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Resumo

A captacao de sulfato em Escherichia coli é dependente do transportador do tipo ABC (do
inglés, ATP Binding Cassete), SbpCysAWD, pertencente a um regulon que envolve 26
genes. Na auséncia de sulfato, a bactéria induz a expressdo de dois outros
transportadores ABC, o de proteinas do sistema de transporte de alcanosulfonatos
(SsuABCDE) e de sulfonatos alifaticos (TauABCDE), que sao responsaveis pela
captacéao, incorporacao e oxidagdo destes compostos a sulfito e aldeido. Embora nao
comprovado funcionalmente, Xanthomonas axonopodis pv. citri apresenta todos os genes
envolvidos neste regulon e, neste trabalho, dando continuidade a caracterizagdo do
transportador SsuABCDE, foi realizada pela primeira vez, a caracterizagcao estrutural e
funcional das enzimas SsuD e SsuE. Andlises bioquimicas associadas as analises de
bioinformatica e modelagem molecular, revelaram que as enzimas SsuD e SsuE
constituem um sistema de dois componentes, no qual a SsuD seria a 6xido-redutase
responsavel pela oxidacdo do NAD(P)H, seguida da reducao da FMN. A proteina foi
expressa e purificada a partir de células de E. coli com massa molecular de 39 kDa, e se
organiza na forma de um octdmero, conforme demonstrado por experimentos de
espalhamento de raios X a baixo angulo e ultra-centrifugacao. O modelo da estrutura tri-
dimensional da SsuD revela uma proteina com enovelamento barril-TIM, com
conservagao de residuos que permitem a oligomerizagéo e a interagdo com NAD(P)H,
mas nao com flavina. Ensaios enzimaticos mostraram que a SsuD liga NADP(Pbp) com
alta afinidade (0,21 uM) e é capaz de oxida-lo conforme os parametros cinéticos de Ky:
0.1877 uM ; Kot 7,192 87 Vina: 0.7911 uM/min; Kea/Kin: 3,8 x 10” m'S™. Ainda, foram
obtidos cristais da SsuD em diferentes condi¢cdes as quais estdo em fase de refinamento.
As andlises de bioinformatica da SsuE sugerem que ela seja a 6xido-redutase do sistema.
O trabalho ainda mostra a caracterizacdo da proteina Pbp de X. axonopodis, do suposto
sistema de transporte de fosfonatos. A Pbp foi expressa com massa molecular de 33 kDa,
e as analises espectroscopicas revelaram alteragcdes conformacionais na estrutura
secundaria na presenga de fosfonatos e fosfato, bem como aumentada estabilidade
térmica na presenca de espermidina, usada nos ensaios de cristalizagdo. Cristais foram
obtidos em diferentes condicdes e devem ser usados para os testes de difragcdo. Os
resultados apresentados neste trabalho revelam dados de proteinas e sistemas de X.
axonopodis ainda nao estudados e serdo importantes para direcionar futuros estudos
sobre a funcdo destas na bactéria, tanto em condigdes laboratoriais, como em testes in
vivo, durante infeccéo na planta.

Palavras chave: alcano sulfonatos; SsuD; SsuE; Oxido-redutases; Transportadores ABC;
Xanthomonas axonopodis pv. citri; sistema de captacao de fosfonatos;



Abstract

Sulfur uptake in Escherichia coli is dependent of the ABC transporter SbpCysAWD (ATP
Binding Cassete), which belongs to a regulon with 26 genes. In the sulfate absence, the
bacteria induces the expression of two other ABC transporters, for alkanesulfonates
(SsuABCDE) and aliphatic sulfonates (TauABCDE), which are responsible for the uptake
and oxidation of these compounds to sulfite and aldehyde. Although its functionality has
been not showed, Xanthomonas axonopodis pv. citri has all the genes involved in this
regulon, including the alkanesulfonate transporter and enzymes. In order to continue the
characterization of this transport, this work shows for the first time, the structural and
functional characterization of the proteins SsuD and SsuE. Biochemical analyses
associated to the bioinformatics and molecular modeling tools revealed that the SsuD and
SsuE form a two-components system, where SsuD is the oxidoreductase responsible for
the NAD(P)H oxidation followed by the FMN reduction. The protein was expressed and
purified from E. coli cells with a molecular mass of the 39 kDa and it is organized in a
octamer, such was demonstrated by the small angle scattering X-ray and ultra-
centrifugation assays. The tri-dimensional model of SsuD reveals a TIM barrel folding and
conservation of residues that allow the oligomerization and NADP interaction. Enzymatic
assays showed a high affinity binding of SsuD and NADP (0,21 uM) and that the protein
was able to obtain the cinetic parameters, such as Ky: 0.1877uM ; Koot 7,192 875 Vinay:
0.7911 pM/min; Kea/Ky: 3,8x 107 m™'S™. Indeed, SsuD crystals were obtained in different
conditions. The work still shows the charactrization of the Pbp protein, from X. axonopodis,
believed to be the fosfonate/fosfate binding protein. Pbp was expressed with a molecular
mass of 33 kDa, and spectroscopic analyses revealed conformational changes at the
secondary structure content in presence of fosfonates, as well as an increased thermal
stability in presence of spermidine, which was used for the crystallization trials. Crystals
were obtained but still not tested. All results presented in this work can bring some light to
the strategies that X. axonopodis uses for growth and infection and they will direct our
studies for laboratorial and in vivo analyses.

Key words: alkanesulfonates; SsuD; SsuE; Oxidoreductases; ABC transporters;
Xanthomonas axonopodis pv. citri; uptake phosphonate system;
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1. Introducao geral

O presente trabalho teve como tema a caracterizagdo estrutural e funcional das
proteinas SsuD e SsuE que pertencem ao transportador de alcano sulfonatos, possivel
regulon de captagao de enxofre em Xanthomonas axonopodis pv. citri (Xac), e da proteina
ligadora periplasmatica Pbp, supostamente envolvida com o transporte de fosfonatos.
Este trabalho é fruto de um projeto maior, que tem como objetivo a caracterizagdo
estrutural e funcional de todos os transportadores do tipo ABC de Xac.

