responde a ions Ca®* (Tisa e Adler, 1992).

A resposta a Ca®*, também envolvida na quimiotaxia bacteriana, envolve a
presenca de, pelo menos, duas proteinas: CheA (quinase) e CheY (reguladora). A
transiente CheY fosforilada (ativada) interage com a matriz flagelar causando uma
rotagéo dos flagelos, mudando a célula de diregdo. O papel central de CheY foi
muito estudado através de comportamento e caracterizagdo bioquimica da
fosforilagdo de mutantes e mutantes de matriz flagelar, a fim de se caracterizar a
base bioquimica do sistema (Sanders et al., 1989) e ainda, a estrutura
tridimensional desta proteina foi resolvida tanto por métodos de difragéo de raios-
X (Volz e Matsumura, 1991; Lee et al. 2001) como também por ressonancia
magnetica nuclear (RMN; Bruix et al. 1993; Cho et al., 2000), servindo como
modelo para o entendimento da indugdo por fosforilagdo dos componentes
reguladores destes sistemas (Volz, 1993).

No genoma da bactéria Xylella fastidiosa, foram localizados varios genes
que apresentam homologia com os genes do sistema regulador de dois
componentes. Assim, com o objetivo de aumentar o conhecimento em relagdo ao
mecanismo de agdo da bactéria e ao sistema regulador de dois componentes
foram escolhidos para o presente trabalho o estudo dos genes de X. fastidiosa
Xf0389 (phoP) que codifica para uma proteina reguladora de 25,3 kDa e o gene
X{0390 (phoQ) que codifica para uma proteina sensora de 53,6 kDa. Esta dltima
apresenta caracteristicas relacionadas a quinase da classe |, apresentando dois
dominios transmembranicos.
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2) Justificativa

A clorose variegada de citrus (CVC) afeta a todas as variedades comerciais
de laranja doce, sendo responsavel por grandes perdas econdémicas na produgéo
de frutas citricas do Brasil. O agente causador dessa doenga é a bactéria Xylella
fastidiosa, cujos mecanismos de patogenicidade e viruléncia sdo muito pouco
conhecidos. Portanto, estudos em gendmica funcional e estrutural de X. fastidiosa
serdo de grande importancia para o melhor entendimento destes mecanismos,
contribuindo  significativamente para a descoberta de possiveis formas de
tratamento da doenga.

O sistema escolhido para este estudo pode estar envolvido na capacidade
de adaptagdo e na viruléncia da bactéria fitopatogénica X. fastidiosa. O sistema
regulador de dois componentes esté, muito provavelmente, envolvido na detecgio
de mudangas no meio ambiente e na ativagdo de uma variedade de genes que
permitem a colonizagéo do xilema da planta ou do aparelho bucal das espécies de
cigarrinha responsaveis pela transmisso da doenca. Acredita-se que o
conhecimento de sistemas envolvidos na patogenicidade levara a um melhor
entendimento dos mecanismos utilizados pela bactéria na colonizagao,
estabelecimento e crescimento dentro da planta hospedeira.
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3) Objetivos

Um dos objetivos do Projeto SMOLBNet é a continuagdo dos projetos
Genoma FAPESP com a resolugdo da estrutura de proteinas de importancia
biotecnoldgica. E como este projeto de mestrado esta vinculado ao SMOLBNet, o
objetivo deste € iniciar investigacbes sobre a estrutura de proteinas de sistemas
relacionados a adaptagdo e viruléncia da bactéria Xylella fastidiosa, agente
causador da clorose variegada de citrus.

Objetivos especificos:
1. Clonagem de dois genes do sistema reguiador de dois componentes de X,

fastidiosa (Xf0389 e X{0390)

2. Expresséo e purificagdo das proteinas codificadas por tais genes
3. Caracterizag&o funcional e estrutural por meio de técnicas de cristalizacéo e
difragéo de raios X das proteinas em estudo.

Uma vez iniciado os experimentos e constatada a dificuldade de clonagem
da histidina quinase (proteina sensora), 0s objetivos do projeto passaram a visar
somente a proteina reguladora:

1. Clonagem do gene Xf0389
2. Expresséo e purificag&o da proteina codificada por Xf0389
3. Caracterizagao estrutural da mesma.
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4) Materiais e métodos

4.1) Linhagens bacterianas

As linhagens de Escherichia coli utilizadas neste estudo e seus respectivos

gendtipos est&o especificados nas tabelas 2 e 3.

Tabela 2: Linhagens utilizadas para clonagem e seus respectivos gendtipos. (Sambrook e Russel, 2001).

Linhagens de E. coli

|

H

Gendtipos

DH5a SUpEA4 AMadH68 (P80 jacZ AM15) hsdR17 recAl
endAt1 gyrA86 thi-1 relAt
recA1 supEd4 Alacl169 endA1 hsdR17 gvrA96
JMT09 relAt thi Allac-proAB) F [traD36 proAB” lac® lacZ

AM15)

Tabela 3: Linhagens utilizadas para expressdo de proteinas e seus respectivos gendtipos.

(www.novagam.com.br; www.avidis fr; www invitrogen.com.br:

Donahue e Bebee, 1999; Yasukawa et al,

1985).

i Linhagens de E. coli g Genotrpos
BL21 8] E. coli B F ompT hsdSg{remg’) gal dcm (prol), TT
y _ RNAp, malQ-lacZ) Tet®
| BL21 (DES3) {  E. coliBF ompT hsdSs(rsmg'} gal dem MDE3)
Bt 21 (DE3) pl.ysS E. coliB F ompT hsdSg{ra'm RB) gal dern MDE3)
pLysS (Cm™)
BL21 (DE3) pLysE E. coliB F ompT hsdSs{rs" ma) gal dcm A{DE3)
pLysE (Cm™) _
BL21 (DES) pTGROE E. coli BF ompT hsdSs{rs mg’) gal dem (Cm'™)
pTGroE AMDE3)

Rosseta (DE3)

E. coliBF ompT hsts{ra ma’} gal dem lacY?
pRARE? (Cm®} A(DE3)

BlL.21 (DE3) pT-Trx

E. coliBF ompT hsdSg(tame) gal dem (Cm™)
AMDE3) pT-Trx

E. coliBF ompT hsdSs(rems’) gal dem A(DE3)

C4a1 (DE3) {contendo no minimo mais uma mutagdo ndo
caracterizada em relacio a BL21(DE3))
E. coli B F ompT hsdSg{rame) gal dem MDE3)
C43 (DE3) (contendo no minimo mais duas mutagbes ndo

caracterizadas, em relagdo a BL21(DE3)}

C41 (DE3) pAVD10

E.coliBF onng hsdSg(rs'me’) gal dom MDE3) pAV
310 (Ap") (contende no minimo mais uma
mutagéo ndo caracterizada em refaglo &
BL21(DE3)

C43 (DE3) pAVD10

E coliBF ompT hsdSg{re'mg’) gal dem AMPE3) pAV
D10 (Ap ) (contendo no minimo mais duas
mutagdes ndo caracterizadas, em relagio &

BL21{DE3))

BL21 Star (DE3)

E. coli BF ompT hsdSg (re” mg’) gal doem ADE3)
mei31

BL21 Codon plus {DE3) Ril

E. collB F- ompT hsdSi(re mg) e Tet gal NDES)
endA Hte [argl) ileY leW Cm"]

BiL21 Codon plus (DE3) RP

E. coll B F ompT hsdS(ts mg) dom Tet gal MDE3)
endA Hte [argU prol Cm 1
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4.2) Predicdo de segmentos transmembrana

A seqléncia da proteina Xf0390 foi submetida a predigdc de segmento
transmembrana por meio do programa DAS ~ Transmembrane Prediction Server
(Cserzo et al, 1997), acessivel através da interface web localizada em
hitp://www.sbe.su.se/~miklos/DAS/. Baseando-se na seqiidncia priméria da

proteina, o programa analisa o residuos de aminodcidos em fungdo de sua
hidrofobicidade.