Os transportadores do tipo “ABC” (ATP-Binding Cassete) sao sistemas de
transporte celular extremamente importantes, responsaveis principalmente pela
importacdo e exportagédo de substancias através da membrana, como também, regulagao
da transcricdo e traducado, reparo de DNA, resisténcia a drogas, patogenicidade e
ativacéo de respostas imunolégicas (DASSA, 2000; DAVIDSON et al , 2008). Em geral,
pelo menos 5% do genoma de bactérias corresponde aos componentes dessa familia
(HIGGINS, 2001), porcentagem que se mantém no género Xanthomonas (cerca de 4%),
confirmando a importancia destes transportadores nestas bactérias. Adicionalmente,
como descrito por muitos autores (LU et al, 2005; NIKAIDO et al, 1999; e LAWSON et al
, 1998), transportadores ABC presentes em eucariotos, também estdo envolvidos no
desenvolvimento de doencas genéticas como fibrose cistica e no fenbmeno de mudltipla
resisténcia a drogas em células cancerosas (LINTON, 2007).

Apesar do enorme interesse e da importancia destas proteinas, a caracterizacao
destes transportadores em Xac € ainda muito insipiente. Recentemente, nosso grupo
resolveu a estrutura da proteina periplasmatica ligadora de alcano sulfonatos, a SsuA,
cujo gene pertence ao operon ssuABCDE e precede os genes que codificam a proteina
de membrana SsuB e a ATPase SsuC. Juntas, estas proteinas formam o transportador
completo que capta alcano sulfonatos do periplasma e o transporta para o interior da
célula. Apds a incorporagao do alcano sulfonato, este deve ser reduzido internamente
para a assimilagdo (dessulfonagdo) do enxofre através da agdo das enzimas mono-
oxigenase e oOxido-redutase (SsuE e SsuD, respectivamente). Em continuacdo a
caracterizagao estrutural do componente periplasmatico, nosso grupo tem trabalhado na
caracterizacdo do sistema transportador completo expressando as proteinas de
membrana e ATPase conjuntamente, e neste sentido, a adicdo dos componentes
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citoplasmaticos é de fundamental importancia. Em Escherichia coli, tais transportadores e
0s genes citoplasmaticos fazem parte de um grande regulon com mais de 20 genes
(EICHHORN et al , 2000). Além do operon para captacao de alcano sulfonatos, foram
identificados no genoma de E. coli, transportadores para sulfato e taurina, bem como
todos os genes para a transformacao destes compostos e reducédo a enxofre. Estudos
realizados em nosso laboratério mostraram que em Xac, como em E. coli, quase todos os
ortélogos referentes aos genes do regulon estdo presentes, incluindo os transportadores
envolvidos no transporte de sulfato (sbpcysBCF), e sulfonatos alifaticos (tauABCDE).
Embora o mecanismo de assimilacdo de enxofre tenha sido bem caracterizado
funcionalmente em bactérias como E. coli e Salmonella typhimurium, ndo existe nenhuma
caracterizacao destes sistemas em Xac, tanto do ponto de vista estrutural como funcional.

Em virtude da dificuldade inicial de se obter as proteinas SsuD e SsuE na forma
soluvel, adicionamos ao projeto mais uma proteina, também relacionada aos
transportadores ABC, a proteina Pbp (identificagdo génica: 21243117- Xac2383)
envolvida nos sistema de captacao de fosfato/fosfonatos, o qual também nao foi
caracterizado em Xanthomonas. Diferentemente do sistema de alcano sulfonatos, onde
as proteinas alvo sao enzimas citoplasmaticas que convertem o substrato transportado, a
Pbp é a proteina periplasmatica que confere a afinidade e especificidade ao sistema
transportador.

2. Revisao Bibliografica

2.1. Relatando o problema: Xac e o cancro citrico

Xac pertence ao Reino Bactéria, Filo  Proteobacteria,  Classe
Gammaproteobacteria, Ordem Xanthomonadale, Familia: Xanthomonadaceae e género:
Xanthomonas. Caracteriza-se por ser gram-negativa e com flagelo polar, aerébica
quimiotrofica estrita que possui o oxigénio (O,) como aceptor final de elétrons. Utiliza
acucares concentrados nas plantas, como glicose, sacarose, frutose, xilose e galactose
como fontes de carbono (TUNG e KUO, 1999; KIM, et al , 2004). Suas colbnias sao
usualmente amarelas como resultado da produgdo do pigmento conhecido como
xantomonadina, e sua temperatura 6tima de crescimento é 28 a 30°C (DAS, 2003).
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Xac é um fitopatdégeno de grande interesse porque é o agente causador do cancro
citrico. Doenca originaria na Asia, mas que atualmente é endémica em paises da América
do Sul como Argentina, Brasil, Paraguai e Uruguai. Existem trés diferentes tipos de cancro
citrico causado por diferentes patovares e variantes de Xanthomonas axonopodis. Nosso
interesse € estudar o patovar citri, responsavel pela cancrose mais severa, isto é, o tipo A
(DAS, 2003). Por conta da grande difusdo de Xanthomonas axonopodis pv. citri nos
pomares de diferentes espécies de citrus, grandes investimentos anuais sao feitos na
tentativa de prevenir a propagacao e a descoberta da fisiopatologia do cancro citrico. No
Brasil, a mesma foi reportada primeiramente em 1957, na regido de Presidente Prudente
(FUNDECITRUS - Pbp.fundecitrus.com.br).

Geralmente a infeccdo no citrus ndo é algo uniforme e se manifesta com o

desenvolvimento da planta e em estagbes climaticas mais quentes. Embora a via de
entrada da bactéria na planta seja a folha, os frutos sdo mais susceptiveis ao cancro e
nestes a doenga se manifesta de forma mais severa (STALL et al, 1983).

A dispersdo da doenca e infecgcdo de areas pode variar muito, dependendo de
condi¢des climaticas. Na Argentina, por exemplo, algumas areas contaminadas chegam a
30 m de diametro, mas ja foram reportados casos de disseminacao a mais de 15 km. O
espalhamento regional, como no caso argentino, € caracterizado pelo movimento humano
nas lavouras e uso de equipamento contaminado em pés de plantas ainda nao
contaminadas. Isto faz com que a Xac seja altamente patogénica (BRUNINGS et al ,
2003).

A principal caracteristica da cancrose € a hiperplasia do tecido vegetal sendo que
apds a invasao do estbmato da planta, a bactéria Xanthomonas axonopodis pv. citri €
capaz de causar pequenas lesbes circulares que sdo como pequeninas postulas
amareladas e brancas que apresentam um progressivo escurecimento (Figura 1A e B). A
partir dai, as lesdes se tornam rodeadas por agua e pode ou ndo desaparecer no decorrer
da patologia vegetal. Além disso, a bactéria passa a produzir polissacarideos que
embebem as lesbes 0 que evita sua exposicdo no ambiente e a sua permanéncia no
local. E sabido também, que a mesma necessita de uma 6tima temperatura para a
invasdo no tecido vegetal e, favorecida pelas condi¢des tropicais existente no Brasil, o
que a favorece a permanéncia de Xac nas margem das lesdes até o momento apropriado
(BRUNINGS et al , 2003; GRAHAM et al, 2004; DAS, 2003). O fato relevante no ciclo de
infeccdo desta bactéria endémica € que a mesma permanece no local das infecgdes
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antigas, facilitando a perpetuacdo em outras areas enquanto ataca as novas areas
(BRUNINGS et al, 2003; DAS, 2003).