4.3) Amplificagdo dos genes Xf0389 e Xf0390 e amplificagdo por PCR de coldnia
Os genes alvo foram amplificados por PCR, utilizando DNA gendmico da
bactéria X. Fastidiosa, gentilmente cedido ao nosso laboratério pela Profa. Dra.
Anete Pereira de Souza (IB, UNICAMP). Foram desenhados oligonucleotideos
especificos a partir das seqliéncias génicas da bactéria depositadas em um banco
de dados (www.bbiic.unicamp.br/xf), adicionando-se um sitio de restricdo em cada

extremidade para facilitar a subclonagem em vetores de expressao.
Oligonucieotideos especificos:

= Xf0389

Tamanho esperado para o fragmento amplificado: 684 pb

Sitios de restricdo: Ndel/Xhol

389F &' CATATGCGTATCCTTTTGGTCGAAG 3

389R 5" CTCGAGTTAATTTTCGTTGCGGGCAATTG 3’

= Xf0390

1. Regido | (equivalente aos aminodcidos 51 & 154)
Tamanho esperado para o fragmento amplificado: 310pb
Sitio de restricao: Nhel/Xhol

390F1 5 GCTAGCGATACCGCTGAAAAGAATTTACG 3

390R1 &5 CTCGAGTTAAGCCGTGCGAAATACACGCAG 3

2. Regiéo Il (equivalente aos aminodcidos 232 & 482)
Tamanho esperado para o fragmento amplificado: 800pb
Sitio de restricdo: Ndel/Xhol

390F2 5’ CATATGCGTCCAATAAGGCACGTCATTAAC 3

390R2 5" CTCGAGTTATAACCCTGGCAATACCACCTC 3

18



A reagéo de PCR foi feita para um volume final de 20 wi., utilizando-se 1,25
mM MgClz, 0,25 mM dNTP’s, 2,5 unidades Taq Polymerase, 1x tampao de PCR
(10 mM Tris-HCI pH 8,0, 50 mM KClI, 0,08% Nonidet P-40), 10 pmol de cada oligo
(F/R) e 10 a 20 ng de DNA gendmico da bactéria. Os ciclos utilizados foram
padronizados de acordo com a temperatura de anelamento.

Para as amplificagbes de DNA por PCR diretamente da colénia, utilizou-se
oligonucleotideos especificos e as reagbes foram feitas da forma descrita
anteriormente, adicionando 1 yL da mistura contendo a colénia, preparada a partir
de uma diluigdo em 100 yL de H,O Milli Q, incubadas & 95°C por 5 min e depois
centrifugadas (10000 g, 1 min, temperatura ambiente), promovendo a precipitagio
da membrana e outras impurezas que poderiam inibir a reagéo de amplificagéo.

4.4) Clonagem em vetor de clonagem pGEM-T-Easy

Os fragmentos amplificados foram purificados pelo Kit de purificagdo
(Qiagen) e clonados em plasmidio de acordo com instrugdes do fabricante
(Promega). As colbnias transformantes foram selecionadas em meio TB sdlido
(Terrific broth: 1,2% triptona, 2,4% extrato de levedura, 0,4% glicerol, 1% solugao
salina: 0,17 M KH:PQ4, 0,72 M K:HPQO,, 1,5% agar) contende 100 upg/mL
ampicilina e 16 pg/mL X-gal sendo posteriormente submetidos a reagdes de
sequenciamento.

4.5) Sequenciamento

As reag0bes de sequenciamento foram feitas com base na técnica de Sanger
e colaboradores (1977), utilizando-se um seqlenciador automatico de DNA ABI
PRISM 377 Genetic Analyser (Applied Biosystems). Tanto as reagbes de
sequenciamento quanto o ciclo das reagdes seguiram instrugdes do fabricante do
kit para sequenciamento de DNA da empresa Applied Biosystem. Os
oligonucleotideos utilizados para a reagdo foram T7 ou SP6 para o vetor utilizado
ou especificos aos genes (5 pmol), tendo como molde os vetores de clonagem e
expressé&o ou produto de PCR de colbnia, respectivamente.
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4.6) Subclonagem em vetores de expressdo

Apos confirmagéo da identidade do inserto contido no vetor de clonagem,
os plasmidios selecionados foram submetidos a reagbes de digestido conforme
sitio de restricdo presente nas extremidades 3" e 5° de cada oligunucieotideo
especifico. Os insertos foram isolados do gel utilizando-se o Kit de extragéo
(Qiagen) e posteriormente subclonados em vetores de expressdo(pET28a(+),
pET29a(+) e pGEX4T-3), digeridos com as mesmas enzimas que formam os sitios
de restrigdo do fragmento amplificado, com 1 unidade de T4 Ligase, de acordo
com o kit de ligagéo do fabricante (Promega).

4.7) Vetores de expressao

Os vetores utilizados para subclonagem dos fragmentos génicos foram
pET28a(+), o qual possui uma seqliéncia codificadora de uma cauda de seis
residuos de histidina, fusionada a proteina expressa. O vetor pET29a(+) que
expressa a proteina sem a cauda de histidina e pGEX4T-3, que gera a proteina
alvo fusionada & Glutationa-S-Transferase (GST) de Schistosoma japonicum.

4.8) Principio da purificagdo de DNA

Tanto as extragbes do fragmento de DNA do gel de agarose quanto a
purificagio das reagdes de PCR em solugdo, foram baseadas no Kit da Qiagen
que tem como principio a absorgdo do DNA pela membrana de silica da coluna
em altas concentracbes de sais e pH adequado (~7,5), enquanto as impurezas
(dligos, enzimas, agarose e brometo de etidio) passam através da membrana
durante as lavagens e o DNA puro é eluido da membrana com 10 mM Tris-HCI pH
8,0 ou agua Milli Q.

4.9) Preparagéo de bactérias competentes
As bactérias E. coli foram preparadas seguindo o protocolo baseado em
cloreto de rubidio (RbCl) (adaptado de Maniatis et al., 1986). Uma colbnia isolada
de bactéria é crescida durante a noite, sob agitacgéo, a 37°C, em 5 mL de meio TB.
A 3 mlL do pré-indeulo foram adicionados 300 mL de TB e novamente incubados
sob agitagdo (37°C) até atingir a ODsoo 0.2. Alcangada esta densidade dtica, as
celulas foram centrifugadas (5000 g, 5 min, 4°C) e o sobrenadante descartado. As
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células foram ressuspendidas em 60 mL de tamp&o de transformagdo (100 mM
RbCl, 45 mM MnClz, 10 mM CaCl,, 5 mM MgCls, 0.5 mM LiCl, 35 mM acetato de
potassio pH 6,2 e 15% sacarose), e as células foram coletadas por centrifugacao
(5000 g, 5 min, 4°C), sendo ressuspendidas em 12 mL de tampdo de
transformag&o, adicionando-se 420 yL de DMSO (35 yL/mL de cultura) e aliquotas
de 100 pL foram estocadas a uma temperatura de -80°C.

4.10) Transformac&o de bactérias

As bactérias competentes foram transformadas da seguinte maneira: 30 a
50 ng de vetor foi adicionado a 50 uL de células competentes e deixados em gelo
por 30 min. Apds este perfodo, a amostra foi colocada & 42°C por 2 min e
novamente em gelo por § min. Adicionou-se 1 mL de LB e a amostra foi incubada
a 37°C por 50 min. Transcorrido este periodo, as células foram plaqueadas em
meio TB solido (1,5% agar) contendo antibidtico para selecdo dos clones positivos.

4.11) Selegédo de clones positivos mediante uso de antibicticos
Os antibidticos utilizados neste estudo para selecéio dos clones positivos
estao especificados na tabela 4.

Tabela 4: Anfibidticos utilizados na selecéio de clones positivos.

Ampicilina Kanamicina Ampicilina + Cloranfenicol
(100 pg/mL.) (50 pg/mL) Kanamicina (34 pg/mL) +
Kanamicina
Linhagens Linhagens Linhagens C41 e | Linhagens BL21
transformadas transformadas C43 pAVvV10 (DE3): pLysS,
com pGEX4T-3 | com pET 28a(+) e transformadas pLyskE, pTGROE,
pET 2%a(+) com pET 28a(+) e | rosseta, pT-Trx,
PET 29a(+) Ril e RP
transformadas
com pET 28a(+) e
pET 29a(+)
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4.12) Exirag@o de plasmidios em mini escala (miniprep)

Esta extragdo foi baseada no método STET, fundamentado em lise alcalina
(protocolo modificado de Sambrook e Russel, 2001), onde uma coldnia isolada de
bactéria transformada com vetores contendo o fragmento génico, foi crescida
durante a noite, sob agitacdo, & 37°C, em 5 mL de meio TB contendo antibidtico
conforme a resisténcia de cada linhagem. Apds este periodo, as células foram
coletadas por meio de centrifugacéo (13000 g, 10 min, temperatura ambiente) e
ressuspendidas em 300 yL de STET (8% sacarose, 1% tritron x-100, 50 mM
EDTA, 50 mM Tris-HCI pH 8,0) e adicionados 20 4L de solugdo de lisozima (50
mM Tris-HCI pH 8,0, 10 mg/mL lisozima, 2 mg/mL RNAse), sendo as amostras
misturadas por invers&o. Apés 10 min de incubagéo a temperatura ambiente, as
amostras foram incubadas a 100°C por 2 min e centrifugadas (13000 g, 10 min,
temperatura ambiente). O sobrenadante foi transferido para outro tubo e para
precipitagéo dos plasmidios, adicionou-se 325ul. de solugdo de isopropanol (75%
isopropanol, 1,25 M acetato de aménia), as amostras foram misturadas por
inversao e centrifugadas (13000 g, 10 min, temperatura ambiente). O
sobrenadante foi descartado e o precipitado seco em estufa (37°C), sendo
posteriormente ressuspendido em 20 uL de 10 mM Tris-HCI pH 8,0.