Interessados em identificar um mecanismo de controle do microrganismo através
da compreensao da fisiologia da bactéria, pesquisadores brasileiros foram responsaveis
pelo sequenciamento do genoma das espécies Xanthomonas axonopodis pv. citri e
Xanthomonas campestris pv. campestris (Xcc) (Da SILVA et al , 2002). O genoma de
Xac, com 5.175.554 pares de bases, codifica um grande numero de enzimas para
degradagéao de parede celular, transporte de agucares, fatores de viruléncia e sistemas de
secrecdo. Adicionalmente foi observado que, como previsto para bactérias, 4% do
genoma de Xac e também de Xcc, codificam para sistemas transportadores do tipo ABC.
Apesar de filogeneticamente proximas e compartilharem mais de 80% dos genes, tais
bactérias apresentam diferengas signicativas em relagdo a especificidade e patogénese
de hospedeiros (da Silva et al , 2002). A andlise minuciosa revelou que alguns
transportadores sao especificos de cada espécie e a fungao/caracterizagdo destes seria
fundamental para a compreensdo do papel dos transportadores nos mecanismos
diferenciais de infeccao e patogénese.

Figura 1 Sintomas do cancro citrico em folhas de laranja. A) Areas em amarelo: area
necroética (STALL, et al, 1983). B) Laranjas infectadas com Xac apresentando patologias no
tecido vegetal. Fotografia retirada do site da Fundacdao de Defesa da Citricultura. (
www.fundecitrus.com.br).
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2.2. Transportadores do tipo ABC e Xanthomonas axonopodis pv. citri

Transportadores ABC (do inglés ATP-Binding Cassette) acoplam a hidrélise de
ATP a captacdo e efluxo de solutos através da membrana celular, tanto em células
eucariotas como em bactéria. Em células eucariotas esses sistemas sdo exportadores e
associados a secregcdao de varias moléculas como peptideos, lipideos, drogas
hidrofobicas, polissacarideos, proteinas e toxinas e ao fenédmeno de mdltipla resisténcia a
drogas. Em bactéria sado sistemas importadores relevantes na viruléncia porque
participam na captagéo de nutrientes e na secregao de toxinas e agentes antimicrobianos
(TAM e SAIER, 1993; DAVIDSON, 2008). Os nutrientes em procariotos sdo de natureza
diversa como oligossacarideos, ions organicos e inorganicos, aminoéacidos, peptideos,
metais, cations, vitaminas, entre outros. Ainda existe uma terceira categoria, além dos
importadores e exportadores, aparentemente envolvida na tradu¢do de mRNA e reparo
DNA (DAVIDSON et al, 2008).

Binding protein
ModA)

Figura 2 Representacdao em “cartoon” do sistema ABC importador de molibdato de
Archaeoglobus fulgidus evideciando os trés componentes basicos: proteina periplasmatica
(em vermelho), proteinas de membrana (amarelo e azul) e ATPases (verde e rosa). Retirado
de HOLLENSTEIN et al. (2007).

Devido a sua importancia e variedade de fungdes, este grupo de proteinas tem

sido extensivamente estudado tanto do ponto de vista funcional como estrutural em uma
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série de organismos. Até o final de 2007, foram resolvidas 91 estruturas cristalinas dos
componentes de 45 transportadores ABC distintos, provenientes de diferentes tipos de
bactérias. Trinta e cinco estruturas sao de proteinas ligadoras (SBPs); 56 estruturas sao
de dominios ligadores de nucleotideos ou ATPases (NBDs) e 21 estruturas sao de
transportadores inteiros de diferentes tipos de sistemas ABC (MOUSSATOVA et al ,
2008).

Os transportadores ABC consistem de dois dominios trans-membrana

(transmembrane domains, TMDs), responsaveis pela translocacdo do substrato, e dois
dominios citoplasmaticos conhecidos como dominios ligadores de nucleotideos
(Nucleotide-binding domains, NBDs), respolsaveis pela hidrolise do ATP, também
conhecidos como dominios motores que guiam o transporte ativo contra um gradiente de
concentracao. Os NBDs contém motivos altamente conservados denominados Walker A e
Walker B, constituidos pelos aminoacidos GxxGxGKS/T (onde x refere-se a qualquer
aminoacido) e ¢oopdD (¢ refere-se a residuos hidrofébicos), respectivamente. Tais motivos
delimitam concavidades na qual a molécula de ATP se acomoda (DAVIDSON, 2008).
Em relacdo a subunidade TMDs, a conservagao estrutural, sempre em forma de hélices
trans-membrana, que variam em numero e organizagao, nao é refletida em sequéncia de
aminoacidos. TMDs constituem um poro que atravessa a membrana celular (tipica
proteina integral de membrana) formando o caminho em que o substrato percorre para
chegar ao interior da célula. Isto mostra como este canal é capaz de transportar os mais
diversos tipos de substratos (HOLLENSTEIN et al, 2007 e KOS et al, 2009). Geralmente,
as proteinas que formam o poro por onde o substrato é translocado podem assumir a
conformagéao "interna" (inward) quando a permease fica aberta ao interior da célula ou
"externa" (outward), quando a permease esta aberta para o exterior (Figura 3). No caso
de transportadores do tipo importadores, presente em procariotos, ainda existe um
terceiro componente, que é a proteina periplasmatica ligadora, cuja fungdo consiste em
reconhecer o substrato, capturd-lo e entrega-lo na face externa do transportador
(HOLLENSTEIN et al, 2007) (Figura 4).
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Figura 3 Esquema mostra a interacéo entre as subunidades de membrana com os dominios
NBDs ligados ao ATP que através da hidrolise do ATP conduz alteracdes conformacional
do componente de membrana permitindo com que o substrato seja translocado pelo canal
transmembrana (Locker 2009).

Figura 4. Representacdo em cartoon do mutante da proteina periplasmatica ligadora de
molibdato do sistema de transporte do tipo ABC de Xac, resolvida pelo nosso grupo (PDB:
3GZG; SANTACRUZ et al, 2006). O molibdato é representado em amarelo no interior da
fenda, sitio de ligacdo da proteina. Os dois dominios sdao formados por folhas betas
circundadas por hélices-alfa em cada lobo, caracterizando a topologia o/B, peculiar deste
grupo protéico.

Como citado anteriormente, ap6s o sequenciamento do genoma das bactérias
Xanthomonas axonopodis pv. citri e Xanthomonas campestris pv. campestris, foi possivel
identificar, através de comparagdes de sequéncias e busca de ortdlogos, varios genes
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codificadores de transportadores do tipo ABC. A busca em principio, baseou-se
primeiramente nas proteinas ligadoras de nucleotideos, que apresentam dominios
altamente conservados e sequéncia assinaturas, e a partir destas, na busca pelos
componentes periplasmaticos e de membrana. Em geral, os genes que codificam tais
transportadores apresentam-se em um operon regulados por um mesmo promotor, mas é
possivel encontrar genes que codificam para as ATPases isolado no genoma. Isto porque,
tem sido mostrado que transportadores diferentes podem usar uma mesma ATPase.
Segundo o sitio "Membrane Proteins”
(http://Pbp.membranetransport.org/other_family.php?fFID=ABC&00ID=xaxo1), em
Xanthomonas axonopodis sao descritos cerca de 24 transportadores diferentes, dos quais
12 sdo caracterizados como importadores (fosfato, sulfato, molibdato, tolueno, ferro,
oligopeptideos, entre outros). Os demais sdo considerados exportadores por nao
apresentarem as proteinas periplasmaticas, ou por apresentarem alta homologia com
ortélogos bem caracterizados. Com o inicio do programa SMolBNet para desenvolvimento
de nudcleos de pesquisa na area da Biologia Estrutural no Estado de S&o Paulo, nosso
grupo focou na identificacdo de proteinas periplasmaticas ligadoras e a partir destas
buscou os sistemas completos. A busca revelou cerca de 18 proteinas ligadoras
distribuidas em diferentes sistemas de transporte que nao necessariamente sao
conservados em X. campestris (Figura 5). Estas proteinas vem sendo estudadas tanto do
ponto de vista estrutural como funcional pelo nosso grupo (BALAN et al, 2006,
SANTACRUZ-PEREZ et al, 2006, BALAN et al, 2008 e SANTACRUZ-PEREZ et al, em
preparacao, MOUTRAN et al, 2004; MOUTRAN et al, 2007; BALAN et al, 2008). Em
comum, estas proteinas mostram estruturas tri-dimensionais formadas por dois dominios
que abrem e fecham formando uma fenda para a captagdo do ligante, bem como
alteragbes estruturais decorrentes da interacdo. As proteinas pertencentes aos
transportadores em Xac apresentam alta identidade de sequéncia com ortélogos de
fitopatdgenos (maior que 90%), incluindo Xylella fastidiosa, sugerindo que os dados
obtidos podem ser usados como referéncia para tais bactérias. Por outro lado,
demonstram ser distintas de outros sistemas encontrados em enterobactérias, arqueas e
organismos extremdéfilos, o que sem duvida, os torna interessante para o estudo e

analises comparativas.
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Figura 5 Comparacao de transportadores ABC do tipo importadores completos encontrados
no genoma das bactérias fitopatogénicas X. axonopodis e X. campestris.

A analise comparativa do numero e tipos de transportadores no genoma de diferentes
bactérias, revelou que Xanthomonas axonopodis e Xyllela fastidiosa, em geral,
apresentam o menor numero de transportadores por Mb de genoma quando comparados
com E. coli e algumas bactérias de solo (Tabela 1). Adicionalmente, € possivel verificar
que dentre os transportadores dependentes de ATP, os transportadores do tipo ABC sao

maioria, o que mostra a importancia destes sistemas.
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Tabela 1. Relacdo do numero de transportadores do tipo ABC com sistemas de transporte
geral encontrados em diferentes bactérias, incluindo X. axonopodis.
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Apesar de estes numeros revelarem a importancia de tais sistemas, poucos ou
inexistentes sao os estudos funcionais in vivo sobre tais transportadores em
Xanthomonas que possam associa-los aos mecanismos de infeccdo ou patogénese.
Neste sentido, nosso grupo tem buscado a caracterizagéo de alguns componentes destes
sistemas e este trabalho faz parte deste estudo.

2.3. O sistema de transporte do tipo ABC para captacao de enxofre e
derivados: o regulon cys encontrado em Xac

2.3.2. Transporte e Metabolismo de Enxofre

Os sistemas de transporte ativo de nutrientes como enxofre, sdo essenciais para a
sobrevivéncia de qualquer célula e dependem do correto funcionamento de proteinas que
se encontram associadas a membrana citoplasmatica (RECH et al, 1996). A assimilagao
do enxofre em bactérias ocorre por intermédio de diversos sistemas de transporte,
inclusive os transportadores ABC. Em E. coli, o enxofre pode ser incorporado pelas vias
de captacao de taurina, sulfonatos alifaticos, sulfato e tiosulfato, pertencentes ao regulon
cys composto por 26 genes (KERTESZ, 1999; EICHHORN et al, 1999, 2000, 2001 e
2002; STEC et al, 2006). Em geral o metabolismo de enxofre é distinto em 3 aspectos
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detalhados: sintese de aminoacidos (cisteina e metionina) e coenzimas que contém
enxofre ou grupos prostéticos; catabolismo e equilibrio da quantidade de enxofre presente
nas moléculas; e reciclagem de metionina (pois ela é o primeiro residuo de aminoacido
das proteinas). Além disso, a aquisicao de sistemas especializados de captagdao de
enxofre em Xac garante sua sobrevivéncia no solo (de plantacées de citrus) onde a
concentracdo de alcano sulfonatos € maior do que em outros ambientes naturais. Isso é
favoravel ao crescimento celular e a adaptacdo em ambientes adversos tendo em vista
que muitos genes induzidos na caréncia de enxofre sdo dependentes da concentragéo do
mesmo no interior celular (SEKOWSKA et al, 2000, KERTESZ, et al, 1999).