4.13) Extragdo de plasmidios em média escala (midiprep)
A midiprep foi baseada em lise alcalina (protocolo modificado de Sambrook
e Russel, 2001), onde uma colénia isolada de bactéria contendo o plasmidio foi
crescida durante a noite, sob agitagéo, a 37°C, em 50 mL de meio TB contendo
antibidtico. Apds crescimento, as células foram coletadas por meio de
centrifugag@o (4000 g, 10 min, 4°C) e o meio descartado. As células foram
ressuspendidas em 5 mL de TEG: 50 mM glicose, 25 mM Tris-HC! pH 8.0, 10 mM
EDTA pH 8,0, adicionou-se 4 mL de 0,2 N NaOH, 1% SDS e 3 mL de cloroférmio.
As amostras foram misturadas por inversdo e deixadas por 1min a temperatura
ambiente. Depois, adicionou-se 3 mL de 3 M acetato potassio pH 5,5, as amostras
foram misturadas por inversdo e centrifugadas (4000 g, 5 min, 4°C). O
sobrenadante foi transferido para outro tubo, adicionou-se etanol absoluto a -20°C
(2 volumés) e as amostras foram incubadas a -20°C por 30 min a fim de precipitar
os plasmidios. Apés este periodo, as amostras foram centrifugadas (4000 g, 10
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min, 4°C), o sobrenadante descartado e o precipitado foi seco em estufa (37°C).
Depois foi ressuspendido em 400 L de 10 mM Tris-HCI pH8,0, contendo 0,03
mg/mL RNAse.

4.14) Eletroforese em gel de agarose

Os geis para andlise de DNA foram de agarose 1% (peso/volume) em
tampao TAE (40 mM Tris base, 5,7% é&cido acético, 50 mM EDTA pH 8,0), com
adicao de 1,7 yg/mL brometo de etideo, que permite a visualizagéo das bandas de
DNA sob luz ultravioleta.

4.15) Ensaios de expresséo de proteina em mini escala

Uma coldnia isolada das cepas para expressdo, contendo o vetor com o
fragmento génico, foi crescida durante & noite, sob agitacdo, & 37°C, em 2 mL de
meio TB liquido contendo antibiético, conforme a cepa e o vetor utilizado. Apds
este periodo, 50 uL do pré-indculo foram adicionados a 5 mL de meio TB liquido
contendo antibidtico e as amostras foram incubadas em trés diferentes
temperaturas: 37°C, 30°C e 20°C até chegar & ODgg entre 0.6 — 0.8. Alcancada
esta densidade otica, a expressdo das proteinas em estudo foi induzida por meio
de 300 mM NaCl para E. coli BL21 Sl ¢ 0,5 mM IPTG para as demais linhagens
especificadas na tabela 3. A uma réplica de cada amostra induzida ndo se
adicionou ¢ indutor, como forma de controle da expressdo. As duas culturas,
induzida e néo-induzida, foram incubadas por 4h nas temperaturas de 30°C e
37°C, e 16h para experimentos & 20°C. Posteriormente, as células foram
ressuspendidas em H,O Milli Q, lisadas por sonicagéo, centrifugadas (12000 g, 10
min, 4°C) e o precipitado (fragdo insoltvel) foi separado do sobrenadante (fragado
soluvel) para verificar a expresséo e solubilidade das proteinas em questéo.

4.16) Purificagdo de proteina codificada por Xf0389
Para obtengéo da proteina pura, as células obtidas apés a indugdo em
larga escala (1 a 2 L) com 10 mM lactose, foram ressuspendidas em tamp&o A (50
mM fosfato de sodio pH 7,2, 100 mM NaCl, 5% glicerol, 5 mM imidazol) na
propor¢ao de 20 mL tampac A por litro de cultura induzida e as células foram
lisadas por presséo (prensa francesa, 1250 psi). Apos lise, adicionou-se 4 amostra
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2% peso/volume de sulfato de estreptomicina, sendo a mistura incubada & 4°C por
30 min para precipitacdo do DNA. Passado este periodo, a amostra foi
centrifugada (18000 g, 30 min, 4°C) e o sobrenadante contendo a proteina
recombinante portadora de cauda de histidina foi coletado e utilizado nos ensaios
de' purificag&o, que foi feita por cromatografia de afinidade a metais, sendo niquel
o metal utilizado (resina: Ni-NTA Super Flow, Qiagen e coluna: Hi-trap Chelating 1
mL, Amershan). A proteina foi eluida com quantidades crescentes de imidazol
(tampéo B: tamp&o A contendo 1 M imidazol).

Apos purificagdo, a amostra foi dialisada em membrana de didlise
(Spectra/Por, Spectrum) com poros de didmetro que permitem a passagem de
moléculas com uma massa molecular entre 12-14.000 Da, em tamp&o 10 mM Tris-
HCI pH 7,5 contendo 100 mM NaCl, 20% glicerol e 10 mM B-mercaptostanol, para
remocao do imidazol e outros sais.

4.17) Concentracdo da proteina

Apos dialise, a amostra foi concentrada por didlise inversa (PEG com peso
molecular de 20.000 Da) ou por ultracentrifugacdo (filtro Centriprep YM-10 com
celulose regenerada, que permite a passagem de moléculas com massa molecular
até 10.000 Da, Millipore).

4.18) Determinacdo da concentragdo de proteina

A concentragho de proteinas foi determinada espectroscopicamente com
uso do equipamento DUB40 Espectrophotometer (Beckman Coulter), em cubeta
de quartzo de 1 cm de caminho ético. A partir do coeficiente de extingao (g), foi
calculada a concentragio de proteina final. A férmula utilizada para o céleulo foi:
concentrag&o da proteina em mg/mL = A/ € x diluicdo
Onde A = absorgéo a 280 nm obtida pelo espectroscépio.
€280nm te0ricos para a proteina recombinante obtidos pelo programa ProtParam
(Gill @ von Hippel, 1989), acessivel através da interface web localizada em
hitp://us.expasy.org/tools/protparam html:
E280nm (Xf0389) = 20.340 M cm™’
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4.19) Clivagem da cauda de histidina da proteina

A amostra de proteina adicionou-se trombina na propor¢dode 0,1,0,2e 1%
peso/peso e as amostras foram incubadas & temperatura ambiente, durante a
noite.

4.20) Protedlise limitada

A amostra de proteina foi submetida a protedlise por diversas proteases:
tripsina, subitilisina, quimiotripsina e papaina na propor¢do de 1% peso/peso.
Limitou-se o tempo de agéo enzimatica (5 min, 15 min, 30 min, 1 h,2he 16 h) e
as amostras foram incubadas a temperatura ambiente.

4.21) Eletroforese em gel de poliacrilamida
As amostras de proteina foram analisadas através de eletroforese em gel
de poliacriiamida sob condigdes desnaturante segundo Laemmli (1970).

4.22) Dicroismo circular (CD)

As medidas de CD foram realizadas em um espectropolarimetro J-810
(JASCQ), cubeta de quartzo de 0.1 cm de caminho 6tico e proteina diluida em
tampao 10 mM Tris-HCI com pH 7,5 para uma concentragéo final de 0.4 mg/mL,
Foram coletados espectros em UV préximo, em um intervalo de comprimento de
onda entre 190 e 260 nm & 25°C, com uma velocidade de 20 nm/min, sendo feitas
no total 5 leituras com resposta de 4 segundos em varredura continua a partir dos
quais uma media € tirada. Esta andlise & 25°C foi feita com a finalidade de
caracterizagdo da estrutura secundaria da proteina. Para o ensaio de estabilidade
termica, os espectros também foram coletados da mesma forma, porém com uma
faixa de temperatura entre 20-90°C, sendo um espectro obtido a cada 5°C. A
temperatura foi controlada através do controlador de temperatura Peltier Type
Control System PFD425S (JASCO).

Para a amostra de proteina sem cauda de histidina, as medidas foram
feitas da mesma maneira descrita anteriormente, e foram apenas coletados os
dados para caracterizag@o da estrutura secundéria da proteina, onde a amostra
apresentava uma concentracéo final de 0.1 mg/mL.
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Subtraiu-se dos espectros de proteina o espectro do tampao utilizado como
branco (1 mM Tris-HC! pH 7,5, 10 mM NaCl, 2% glicerol ¢ 1 mM B-
mercaptoetanol).

Os valores obtidos na leitura de CD (mdeg) foram convertidos para
elipticidade molar residual ([6Jurw) que & definida pela equagio (Adler et al.,
1973): [6]maw -Bobs X MRW /10 x d x C"

Onde Bobs ¢ a elipsidade observada em graus, MRW é o peso molecular
medio dos residuos da proteina, d é o caminho éptico da cubeta em centimetros e
C" é a concentragdo da proteina em mg/mL.

O MRW é calculado pela seguinte férmula:
MRW = peso molecular da proteina / niimero de aminoacidos

4.23) Modelagem molecular

Esta etapa do trabalho foi realizada sob orientagdo do Dr. Sérgio Oyama
Junior, pdés doutorando do Centro de Biologia Molecular e Estrutural do
Laboratdrio Nacional de Luz Sincrotron.