Em E. coli, trés transportadores ABC estao envolvidos em vias de assimilagao de
enxofre e encontram-se em um Unico regulon. Aparentemente, X. axonopodis conserva
todos os genes deste regulon, com excegdo do regulador transcricional (Figura 6). O
derivado de enxofre preferencial a ser transportado para dentro da célula é o sulfato
(SO,%) através da proteina periplasmatica Sbp que o transporta até a proteina de
membrana (cysT). Dentro da célula ele é reduzido & sulfito (SO52), pela acdo de proteinas
codificadas pelo sistema cys. Outros estados de oxidacdo do enxofre como o tiosulfato
(S:05%") também podem ser encontrados (SEKOWSKA, et al, 2000; STEC et al, 2006), e
o sistema de captacao deste componente é o0 segundo a ser ativado, através da captacao
pela proteina ligadora periplasmatica CysP, que utiliza 0 mesmo sistema de permeases
da proteina Sbp, CysT e CysW, e a ATPase CysA. Na limitagdo de cisteina, sulfato ou
tiosulfato, duas outras vias alternativas podem ser ativadas: a via de transporte de alcano
sulfonatos (R-C-SOj3) através do operon ssu (Sulfonate-Sulfur Utilization), seguida pela
via de transporte de taurina (C,H;NO3S) pelo operon tau (Taurine-Sulfur Utilization)
(STEC et al, 2006). Eichhorn e colaboradores (2000) mostraram através da obtencao de
mutantes destes transportadores, que ambos formam distintos sistemas de transporte do
tipo ABC para captagédo de alcano sulfonatos, sendo o sistema ssu capaz de captar e
desulfonizar uma gama muito maior de substratos do que o sistema tfau, o qual é
especifico para taurina. A ocorréncia difundida de sulfonatos em ambientes naturais
sugere que uma variedade de bactérias possa ter evoluido baseadas na capacidade de
degrada-los tanto como fontes de carbono ou de enxofre, sobretudo, Xac, que
genuinamente é um organismo encontrado em solo e plantas (KERTESZ, 1999).
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Figura 6 Genes do regulon cys presente em Escherichia coli K12 (caixa cinza) e o
correspondente encontrado em Xanthomonas axonopodis pv. citri. Genes cujas identidades
foram abaixo de 20% foram mostrados com (?).

Muitas vezes, quando a célula bacteriana encontra-se em rigorosa deplecédo de
moléculas e micronutrientes vitais, ha o acionamento de um mecanismo conhecido como
“controle rigoroso” (stringent control), onde diversos eventos metabdlicos sdo suprimidos
(incluindo a replicacdo do DNA, sintese de carboidratos, lipideos, nucleotideos, peptideo
glicanos e intermediarios glicoliticos) e outros sdo estimulados (como a sintese protéica).
Assim, a célula se manifesta de forma preparada para resistir as privagdes nutricionais
(VOET et al, 1995). Nessas condicbes é que o sistema transportador de alcano sulfonatos
mostra-se importante para manter as fung¢des vitais, priorizando o direcionamento destes
componentes para a sintese de residuos de aminoacidos que contenham enxofre,
metionina e cisteina.

O produto génico SsuA tem a funcdo de ligante periplasmatico, enquanto que as
proteinas SsuB e SsuC representam proteinas ligadoras de ATP (NBDs) e as proteinas
trans-membrana formadoras do poro (TMD), respectivamente. Uma vez incorporado, o
alcano sulfonato também deve ser metabolizado para a obtencado de outros produtos e
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enxofre. A proteina SsuD em E. coli ¢ uma mono-oxigenase que catalisa a conversao de
sulfonatos em aldeido e sulfito (desulfonizagdo). Esta enzima utiliza a FMNH, (Flavina
mononucleotideo reduzida) como fonte de elétrons, a partir da atuacdo da SsuE, que
reduz a flavina mononucleotideo (FMN) utilizando o NAD(P)H (nicotinamida adenina
dinucleotideo fosfato) (EICHHORN et al, 2002), numa reacao acoplada.

Para isso, além da importacdo dos alcano sulfonatos pelo sistema transportador
do tipo ABC, as enzimas mono-oxigenase e 6xido-redutase atuam em conjunto garantindo
a incorporagao do produto da reagdo enzimatica no metabolismo. Nota-se também, que
na sequéncia de aminodcidos das enzimas mencionadas, residuos de cisteina e
metionina estdo ausentes ou em numero bem reduzido, um indicio de que essas
proteinas sdo sintetizadas em estado de caréncia nutricional de micronutrientes.

As proteinas do operon ssu sdo conhecidas como SSI (Starvation-Induced
Proteins) e sdo ativadas por meio de um organizado e complexo sistema presente no
regulon cys, que normalmente ndo é ativado quando a célula encontra-se em ambientes
com niveis normais de enxofre e quantidades suficientes de cisteina e metionina
intracelular. Dentre os componentes deste sistema do regulon cys, destaca-se a proteina
CysB. Seu papel foi caracterizado na assimilacdo de sulfato inorganico, sendo também
necessario na expressao de sistemas envolvidos no transporte e metabolismo de ésteres
de sulfato e em sulfonatos, tanto em bactérias entéricas quanto em Pseudomonas. Desta
forma, ela realiza o controle do metabolismo de enxofre em larga escala (KERTESZ,
1999; PLOEG et al, 2001). A proteina CysB, um homodimero de 36 kDa, pertence a
familia do regulador transcricional do tipo LysR e que com o auxilio de moléculas co-
indutoras pode atuar como indutor do promotor génico dependente de N-acetilserina,
produzida em ocasides de baixa concentragdo de cisteina intracelular (KREDICH, 1996;
KERTESZ, 1999). Além disso, a CysB regula a expressdo dos genes cys responsaveis
pela metabolizacdo dos diferentes niveis de oxidagdo do enxofre tendo um papel de
regulador global. Entretanto, para que a transcrigao dos operons relacionados aos alcano
sulfonatos — tauABC e ssuEADCB - ocorra, € necessario a transcricio de uma outra
proteina conhecida como Cbl (CysB like protein) que ira atuar como um ativador
transcricional para ambos os éperons, mas principalmente para ssu, onde a proteina
CysB inicialmente é um repressor. Sendo a proteina Cbl um integrante do regulon cys, a
sua transcricdo é regulada positivamente pela proteina CysB, como também parte da
familia do regulador transcricional do tipo LysR. A identidade de sequéncia entre Cbl e
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CysB é de 45% (PLOEG, 2001; KERTESZ, 1999). Logo, evidencia-se o duplo papel da
proteina CysB: um fator de transcricdo que modula positivamente o sistema cys e
negativamente o sistema ssu. Entretanto, em situa¢des de caréncia, a propria CysB
atuara na sintese da Cbl e do operon ssu. Caracterizagoes estruturais ja foram realizadas
para as proteinas Cbl, CysB, SsuD e TauD de E. coli (STEC et al, 2006; TYRREL et al,
1997; EICHHORN et al, 2002; ELKINS et al, 2002, respectivamente).

233.SsuD e SsuE: o sistema dois componentes envolvidos na
dessulfonacao dos alcano sulfonatos ( sulfonatos alifaticos)

A organizacdo dos genes responsaveis pela captacao de alcano sulfonatos é
estabelecida no operon ssuEADCB. Em todas as espécies estudadas, o operon ssu
contém genes que codificam para o sistema de transporte do tipo ABC que promovem a
captacdo de alcano sulfonatos dentro da célula (KERTESZ, 1999), bem como as
proteinas citoplasmaticas (EICHHORN et al, 2000; VAN DER PLOEG et al, 2001). No
genoma de Xac o gene XAC3199 (identificagcdo génica: 21240774), pertence ao operon
SSsuABCDE e teve sua fungcdo anotada como codificador de uma 6éxido-redutase, a
proteina SsuD (que em E. coli seria a SsuE), enzima dependente de NADPH
(nicotinamida adenina dinucleotideo fosfato) que catalisa a reducao de flavina. A fungao
da proteina SsuE em Xac (equivalente a SsuD em E. coli) (gene XAC3200, identificagao
génica: 21240774), estd anotada como componente A da nitrilotriacetato mono-
oxigenase, membro da familia das mono-oxigenases que requerem a flavina reduzida
para sua atividade (VAN DER PLOEG, 2001). Assim, baseado na caracterizagcao de
Eichhorn et al (1999), as proteinas mono-oxigenase e Oxido-redutase formam o sistema
responsavel pela redugéo das flavinas com NAD(P)H, fornecendo elétrons para o alcano
sulfonato seja oxidado a sulfito e aldeido (EICHHORN et al, 2000; PLOEG et al, 2001)
(Figura 7).
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Figura 7 Reacdao de desulfonizacdo (reducdao do alcano sulfonato a sulfito e aldeido,
realizada em E. coli pelas proteinas SsuD e SsuE (EICHHORN et al, 1999). Atentar para o fato
de que SsuD e SsuE de E. coli apresentam nomenclatura trocada em Xac.

Nos ultimos anos alguns grupos tém reportado a caracterizagdo dessas enzimas
do ponto de vista funcional, mas poucos sobre dados estruturais. Até o presente momento
sdo encontradas duas estruturas depositadas no PDB (Protein Data Baking) que
correspondem ao componente mono-oxigenase: SsuD de E.coli (1M41) (EICHHORN et
al, 2002) e LadA de Geobacillus thermodenitrifican (3B9O) (LI et al, 2008).

Em relagcao ao papel funcional da 6xido-redutase, sabe-se que ha um mecanismo
de ordem sequencial, onde primeiramente esta enzima liga-se ao NAD(P)H como um
primeiro substrato seguida da ligacdo a FMN (GAO et al, 2007) com uma afinidade
relativamente alta (Ky): 0.015 uM. Apés a reducao da FMN como substrato (FMN ->
FMNH,) (GAO et al, 2007), esta € transferida para a mono-oxigenase, que oxida o alcano
sulfonato liberando NADP e FMN (GAO et al, 2005) (Figura 8).

flavina
NADP* FMNH; —— »  FMNH; RCH,S0;
SEUEX transferéncia SsuD
NADPH + H* FMN FMN RCHO + SO,

0: H,0

Figura 8 Funcao da enzima SsuE (6xidoredutase) evidenciando o mecanismo de ordem
sequencial, primeiramente a oxidacao do NAD(P)H e, posteriormente a reducao da FMN e
sua transferéncia ao componente mono-oxigenase (SsuD) ( GAO et al, 2005). Em Xac a
nomenclatura de SsuD e SsuE é trocada.
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Abdurachim et al (2006) evidenciaram através dos experimentos de 'cross-linking'
e cromatografia de afinidade a niquel que as enzimas SsuD e SsuE interagem formando
um canal molecular com o intuito de proteger a oxidacdo da FMNH, em virtude da sua
baixa estabilidade. Através de experimentos utilizando dicroismo circular, também foi
evidenciada a interagdo direta entre a mono-oxigenase e a Oxido-redutase por
modificagdo do ambiente do sitio ativo da éxido-redutase favorecendo uma interagao
entre ela e a FMN.

A mono-oxigenase do sistema em presencga do oxigénio e da FMNH,, promove o
ataque as ligagdes C-S do alcano sulfonato culminando na geracao de aldeido e sulfito
(EICHHRON et al, 1999; ZHAN et al 2008). A afinidade com que esta enzima interage
com a FMNH, é de 0.32 uM e para o alcano sulfonato é de 17.5 uM. Para que ocorra a
reacdo de dessulfonacdo, novamente se observa um mecanismo de ordem sequencial,
onde primeiramente, mono oxigenase se liga a FMNH,, induzindo alteragbes
conformacionais que culminardo na interagdo com o alcano sulfonato. Em seguida, o
intermediario da FMN: C4a-(hidro)peroxiflavina (intermediario para reagbes com mono-
oxigenases dependentes de FMN) realiza o ataque nucleofilico ao alcano sulfonato
(ligacao C-S) (ZHAN et al, 2008) (Figura 9).

2 0
2
o, ] RCH,S0; , SsuD-FMNH,-RCH,803 _| 3
SsuD —~— SsuD-FMNH; “ ™ SsuD-FMNOOH-RCH,S0;
e
Il 0, ™ SsuD-FMNOOH / RCHO
3 2
SsuD-FMNH RCH;S0; 4 § S0y
(Complexo SsuD-FMNOH
inativo) t\-Ho
2
SsuD-FMN

Figura 9 Mecanismo de reacao da enzima SsuD de E. coli (mono-oxigenase dependente de
FMN) evidenciando o mecanismo de ordem sequencial: 1) primeiramente ligacdao a FMN com
a formacao de um complexo ou complexo inativo, 2) ajuste conformacional para interacao
com alcano sulfonato,3) intermediario de FMN na presenca de O:zrealiza o ataque
nucleofilico ao alcano sulfonato (C-S): 4) aldeido + sulfito e SsuD+ FMN e H20 ( ZHAN et al,
2008).
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Aparentemente, todos os genes que codificam proteinas das principais vias de
captacao de sulfato e sulfonatos para o interior da célula estdo presentes em Xac, mas a
funcionalidade destes sistemas ainda nao foi demonstrada. Estes dados revelam a
importancia da caracterizagcdo das proteinas envolvidas no processo de transporte de
alcano sulfonatos, bem como o estudo funcional do sistema de captacdo de
sulfatos/sulfonatos de forma geral e especifica. Neste contexto, o estudo das enzimas
SsuD e SsuE servira como ponto de partida para a caracterizagdo completa do sistema e
sua funcionalidade em Xac.