4.23.1) Predicdo de estrutura secundaria

A seqiéncia da proteina Xf0389 foi submetida a predicdo de estrutura
secundaria por meio do algoritmo PSIPRED (Jones, 1999; McGuffin et al., 2000),
acessivel através da interface web localizada em http://bioinf.cs.ucl.ac.uk/psiform.htmL.
Com base em técnicas computacionais de redes neurais e utilizando um banco de

dados contendo informagdes estruturais e de seqiiéncias, o algoritmo é capaz de
predizer com grande precisdo a localizagdo dos elementos de estruturas
secundarias presentes nas seqiéncias submetidas.

4.23.2) Busca de estruturas conhecidas
Utilizou-se o programa BLASTp (Alischul et al., 1990) na busca de
sequéncias similares a Xf0389, restringindo a busca por seqUéncias cujas

estruturas tridimensionais j& houvessem sido determinadas experimentaimente,
assim limitando-se ao banco de dados PDB.
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4.23.3) Alinhamento de seqliéncias

O alinhamento preliminar obtido pelo programa Multiple sequence
alignment (Corpet, 1988) foi posteriormente aprimorado manualmente, levando-se
em consideragdo as informagbes obtidas através da predicdo de estrutura
secundaria. Deste modo, adicionalmente ao alinhamento de seqiiéncia foi
realizado um alinhamento estrutural com as possiveis proteinas a serem utilizadas
como molde para a constru¢ao do modelo.

4.23.4) Construcéo do modelo por homologia

Com base no alinhamento final, as coordenadas tridimensionais da
estrutura-molde foram utilizadas como referéncia para a seqliéncia-alvo. Para
tanto, utilizou-se o programa MODELLER (Sali et al., 1993), que utiliza uma lista
de restrigbes espaciais geradas a partir da estrutura-molde. Esta lista de restrigdes
é aplicada durante os procedimentos de construgédo e refinamento do modelo,
sendo uma estrutura gerada a cada etapa de simulated annealing. Esta técnica
simula em computador o aquecimento até 1500K, de uma estrtura preliminar
completamente estendida. Durante esta etapa, 0 aumento da temperatura resulta
em um aumento da energia cinética dos atomos do sistema e desta forma, tem-se
uma boa amostragem do espago conformacional disponivel para esta estrutura.
Posteriormente, segue-se um resfriamento gradual até 300K. Concomitantemente,
as restrigdes de distancia derivadas da estrutura-molde s&o aplicadas, gerando a
cada ciclo um novo modelo. Como foram realizados cinco ciclos, resultaram cinco
modelos. Os termos de energia utilizados nos métodos de dindmica molecular
(simulated annealing) e minimizagdo de energia (refinamento) baseiam-se no
campo de forga CHARMM (Brooks et al.,1983).

4.23.5) Avaliacdo do modelo
As estruturas finais obtidas ap6s a etapa de minimizagédo de energia foram

posteriormente avaliadas quanto & sua qualidade estereoquimica através do
programa PROCHECK (Laskowski ef al., 1993).
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4.23.6) Recursos computacionais

As etapas de construgio do modelo por homologia, refinamento e avaliagdo
do modelo foram realizadas em um multi-processador Compagq AlphaServer ES40.
Os procedimentos de visualizagao e manipulagdo das estruturas foram realizados
atraves da interface grafica gerada pelo programa Insightll (Accelrys Inc.),
instalado em uma estagéo grafica Octane2 (Silicon Graphics Inc.). As imagens
finais foram obtidas pelo programa Weblab Viewer (Accelrys Inc.), em ambiente
Windows.

28



5) Resultados
'5.1) Predigédo de segmentos transmembrana da proteina sensora

Como a proteina sensora possui regiées insoliveis, uma vez que esta
inserida na membrana bacteriana, a predicdo de fragmentos transmembrana foi
feita através do programa DAS (Cserzo et al, 1997). Obtiveram-se dois
segmentos transmembréanicos, que correpondem aos residuos de aminoécidos 1 a
50 e 155 a 231. A proteina também possui duas regides extra-membranar, sendo
a regiao | correspondente aos residuos 51 & 154 que se encontra no periplasma
bacteriano, enquanto a regiéo I, se encontra no citoplasma e corresponde aos
residuos 232 a 482 (figura 3). Assim, por meio deste programa, delimitou-se as
regiGes | e Il para clonagem da proteina sensora.

"OAS® TM-segment wrediction

«SY0.

] ) ) 1 _insoluvel
v soluvel

23006 37TyOId

(=]

T T T T T T T T T
6 50 100 150 200 250 300 356 400 450 500
Query sequence

loose cutoff ...
strict cutoff

Figura 3 - Predicéo de segmentos transmembrana da proteina Xf0390. Regifes acima do limite indicado,
correspondem a provaveis segmentos transmembranicos. O grafico mostra a hidrofobicidade em fungéo da
sequencia de aminoacidos (Cserzo et al., 1997).

5.2) Amplificagdo e clonagem dos genes Xf0389 e Xf0390 de Xylella fastidiosa

Os fragmentos amplificados por PCR correspondentes aos genes Xf0389
(que codifica para a proteina reguladora) e Xf0390 (que codifica para a proteina
sensora) foram analisados através de eletroforese em gel de agarose. Os
fragmentos advindos da reagdo de PCR que correspondem aos genes Xf0389 e
regidao Il de Xf0390 (figura 4) foram purificados e clonados em vetor pGEM-T-
Easy, enquanto a regido | de Xf0390 néo foi clonada corretamente, pois observa-
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se uma banda que apresenta aproximadamente 500pb a mais do que o esperado
(310pb; figura 5). Isso pode ter ocorrido pelo fato de ter sido utilizado como molde
para a reagdo DNA gendmico e o oligonucleotideo ter anelado em regido néo
especifica. Assim, seguiram-se experimentos com os plasmidios contendo o
fragmento que codifica para a regido |l da proteina sensora e outros plasmidios
contendo o fragmento génico que codifica para a proteina reguladora.

800pb
600pb

Figura 4 — Produto de PCR obtido a partir de DNA gendmico de X. fastidiosa e oligonucleotideos especificos.
Coluna 1 - marcador de peso molecular; coluna 2 - Xf0389; coluna 3 - Xf0390 (regido ll). Gel de agarose a
uma concentracdo de 1%.

500 pb

Figura 5 — Produto de PCR obtido a partir de DNA gendmico de X. fastidiosa e oligonucleotideos especificos
para a regido | de Xf0380. Coluna 1 - marcador de peso molecular, coluna 2 — Xf0390. Gel de agarose a uma
concentracéo de 1%.

5.3) Subclonagem em vetores de expressao

Apods sequenciamento e confirmagdo das seqiiéncias génicas, os vetores
de clonagem foram submetidos a reag¢des de digestdo de acordo com o sitio de
restricdo presente em cada inserto e os fragmentos correspondentes aos genes
foram extraidos do gel (figura 6).
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800 pb

~ 600 pb

Figura 6 — Produtos das reagdes de digestdo dos vetores de clonagem. A) Xf0389. Coluna 1- marcador de
peso molecular, coluna 2 - pGEM-T-Easy, coluna 3 — fragmento flanqueado pelas enzimas Ndel/Xhol,
purificado do gel. B) Xf0390 (regido Il). Colunas 1 e 2- fragmento flanqueado pelas enzimas Ndel/Xhol,
coluna 3- marcador de peso molecular. Gel de agarose a uma concentragéo de 1%.

A partir dos produtos da digestdo do vetor de clonagem purificados,
correspondentes aos insertos de aproximadamente 600pb e 800pb (Xf0389 e
regido Il de Xf0390, respectivamente), foi tentada a subclonagem em vetores de
expressdo pET28a(+), pET29a(+) e pGEX4T-3, e cepas DH5a de E. coli foram
transformadas. N&o foi possivel subclonar a regido Il de Xf0390, talvez devido ao
fato da proteina, provavelmente, ser tdxica para bactéria, ou ainda, o sitio de
restricdo do fragmento pode nédo ter sido amplificado corretamente, pois como
visto apos seleg@o por PCR de coldnia ou reagéo de digestdo, o fragmento que
‘corresponde ao gene Xf0389 foi subclonado com éxito nos vetores descritos
acima (figura 7), demonstrando que ndo havia problema com os plasmidios e
estes clones positivos foram utilizados na transformagdo das linhagens
bacterianas para expresséo e as coldnias selecionadas por PCR de colénia (figura
8). Assim, encerrando-se aqui os trabalhos experimentais com a proteina sensora
(Xf0390).
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~600 pb

Figura 7: Sele¢do de clones positivos por meio de reagdes de digestdo dos vetores de expresséo: A)
Xf0389/pET29a(+). Coluna 1- marcador de peso molecular, colunas 2 e 3 - fragmento advindo da reagéo de
digestdo feita pelas enzimas Ndel/Xhoi. B) Xf0389/pGEX4T-3. Coluna 1- marcador de peso molecular,
colunas 2 e 3 - fragmento advindo da reagdo de digestdo feita pelas enzimas Ndel/Xhol. Sele¢édo de clones
positivos por meio de PCR de coldnia: C) Xf0390/pET28a(+). Coluna 1- marcador de peso molecular,
coluna 2- contrale positivo (pGEM-T-Easy), coluna 3- controle negativo, colunas 4 e 6- produto de PCR
correspondente ao gene em questfo, coluna 5- pET28a(+) sem inserto (controle negativo). Gel de agarose a
uma concentragéo de 1%.

Al 2 3 4 5 6 7

~600pb

Byt 23 4 56 789 101112

7 ol 0 W e e s s s o) ~600 pb

Figura 8: Selegdo de clones positivos em diversas linhagens de E. colf, por meio de PCR de colbnia. A)
Xf0389/pET29a(+). Coluna 1- marcador de peso molecular, coluna 2- controle positivo (pGEM-T-Easy com
inserto), coluna 3- controle negativo: reagdo sem DNA, coluna 4- C41, coluna 5- rosseta (DE3), coluna 6-
BL21 (DE3) pT-Trx e coluna 7- BL21 (DE3) pTGROE. B) Xf0389/pET28a(+). Coluna 1- marcador de peso
molecular: coluna 2- C41; coluna 3- BL21 (SI); coluna 4- C43; coluna 5 -BL21 (DE3) pT-Trx; coluna 6- BL21
(DE3) Ril; coluna 7- BL21 (DE3) pLysE; coluna 8- BL21 (DE3); coluna 9- rosseta (DE3); coluna 10- BL21
(DE3) RP; coluna 11- BL21 (DE3) pLysS e coluna 12- BL21 (DE3) pTGROE. C) Xf0389/pGEX4T-3. Coluna 1-
marcador de peso molecular, coluna 2- controle positivo (pGEM-T-Easy), coluna 3- controle negativo, coluna
4- BL21 (DE3) pLysS, coluna 5- BL21 (DE3) pLysE, coluna 6- BL21 (DE3) pTGROE e coluna 7- rosseta
(DE3). Gel de agarose a uma concentragdo de 1%.
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5.4) Ensaios de expresséo
Tentou-se a expressdo da proteina Xf0389 na sua forma soldvel in vivo

seguindo diversas metodologias (tabela 5):

1) alterando a temperatura de indugéo,

2) alterando as linhagens de E. coli,

3) alterando os tampdes de lise celular,

4) subclonagem em vetores alternativos.

A proteina foi expressa parcialmente na fragdo soluvel somente com o gene
clonado em pET28a(+), transformado em linhagem de E. coli C43 (DES3) (figura 9).

PGEX4T-3 PET29a(+) pET28a(+)
BL21 SI | o o o)
BL21 (DE3) O O O
BL21 (DE3) pLysS o0 o o
BL21 (DE3) pLysE 000 00
BL21 (DE3) pTGROE 000 000 O
Rosseta (DE3) OO0 000
BL21 (DE3) pT-Trx 00 00
C41 (DE3) O
C43 (DE3) O
C41 (DE3) pAVD10 OO0
43 (DE3) pAVD10 | 00
BL21 Star (DE3) (o)
BL21 Codon plus (DE3) Ril o)
BL21 Codon plus (DE3) RP 0O

Tabela 5: Resumo das alternativas tentadas para obtencéo da proteina Xf0389 em sua forma soltvel
(Markides, 1996). A linhagens bacterianas e vetores utilizados estdo descritos na primeira coluna e na
primeira linha, respectivamente. Os O representam as linhagens em que a proteina ndo foi expressa; O a
proteina foi expressa na fragdo insolivel quando induzida a 37, 30 e 20°C, ressuspendendo as células em
H20; O a proteina foi expressa na fragdo insoltvel quando induzida & 37°C, ressuspendendo as células em
He0; O a proteina foi expressa na fragéo insolivel quando induzida & 37°C, ressuspendendo as células em
tamp&o 0.1 M Tris-HC! contendo 1% triton x-100; O a proteina foi expressa na fragdo insoldvel quando
induzida a 37°C, ressuspendendo as células em 0.1 M de acetato de sdédio pH 5.0 e O proteina expressa na
fragdo soltvel do lisado celular quando induzida a 37 e 30°C.
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35 kDa

E. coli C41 E. coli E. coliC43
(DE3) BL21 SI (DE3)

pET28a(+) pET28a(+) pET28a(+)

Figura 9: Ensaios de express#o da proteina codificada por Xf0389, a 37°C. Coluna 1- marcador de peso
molecular, colunas 2, 5 e 8- sobrenadante da amostra ndo induzida, colunas 3, 6 e 10- sobrenadante da
amostra induzida, colunas 4, 7 e 9- precipitado da amostra induzida. As linhagens e vetor utilizado estdo
especificados no gel. Com o circulo é mostrada a proteina na fragéo insoltvel e com a seta, a proteina na
fragdo solGvel. SDS-PAGE a uma concentragio de 12,5%.

5.5) Purificagdo de proteinas

Apods indugdo em larga escala e lise celular, o extrato protéico contendo a
proteina recombinante com cauda de histidina foi submetido a cromatografia de
afinidade a metal, em coluna contendo niquel, pré-equilibrada com tampzo A.
Como resultado, a proteina comegou a ser eluida a partir de 10 mM de imidazol,
sendo desprendida do Ni** em maior quantidade nas concentragbes de 50 e
100mM de imidazol, porém ainda impura mesmo com as lavagens iniciais.
Também foi visualizada uma possivel banda de degradagio protéica, assim, foi
adicionado 2 mM PMSF. E como foi obtido um nivel significativo de impurezas e
degradacdo residual, procedimentos visando otimizar a purificacdo foram
conduzidos em um equipamento de FPLC (Pharmacia) (figura 10).
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Figura 10: Purificagdo da proteina codificada por Xf0389 por cromatografia de afinidade a Ni?*, feita pelo
equipamento de FPLC . A) Indugdo da proteina & 37°C. Coluna 1- marcador de peso molecular; coluna 2-
extrato ndo purificado; colunas 3 a 5- lavagens; colunas 6 a 9- fragdes correspondentes ao pico protéico
obtido por meio do espectro fornecido pelo FPLC. B) Inducéo da proteina & 30°C. Colunas 1 e 14- marcador
de peso molecular; coluna 2- extrato n&o purificado; colunas 3 a 8- lavagens; colunas 9 a 13 e 15 a 19-
fragdes correspondentes ao pico protéico obtido por meio do espectro fornecido pelo FPLC. SDS-PAGE a

uma concentragdo de 12,5%.

As fragOes correspondentes a proteina parcialmente pura foram reunidas e
submetidas a protedlise com trombina devido ao sitio de clivagem existente entre
a proteina recombinante e a cauda de histidina fornecida pelo vetor de expressao
em questéo. Foram testadas varias concentragdes diferentes de protease/proteina
e o resultado (figura 11) foi obtido satisfatoriamente apenas na proporgcéo de 1%

peso/peso (coluna 6).
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Figura 11: Clivagem da cauda de histidina dada pelo vetor pET28a(+), com trombina. Coluna 1- marcador de
peso molecular; coluna 2- sobrenadante da amostra ndo induzida; coluna 3- sobrenadante da amostra
induzida; coluna 4- precipitado da amostra induzida; coluna 5- proteina purificada como controle da protedlise;
coluna 6- protedlise da proteina com trombina na proporgcéo de 1% peso/peso; coluna 7- proporgédo de 0,2%,
coluna 8- proporgéo de 0,1%. SDS-PAGE a uma concentragéo de 15%.