2.4. A proteina ligadora periplasmatica Pbp: um componente do sistema
transportador de fosfato ou fosfonatos

2.4.1. Proteinas ligadoras e a Pbp de Xac

As proteinas ligadoras sdo o0s componentes responsaveis pela afinidade e
especificidade dos sistemas transportadores tipo importadores, uma vez que capturam os
substratos a serem transportados. Em bactérias gram-negativas, a proteina
periplasmatica € sollvel e encontra-se livre no periplasma enquanto que em bactérias
gram-positivas sao encontradas na forma de lipoproteinas ancoradas a face externa da
membrana citoplasmatica (DASSA, 2000).

As estruturas de proteinas periplasmaticas resolvidas por cristalografia, revelam
que apesar da baixa identidade de sequéncias, estas proteinas conservam o tipo de
enovelamento que é peculiar. Geralmente possuem dois dominios, conhecidos como N e
C- terminal que sdo conectados por uma ou mais cadeias polipeptidicas. Entre estes,
forma-se uma fenda onde o ligante alvo é encaixado. Os residuos de aminoacidos
presentes na regiao do sitio de ligagdo promovem interagées com o ligante baseadas em
ligacbes de hidrogénio e interagbes Van der Waals (DAVIDSON et al, 2008). Se
compararmos 0s sitios de ligagao das proteinas ligadoras de molibdato, sulfato e fosfato
pode-se observar a presenca de residuos carregados cujas cargas dos anions sao
neutralizadas por dipolos criados por hélices alfa do dominio N — terminal que estéo
situadas no sitio de ligacao das proteinas periplasmaticas (PAU et al, 2002). Além disso,
se nos basearmos na estrutura da proteina ligadora de fosfato de E. coli, a mesma possui
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residuos de aminoacidos de carga oposta ao ligante o que garante que o sitio de ligacao
seja atrativo para o ligante algo (LEDVINA et al, 1998).

Apesar da grande quantidade de informacdes sobre estas proteinas, ainda existem
muitas questdes alvo de estudos: i) como as proteinas ligadoras reconhecem o ligante; ii)
como ocorre a interacdo e a termodindmica desta; e iii) qual € a natureza das
modificagbes conformacionais durante a captagéo e entrega do ligante. De modo geral, as
proteinas ligadoras, quando na auséncia do ligante apresentam uma abertura maior dos
seus dominios, tendo um maior contato com o solvente. Diferentemente, apds a interagéo
com a molécula a ser transportada, ocorre o fechamento dos dominios para
internalizacao do ligante na fenda, de forma a promover os contatos com a proteina, como
também permitir o contato entre os dominios (DAVIDSON e CHEN, 2004; WILKISON e
VERSCHUEREN, 2003; MILLER et al, 1983, LEVEDINA et al, 1998). A ModA de Xac
(PDB:2H5Y) apresenta uma topologia o/ que na presenca do anion tem seus lobos
totalmente compactados, o que reflete em um sutil aumento de estrutura secundaria e
resisténcia a estabilidade térmica. Adicionalmente, foi demonstrado que residuos mutados
na regiao de entrada do sitio de ligagdo podem impedir a interacao entre os dominios e
sua capacidade de interacdo com o molibdato (SANTACRUZ-PEREZ et al, dados néo
publicados).

Assim, as proteinas periplasmaticas reconhecem o ligante a ser transportado com
alta afinidade devido a mediacdo de ligacdes de hidrogénio. Segundo Davidson et al
(2008), essa afinidade é variavel entre 0.01 a 1 uM, além de concentragbes sub-
micromolares. A abrangéncia mais estrutural conferida pelo trabalho de Hu et al (1997),
expde que interagdes dipolo-dipolo com o grupo amina da cadeia principal, ou com
hidroxilas da cadeia lateral dos residuos de aminoacidos, o tamanho do sitio de ligacao,
as cargas dos residuos presentes no sitio de ligagao, o volume do sitio de ligagéo e o
estado de ionizagdo dos ions em pH fisiolégico, sdo os principais determinantes para a
discriminacao e especificidade das proteinas ligadoras entre os diferentes compostos
existentes no espaco periplasmatico da célula bacteriana (DAVIDSON et al, 2008; PAU
et al, 2002).

Segundo Millet et al. (2003), existe uma relagéo direta entre o angulo de abertura
dos lobos e a afinidade da proteina pelo substrato alvo e que, quanto menor esse angulo
possivelmente maior seria a afinidade em termos de K, Sendo assim, poderiamos

constatar que a afinidade do ligante € dependente ndo somente dos residuos presentes
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no sitio de ligacado e sua interacéo através de forgas intermoleculares, mas do equilibrio
entre abertura e fechamento dos dominios da proteina (DAVIDSON, 2008).

Ainda tem sido demonstrado que a especificidade e afinidade do ligante pelo
sistema, sdo importantes para estimular a atividade da ATPase (KOS E FORD, 2009), as
proteinas periplasmaticas além de garantirem, no caso do transportador de maltose, a
atividade da ATPase é impedida na auséncia do agucar. Quando na presenga do ligante,
ocorrem mudangas conformacionais que permitem a proteina ligadora interagir com o
mesmo, e com a permease, de forma que sinais sdo enviados para a hidrélise do ATP.
Desde meados da década de 1990 quando emergiram as primeiras informagdes a
respeito do sistema transportador de maltose, a grande questédo foi determinar qual seria
0 mecanismo de comunicagao entre o complexo de proteinas que permite a hidrélise do
ATP somente na presencga do ligante alvo ligado a proteina periplasmatica.

Apds muitos anos de estudo com trabalhos de diferentes grupos de pesquisa a
resposta para este mecanismo dindmico comegou a emergir. Apos a caracterizagdo do
sistema transportador de molibdato de Archaeoglobus fulgidus por Hollenstein et al
(2007), e com os trabalhos sobre o transportador de maltose de E. coli desenvolvidos por
Chen et al (2001), Davidson e Maloney (2007) e, mais recentemente, Oldham et al (2008),
chegou-se a uma série de informagdes que parecem comuns aos transportadores: (i) a
proteina periplasmatica apresenta seus lobos fechados quando o ligante esta enterrado
no sitio de ligacao e isso lhe confere uma compactacao molecular (Figura 10 passo 1).
Com isso, a menor energia livre estd associada com a reorganizagao do transportador de
membrana (TMDs), que se abre para a superficie periplasmatica. De forma simultédnea, a
interacdo entre a proteina periplasmatica e a TMD, é seguida de alteragdes
conformacionais que levam ao fechamento do dimero NBD na regido citoplasmatica
(Figura 10, passo 2). Mediante o fechamento do dimero, uma molécula de ATP é
hidrolisada ao tempo que novas alteragbes conformacionais nas TMDs resultam na
abertura dos lobos da proteina periplasmatica, que passa a um estado de menor afinidade
com o seu ligante de forma a libera-lo para o transporte através da membrana (Figura 10,
passo 2). Neste momento a proteina periplasmatica se desliga do transportador e uma
nova molécula de ATP ¢é hidrolisada. A presenga de ADP + Pi faz com que os dimeros de
NBDs, instaveis, sejam separados para o inicio de mais um ciclo de transporte por esse
sistema (Figura 10, passo 3).
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Figura 10 Representacao esquematica do mecanismo do funcionamento do sistema de
transporte do tipo ABC de maltose criado por Oldham e colaboradores (2008).