5.6) Caracterizagdo estrutural

Tanto a amostra de proteina de Xf0389 contendo a cauda de histidina
quanto a amostra da proteina sem a cauda de histidina foram submetidas a
ensaios de dicroismo circular que foram feitos com o objetivo de observar o
conteudo de estrutura secundaria da proteina alvo (figura 12). E como observado
nos espectros, a diferenga entre suas estrutura ndo é significativa, sendo que

ambas apresentam um alto contetdo de a-hélice.
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Figura 12: Espectro de CD da proteina reguladora codificada pelo gene Xf0389.
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5.7) Estabilidade térmica

A fim de caracterizar a proteina por sua estabilidade térmica, foi realizado
um ensaio de CD em uma faixa de temperatura entre 20 e 90°C (figura 13). E
aparentemente é possivel dizer que a proteina seja estavel termodinamicamente,
uma vez que ela comega a perder sua estrutura secunddaria entre 60 e 65°C,

porém n&o ocorreu um total desnovelamento protéico.
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Figura 13: Ensaio de estabilidade térmica da proteina Xf0389. A) Espectro de CD com faixa de temperatura
entre 20 e 90°C, em diferentes comprimentos de onda. B) Espectro de agragagéo protéica em fungdo da

temperatura. Comprimento de onda e temperatura estéo especificados na figura.
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5.8) Construgdo do modelo por homologia

A figura 14 mostra a predigdo da estrutura secundaria de Xf0389.
Posteriormente, foi feito um alinhamento da seqliéncia priméria da proteina
Xf0389, onde a busca pelo BLASTp (Alischul ef al, 1990) foi limitada as
seqliéncias cujas estruturas ja estivessem depositadas no PDB. Obtiveram-se
varias sequéncias similares, porém foi escolhida como molde a seqliéncia com
maior identidade (40%, segundo BLASTp): “DNA response regulator D” (DrrD) de
Thermotoga maritima (nimero de acesso no PDB: 1KGS).
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Figura 14: Predicéo da estrutura secundaria da proteina Xf0389, calculada pelo programa PSIPRED (Jones,
1999).
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Considerando os elementos de estrutura secundaria preditos para a
proteina alvo, as proteinas DrrD e Xf0389 foram alinhadas utilizando o programa
Multiple sequence alignment (Corpet, 1988) e posteriormente foi feito um
alinhamento de forma manual (figura 15), onde levou-se em conta tanto a
seqiéneia quanto a estrutura secundaria das proteina-molde e proteina-alvo,
conseguindo um aumento de identidade para 44,5%. Assim, apds definida a
estrutura-molde, foram calculados cinco modelos tedricos, pelo programa
MODELLER (Sali et al, 1993), que posteriormente foram submetidos a uma
avaliagdo da sua qualidade estereoquimica, permitindo a selegio de um modslo.
Esta analise estereoquimica foi feita pelo programa PROCHECK (Laskowski et al.,

1993) e os resultados s&0 apresentados nas figuras 16 e 17.
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Figura 15: Alinhamento seqliencial e estrutural das proteinas Xf0389 de X. fastidiosa e DrrD de T. maritima,
feite manualmente, depeis de alinhamento feito pelo programa Multiple sequence alignment (Corpet, 1988},
apresentando 44.5% de identidade. Marcados em amarelo estdo os aminodcidos idénticos e em azul, os
similares, que apresentam caracteristicas guimicas conservadas (13.2%). As letras acima da segfiéncia de
Xf0389 indicam a predigéo da estrutura secundaria (PSIPRED) & abaixo de 1KGS, estrutura determinada por
difrac8o de raios X de DrrD {Buckler et al., 2002), onde H indica a-hélice e E, fita-B. Em negrito estfio os
residuos importantes para a conformacio da proteina. O circulo vermelho mostra a diferenca entre a estrutura
secundéria da proteina-molde (DrrD) em relagdo a predigio da estrtura secundéria da proteina-alvo (X{0389).
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Dentre os modelos gerados, foi escothido aquele que, por sua qualidade
estereoquimica, apresentou 99,5% de seus residuos distribuidos entre as regides
mais favoraveis, possuindo 95% dos residuos de aminoacidos, e permitida com
3%. Nas regides generosamente permitidas encontra-se 1,5% de residuos e
apenas 0,5% localizou-se em regi&o nac permitida, que representa apenas um
residuo de lisina (K56, figura 17).

Também foram levados em consideracdo os contatos impréprios entre os
atomos e se o comprimento das ligagdes, os angulos das ligagbes e 0s grupos
planares estavam dentro dos limites permitidos pela estrutura-molde e foi visto que
o modelo (figura 18) apresenta uma boa qualidade uma vez que possui apenas
0,4% de contato improprio entre os atomos, nédo contando os de hidrogénio e
99,2% do comprimento das ligagdes, 94% dos angulos entre as ligagbes atdbmicas
e 100% dos grupos planares se encontram dentro dos limites permitidos pelas
coordenadas dadas pela proteina-molde. A superficie eletrostatica da proteina é
apresentada na figura 19.
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Residuos nas regides mais favoraveis [A, B, L] 190 95,0%
Residuos nas regides permitida [a, b, |, p]] 6 3,0%
Residuos nas regides generosamente permitida [~a, ~b, ~I, ~p] 3 1,5%
Residuos nas regides nédo permitida 1 0,5%
100%
Numero de residuos exceto glicina e prolina 200
Numero de residuos terminal (exceto gly e pro) 2
Numero de residuos de glicina (triangulos) 18
Numero de residuos de prolina 7
Ntmero total de residuos 227

Figura 16: Mapa de Ramachandran mostrando a avaliagdo da qualidade estereoquimica do modelo de
Xf0389, feita pelo pragrama PROCHEK (Laskowski et al., 1993). Os residuos especificados se encontram em
regides generosamente permitidas ou n3o permitidas, equivalendo a apenas 2% do total de residuos
existentes. A analise estatistica foi baseada em 118 estruturas com resolugdo de no minimo 2 A e fator R de
no maximo 20%, sendo esperada boa qualidade do modelo se 0 mesmo apresentar mais de 90% dos

residuos em regibes mais favoraveis.
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Figura 17: Detalhamento do mapa de Ramachandran por residuo de aminodcidos, mostrando também a
descricdo da estrutura secundaria do modelo e acessibilidade das regides ao solvente.
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Figura 18: Modelo tridimensional da proteina Xf0389. Os dominios regulador e efetor estdo indicados na figura
e em amarelo é mostrado o aspartato (51) conservado nas proteinas reguladoras pertencentes ao sistema
regulador de dois componentes.
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Negativo

Figura 19: Representacéo da superficie eletrostética da proteina reguladora, gerada pelo programa MOLMOL
(Koradi et al., 1996). Em azul sdo mostradas as regides que apresentam carga positiva, em branco as regides
eletrostaticamente neutra e em vermelho, carga negativa.
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5.9) Protedlise limitada
Ainda caracterizando a estrutura da proteina Xf0389 e objetivando analisar

suas seqiiéncias mais expostas, a amostra foi submetida & protedlise limitada
(figura 20) por diversas proteases, adicionadas separadamente na proporgédo de
1% peso/peso, sendo elas: tripsina, subitilisina, quimiotripsina e papaina.

Figura 20: Protedlise limitada, incubando a amostra & temperatura ambiente. Coluna 1- marcador de peso
molecular, coluna 2- controle: proteina sem adicéo de protease, coluna 3- 5 min de reag&o, coluna 4- 15 min,
coluna 5- 30 min, coluna 6- 1 h, coluna 7- 2 h, coluna 8- 4 h, coluna 9- 16 h. A) Tripsina. B} Subitilisina. C)
Quimiotripsina. D) Papaina. SDS-PAGE a uma concentragéo de 15%.

44



6) Discussido
6.1) Amplificagdo e clonagem dos genes Xf0389 e Xf0390

Como foi observado na figura 4, os genes Xf0389 e Xf0390 (regido ),
foram amplificados nos tamanhos correspondentes ao esperado, sendo que o
gene XfO389 possui 684 pares de bases e Xf0390 (regido il) 800 pb, como pode
ser visualizado pelas bandas no gel de agarose. Por outro lado, a regido |
(periplasmatica) definida para a proteina Xf0390 n&o teve seu fragmento génico
amplificado no seu tamanho correspondente, uma vez que ela deveria apresentar
um tamanho de aproximadamente 310 pb e que n&o foi evidenciado pela reagéo
de PCR (figura 5), pois os ¢ligos devem ter anelado inespecificamente, pois foi
utilizado DNA gendmico bacteriano como molde da reago. Porém, esta regisio
ndo vem a ser relevante ao presente estudo, j& que a regifo li da proteina,
correspondente ao dominio citoplasmatico, possui a histidina que é fosforilada e
responsavel pela interagdo com a proteina reguladora (Xf0389). Assim, devido a
este problema na clonagem, a regido | da proteina sensora nao foi mais
trabalhada experimentalmente, equanto seguiu-se experimentos com os
fragmentos amplificados de Xf0389 e da regido Il de Xf0390.

6.2) Ensaios de expressdo

Para o teste de expressd@o das proteinas Xf0389 e regido Il de Xf0390,
foram utilizados inicialmente os vetores:

v’ pET29a(+), que devido aos sitios de restricdes inseridos nos fragmentos
génicos, ndo fornece a cauda de histidina que pode interferir na solubilidade da
proteina,

v' pGEX4T-3, que promove a fusdo da proteina em estudo &4 GST de
Schistosoma japonicum, que pode evitar a formaco de corpos de inclusdo e
facilitar a purificagéo da proteina (Hannig e Makrides, 1998).

Novamente houve dificuldades em relagéo aos experimentos com Xf0390,
pois, desta vez, néo foi possivel subclonar a regido Il em nenhum dos vetores
descrito a cima, talvez por problemas no sitio de restricdo, assim néo se seguiram
experimentos com tal regi&io da proteina sensora e somente para a proteina
reguladora (Xf0389) foi possivel levar os objetivos adiante, como se segue.
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Ambos vetores, contendo o fragmento génico'Xf0389, foram inicialmente
utilizados na transformacgéo de E. coli BL21 Sl e E. coli BL21 (DE3). Em E. coli
BL21 (Sl) n&o houve expresséo; porém, em E. coli BL21 (DE3) tanto a proteina de
aproximadamente 25kDa (equivalente a Xf0389) quanto & de aproximadamente
55kDa (30 kDa da GST + 25 kDa da Xf0389) foram expressas na fragdo insoltivel
do lisado celular.

Assim, na tentativa de tornar a proteina solivel in vivo (revisado por
Markides, 1996) foram feitos ensaios de expresséo protéica alterando diversas
condigbes, como:

v’ Temperatura: 37, 30 e 20°C, pois a redugdo da temperatura diminui a
velocidade de expresséo da proteina, podendo torna-la soltvel;

v" Linhagens: transformaram-se diferentes linhagens;

v pH: alterou-se o pH do tampA&o de lise celular de duas formas:

(1) para pH 5,0, sendo as células quebradas por sonicacdo em 0,1 M de
acetato de sddio, ao invés de HxO Milli Q.

(2) as células foram ressuspendidas em tampidc 0,1 M Tris-HCI pH 7,5
contendo 1% Triton x-100, sendo que a presenca do detergente Triton X-100
solubiliza parte da membrana, podendo aumentar a fragéo sollvel da proteina.

Todas estas alteragBes nas condigdes de expressio protéica, porém, nédo
apresentram resultados satisfatérios, pois a proteina permaneceu na porgéo
insolavel do lisado celular, formando corpos de inclusao (tabela 5). |

Contudo, partindo dos resultados descritos anteriormente e mantendo o
objetivo de obtencg@c da proteina soldve! in vivo, foi tentada a subclonagem do
fragmento génico que codifica a proteina alvo em vetor pET28a(+) e os resultados
foram satisfatérios. '

Todas estas tentativas de se obter a proteina soluvel in vivo se da ao fato
de que se for realizado experimentos de renaturago, néo ha experimentos viaveis
a fim de analisar se a mesma se encontra enovelada, pois seria necessaria a
consolidagdo de ensaios funcionais, 0 que é impossivel no momento ja que néo é
sabida a seqliéncia de ligagdo da mesma ao DNA.

Assim, 0 ensaio de expressdo realizado em mini escala da proteina
subclonada em pET28a(+) foi feito inicialmente & 37°C e apresentou alguns
resultados insatisfatérios, pois a proteina continuava formando corpos de inclusdo
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ou nao estava sendo expressa (tabela 5), com excegéo de apenas uma linhagem,
a C43 (DES3), em que a proteina apresentou-se parcialmente em sua forma
soluvel, apesar de também ter formado corpos de inclusdc. Tendo sido entdo a
proteina induzida em larga escala e a fragéo soldvel submetida & purificagéo
(figura 9).

6.3) Purificagdo da proteina codificada por Xf0389

A proteina foi purificada parcialmente pois além de apresentar outras
bandas incluindo a banda de indugéo (figura 10), a amostra apresentou grande
quantidade de DNA quando medida a absorbancia. Foram feitas algumas
tentativas para retirar o DNA, como utilizagdo de sulfato de estreptomicina (2%
peso/volume), sulfato de aménio (50% de satura¢do) e aumento da concentragdo
de sal, mas nenhum destes métodos foi eficaz.

6.4) Caracterizagdo estrutural

Os dados de CD mostraram que a cauda de histidina ndo alterou as
estruturas secundarias da proteina em questdo e mesmo a amostra contendo
DNA, ¢é possivel ver que Xf0389 mantém seu enovelamento (figura 12), pois o
espectro mostrou bandas negativas nos comprimentos de onda de 208 e 222 nm,
0 que caracteriza proteinas predominantemente constituidas por a-hélice (Kelly e
Price, 2000).

6.5) Estabilidade térmica

O aquecimento da amostra, ndc gerou uma total perda da estrutura
secundaria da proteina e também nao ocorreu a formacdo de random coil,
caracterizado por uma banda negativa a 200 nm (figura 13A). Ainda, ndo foi
possivel determinar a temperatura de desnaturagdo (melting temperature) de
Xf0389 j& que, dentro do limite de temperatura imposto pelo sistema (até 90°C),
nao foi possivel alcangar uma total desnaturagdo da amostra (figura 13B).
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6.6) Construgdo do modelo por homologia

Como o objetivo inicial de resolugdo da estrutura cristalografica ndo pode
ser cumprido devido a baixa eficiéncia tanto da expressdo quanto da purificacao,
ja que foi conseguido apenas 2 mg/L de cultura induzida, enquanto, segundo a
literatura, proteinas homdlogas a esta foi cristalizada a uma concentragéo entre 15
a 20 mg/ml (Baikalov et al., 1996; Baikalov et a/., 1998; Buckler ef al., 2002; Shin
et al, 2002; Robinson et al., 2003), partiu-se para a caracterizagdo estrutural
através de técnicas de modelagem molecular por homologia in silico. Este
procedimento foi relizado somente para a proteina reguladora (Xf0389), pois nio
foi encontrada nenhuma outra proteina que apresentasse sua estrutura resolvida
com identidade de seq(iéncia significativa & proteina sensora (Xf0390).

Assim, apos escolhida a estrutura que apresentava significativa identidade
de seqiiéncia com a proteina Xf0389, ambas foram alinhadas seqlencial e
estruturalmente e como pode ser visto na figura 15, a Unica diferenca obtida no
alinhamento estrutural entre a proteina-alvo (reguladora) e a estrutura-molde
(DrrD) residiu entre os residuos 126 ao 146, em que o segmento correspondente a
fita-B na estrutura de DrrD, corresponde a uma a-hélice segundo a predicéo de
Xf0389. No entanto, observou-se que a confiabilidade da predicdo para esta
regido se encontra muito baixa e como o alinhamento apresentou residuos
conservados, essa diferenga ndo é muito relevante para a qualidade final do
modelo.

A proteina Xf0389 possui um grande conteudo de a-hélice como mostrado
nos dados de CD, sendo reforgado pelo modelo que mostra 41,8% de a-hélice e
21% de fita-B. O modelo também apresentou os dois dominios (regulador e efetor)
caracteristicos de proteinas que fazem parte da subfamilia OmpR/PhoB, a qual a
proteina DrrD pertence. A proteina alvo ainda apresenta em sua regido reguladora
o aspartato (53) que ¢ fosforilado pela proteina histidina quinase, fazendo com que
a proteina adquira sua forma ativa. E importante salientar que este aspartato é
conservado em todas as proteinas pertencentes a este tipo de sistema. Além
disso, a proteina alvo também possui outros residuos conservados, como a
treonina (T79), tirosina (Y98) e lisina (K101), que sdo importantes para sua
conformagéo e fungéo, pois formam o bolséo acidico ao redor do aspartato (D53)
aceptor do grupo fosforil (Buckler et al., 2002; mostrado em negrito na figura 15 e

48



figura 21). Normalmente a lisina 101 é seguida de uma prolina, gerando uma
ligagdo na conformagdo cis, o0 que é observado em outras estruturas ja
determinadas para este dominio e encontrada também na proteina Xf0389
(Djordjevic et al., 1998). Como ndo ha na literatura estrutura resolvida com o
fosfato ligado, ndo é possivel discutir quanto ao tipo de ligagdo que o fosfato faz
com o aspartato.

Figura 21: Dominio regulador da proteina Xf0389 e os residuos que s@c conservados em diversas proteinas
da subfamilia OmpR/PhoB, com excec¢do do aspartato (D51) que é absolutamente conservado em qualquer
proteina reguladora deste sistema.

Analisando o modelo e sua qualidade estereoquimica, foi mostrado que
apenas uma lisina (K56; figura 17) se encontra em regido ndo permitida, o que
mostra que este residuo ndo se encaixou perfeitamente no modelo, porém, ndo ha
comprometimento da qualidade estereoquimica do modelo, visto que este residuo
nao esté localizado em segmentos de estrutura secundéria e sim em uma alga.
Além disso, mais de 95% dos residuos encontram-se nas regides mais favoraveis
do mapa de Ramachandran, o que atesta a qualidade estereoquimica do modelo.
Também foi mostrado, como esperado, que a maior parte das regides de
estruturas secundarias s40 menos acessiveis ao solvente.

Ainda seria possivel inferir, a partir do alinhamento estrutural entre as
proteinas Xf0389, OmpR e phoB (figura 22), que provavelmente o dominio de
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ligacdo da proteina ao DNA seria: 189 VLEVFIGRLRKKL 201, equivalente a
terceira a-hélice do dominio efetor (Buckler et al., 2002).

Dominio
Efetor

Figura 22: Sobreposigdo estrutural dos tragos dos C-a correspondentes aos dominios efetores das proteinas
Xf0389 (azul), OmpR (vermelho) e PhoB (laranja). As proteinas OmpR e PhoB, ambas de E. coli, foram
resolvidas por cristalografia e ressonéncia magnética nuclear, respectivamente. a3 representa a a-hélice que
é o dominio de ligacdo ao DNA em OmpR e PhoB (Buckler et al., 2002) e que foi usada como referéncia para

a sobreposigao.

6.7) Protedlise limitada

A partir da protedlise limitada (figura 20), observou-se que provavelmente a
porcdo mais exposta da proteina é o fragmento da cauda de histidina, ja que o
tamanho que a proteina se apresentou apds a protedlise com tripsina, subitilisina e
quimiotripsina, era equivalente a auséncia desta cauda (aproximadamente 25
kDa). E apesar do fragmento conectivo ser flexivel, pela dificuldade de obtengao
de dados de difracdo (Buckler et al., 2002), este segmento ndo se apresentou

suficientemente exposto a protedlise por tais enzimas.
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6.8) Estudo comparativo
O sistema regulador de dois componentes PhoPQ esta envolvido em
diversos processos, entre os quais (Groisman, 2001):
v" Operon PhoP-PhoQ medeia a adaptagdo a ambientes limitantes de
MQZ-I-’
v' Governa a viruléncia em varias espécies gram-negativas,
¥v" Muitos genes regulados por PhoP sio espécies especificas e conferem
propriedades unicas ao microorganismo,
v' Governa a modificaggo de muitos componentes do envelope celular
bacteriano.

6.8.1) Xf0389

PhoP € a proteina reguladora do sistema regulador de dois componentes
em Salmonelia sp. e responde a mudancas na concentracdo de Mg®* a qual PhoQ
esta exposta, dependendo da ativag@o por fosforilagdo (Castelli et al., 2000).
Vérios genes sdo regulados por este tipo de mecanismo como alguns que estdo
estritamente presentes em Salmonella por terem sido incorporados ao
cromossomo da Dbactéria por transferéncia horizontal, como: pagCD
(patogenicidade tipo 3; Miller et al, 1989), mgtCB (envolvidos no transporte de
Mg®), phoN (codifica uma acido-fosfatase periplasmatica ndo especifica), pcgl
(D-alanina-D-alanina peptidase periplasmatica), pagL (catalisa a deacetilagéo de
precursores de lipidio A), entre outros (revisado por Lejona et al., 2003). E também
regula genes que s&o similares em seqliéncia com genes de outras bactérias,
como mgtA (o produto é um transportador de Mg®* tipo P, necessario para o
crescimento da bactéria em baixas concentra¢des deste cation; Tao et al., 1995),
sylB (codifica uma lipoproteina externa; Soncini et al, 1996), pagP (produto
responsavel pela acetilagdo de lipidio A e resisténcia a especificos peptideos
antimicrobjanos; Guo et al, 1998) e pmrD (ativagdo do operon PmrAB, outro
sistema regulador de dois componentes, que controla a modificagao da carga de
lipolissacarideos em resposta a concentragdo de Fe®* e resisténcia a peptideos
antimicrobianos; Gunn et al., 1998; Kox et al., 2000).

Devido a similaridade de Xf0389 a PhoP e a fim de verificar se seria
possivel inferir a regulag&o desta proteina a alguns genes de X. fastidiosa in silico,
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utilizou-se o programa tBLASTn (Altschul et al., 1997) para alinhar as proteinas
codificadas pelos genes mgtA, sy/B, pagP e pmrD contra 0 genoma de X.
fastidiosa e os resultados nd@o foram satisfatérios pelo fato destes genes nao
apresentarem identidade significativa. Assim, ndo foi possivel postular os genes
regulados por este sistema em X. fastidiosa. E mesmo sabendo que a seqiéncia
destes genes a qual a proteina reguladora se liga seja (T/G)GTTTA, localizada 25
pb antes do sitio de inicio da transcrigdo em E. coli e Salmonella (Soncini et al.,
1995; Kato et al,, 1999} em X. fastidiosa néo foi possivel prever se tal seqiiéncia
seja conservada pelo fato de n&o se saber quais genes séo regulados por Xf0389.

6.8.2) Xf0390
As proteinas sensoras, como dito, s8o divididas em duas classes {l e i)

enzimaticas, sendo que por homologia de seqUéncia a histidinas quinases de
Salmonella sp. e E. coli, a proteina Xf0390 foi encaixada na classe 1.Tais enzimas
possuem duas regides transmembranicas, um C-terminal citoplasmaético que porta
0 residuo de histidina conservado, que ¢é autofosforilado e um dominio
periplasmatico que contém varios residuos acidicos envolvidos na percepgio de
cations divalentes, nos dois microorganismos citados anteriormente (revisado por
Groisman, 2001). Xf0390 também ¢é similar a PhoQ de Providencia stuartii que
aparentemente nao responde a ions divalentes, mas sim a algum outro sinal ndo
identificado ainda (Rather et al,, 1998). |

Experimentos de substituigdo de aminoécidos mostraram que o cluster de
residuos acidicos (149 EDDDDAE 155) na regiao periplasmatica de PhoQ em E.
coli é responsavel pela ligacgo de Mg** pois quando tais residuos séo substituidos
por residuos ndo carregados (QNNNNAQ), altera a habilidade de ligagdo da
proteina a Mg®* ou Ca®* (Waldburger e Sauer, 1996).

Como visto na figura 23, este dominic também €& conservado em S.
typhimurium e n&o é conservado tanto em P. stuarfii quanto em X, fastidiosa.
Assim, como mostrado para P. Stuarti (Rather et al., 1998), talvez Xf0390 ndo
responda a concentragbes de cétions divalentes, mesmo a bactéria habitando o
xilema das plantas. Porém, segundo Groisman (2001), talvez néo seja o ideal se
apoiar somente neste fato, uma vez que nem todas as bactérias gram-negativas
apresentam tal dominio conservado.
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A)

XF0390
phoQ_Ecoli
PHOQ_SALTY
P_stuartii
Consensus

B)

XF0390
phoQ_Ecoli
PHCOQ_SALTY
P_gtuartii
Consensus

200
. .MGLIWNGTGNPNDEFPYTIYVMEDEAALGAQLRVE
THSVAVNVYPATSRMPRLTIVVVDTIPVELKSSYM
THSVAVNIYPATARMPQLTIVVVDTIPIELKRSYM
SKLDDMNHNDEP LTHSVSVVQYGATENLPPLTIVVVDTLPQDLQKTGL
g.l...... d..... tha!l.vn.y.at...P.ltivwvDt.p. . 1qg.

251 300
EQHPPELEPLTQSINAFIESERENLDRQRNTLADLAHSLKTPLAVLRTQL
PATTRELTSLVRNLNRLLKSERERYDKYRTTLTDLTHSLKTPLAVLOSTL
PETTRELTSLVRNLNQLLKSERERYNKYRTTLTDLTHSLKTPLAVLOSTL
ENPPYELRGLVRNLNNLLINERKRYSKYRTTLSDLTHSLETPLAVLOSTL
e..p.EL. .LvrnlN.1l.sERerydkyRtTL., DLEHSLKTPLAVLgSEL

Figura 23: Detalhamento do alinhamento entre as histidinas quinases de X. fastidiosa, E. coli, 8. typhimurium
e P. stuartii respectivamente, gerado pelo programa Muitiple Sequence Alignment {Corpet, 1988). A). O
dominio acidico de ligag8o a cétions divalentes ¢ mostrado em azul. B) Em amarelo € mostrado o residuo de
histidina conservado entre tals proteinas, responsdvel pela fosforitagdo e transferéncia deste grupo para o
aspartato da proteina reguladera. O alinhamento completo é mostrado no apéndice |
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7) Conclusoes

Foi um trabalho pioneiro com objetivos de caracterizagdo estrutural e
funcional para as proteinas Xf0389 e X{0390 que formam um dos sistemas de dois
componentes de X, fastidiosa.

Os genes Xf0389 e Xf0390 foram clonados em vetor pGEM-T-Easy e apés
confirmagdo da seqléncia, 0 gene Xf0389 foi subclonado satisfatoriamente em
vetores de expressdo (pET28a(+), pET29a(+) e pGEX4T-3). Apds transformagdo
de cepas para expressdo, o gene foi induzido e sua proteina foi obtida na sua
forma solivel em E. coli C43 (DE3) com vetor pET28a(+). Assim, foi desenvolvido
protocolo para cromatografia de afinidade por metal para a proteina Xf0389. A
cromatografia ainda ndo foi totalmente padronizada pelo fato da proteina se
apresentar parcialmente pura, porém para os presentes ensaios foi eficiente. A
proteina também foi caracterizada por meio de CD e ensaio de estabilidade
térmica.

A utilizagdo de técnicas de modelagem molecular, particularmente a
construgdo de modelos por homologia, auxiliou na interpretagdo dos dados
experimentais obtidos, de forma a permitir uma caracterizagéo estrutural preliminar
da proteina Xf0389 e também na identificagdo da subfamilia a qual a proteina
pertence:
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