00?

Nosso grupo vem trabalhando com proteinas ligadoras periplasmaticas de Xac
com o objetivo de determinar a estrutura e fungéo destas proteinas no que diz respeito a
identificacao do tipo de substrato, como de suas fun¢des dentro da célula. A busca inicial
no genoma da Xac por proteinas ligadoras periplasmaticas, revelou uma lista de 18
proteinas, as quais foram clonadas em vetor de expressao para avaliagdo da expressao
em células de E. coli. Dentre estas, uma das proteinas que se apresentou soluvel foi a
Pbp, codificada pelo gene XAC2383, cuja fungéo foi anotada como ligadora de fosfato ou
fosfonatos. A partir desta caracterizacao inicial, e das dificuldades iniciais em expressar a
SsuD e SsuE de Xac na forma solluvel, esta proteina foi adicionada como alvo para
estudos.

O transportador de fosfato esta bem estabelecido em X. axonopodis e esta

presente em um operon composto por duas proteinas periplasmaticas (PhoX e
PstS), a proteina de membrana e ATPase, e ainda, o regulador transcricional e a porina,
proteina de membrana externa responsavel pela entrada do elemento na bactéria (Figura
11). Por outro lado, o gene XAC2383 que codifica a Pbp, ndo esta associado a nenhum
outro gene relacionado, mas ja foram descritos que diferentes proteinas ligadoras podem
usar um unico transportador na membrana. Um exemplo disto € a proteina ligadora de

tiossulfato que utiliza o transportador de sulfato para a internalizagéo do ligante. Ort6logos
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de Pbp nao foram identificados em Xyllela fastidiosa, mas em E. coli, Pseudomonas sp.,
Actinobactérias e X. campestris, e pode ser um interessante alvo para estudos estruturais

e funcionais.
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Figura 11 Caracterizacao do operon do sistema de transporte de fosfato de X. axonopodis e
identificacdao do gene XAC2383. Os tipos de ligantes sao mostradas ao lado.

2.4.2. Operons e regulons dependentes de fosfato e fosfonato sao
encontrados em procariotos

Fosfato e elementos fosfonados sao essenciais para organismos e tem sido
demonstrado que os genes envolvidos com a assimilagcdao destes compostos encontram-
se em operons e regulons, como o regulon Pho descrito de forma abrangente em E.coli e
Bacillus subtilis (LAMARCHE et al, 2007), como também em Mycobacterium tuberculosis
(BRAIBANT et al, 2000). Essa organizagéo génica descrita nos referidos organismos sao
responsaveis pela producdo de proteinas do sistema transportador ABC e outras
possiveis quinases e fatores de transcricdo que juntos podem estar envolvidos em vias de
transducao de sinal (HSIEH et al, 2010). Assim, a atividade dos componentes do regulon
Pho pode ser evidenciada em varios fenbmenos celulares que compdem circuitos
regulatérios e controlam a homeostase do fosfato no ambiente celular (LAMARCHE et al
2007). Além disso, tais proteinas garantem a importacdo de fosfato por sistema de
captacdo especializados como os transportadores ABC. Geralmente, os genes desse
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regulon tém sua expressdo controlada, sendo ativados em baixas concentracdes de
fosfato (HSIEH et al, 2010).

Além do regulon Pho, outros sistemas para a captacao de fésforo como o cluster
de genes denominado Pit para transporte de fosfato inorganico em E.coli (VEEN, et al,
1993). Durante uma anélise dos tipos de transportadores ABC ja descritos no banco de
genes e genomas Kegg (http://Pbp.genome.jp/kega/) em E. coli, também foi identificado o

sistema de transporte para captagdo de derivados de fosfato denominado PhN. Este
sistema é designado para captagao de fosfonato sendo o componente PhnD a proteina
periplasmatica do sistema (PARKER et al, 1994) que seria o ortélogo da Pbp de Xac
(Xac2383).

Segundo Lamarche et al (2007) e Hirshberg et al (1998), a importancia do fosfato
no ambiente celular esta envolvido com a patogénese, sobretudo em fenémenos de
adeséao e colonizagao de espécies enteropatogénicas (FERREIRA et al, 2008), formagao
de biofilmes, fenoménos de sensor de quorum e sintese de fatores de viruléncia
bacterianos. Além disso, os fosfato € um importante ion envolvido na sintese de ATP
como também é parte integrante de nucleotideos carreadores de elétrons como FMN,
NAD(P)H, NADH, cofator enzimatico ou alostérico, elemento essencial em vias de
regulacdo celular por transducdo de sinal, e é constituinte de macromoléculas
(LEHNINGER, 2010). Em virtude da sua onipresenca fica claro que os sistemas celulares
bacterianos podem ter desenvolvido evolutivamente redes complexas para controlar o
estoque desse micronutriente e seu destino aos principais processos celulares. Com
relacdo aos fosfonatos, sua importancia é de grande relevancia fisioldégica tanto que
podem ser encontradas em solo e ambientes celulares a exemplo do glicerol-3-fosfato. Os
fosfonatos caracterizam-se por moléculas com ligagdes C-P e podem estar associados
aos mais diversos compostos. Sao fosfonatos: glicerol-3-fosfato, glicose-6-fosfato, 2-
aminoetilfosfonato, fosfoacetato, é&cido etidrénico, dentre outros. Normalmente, por
sempre estarem associadas a outras moléculas, sao moléculas grandes, isto é maiores
que o fosfato.

O principal interesse de estudar a proteina Pbp (XAC2383) é caracteriza-la
através de analises estruturais e biofisicas para compreender sua fungao.
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3. Objetivos

3.1. Caracterizacao das enzimas SsuD e SsuE do sistema de transporte do tipo
ABC responsavel pela captacao de alcano sulfonatos em Xac

Clonagem dos genes ssuD e ssuE

Expressao e purificagdo das proteinas SsuD e SsuE

Construgao e analise de modelos estruturais das proteinas SsuD e SsuE

Andlises de bioinformatica, para identificacao de ortdlogos e caracterizagao funcional

Analises funcionais e estruturais através de ensaios espectroscopicos

Experimentos de cristalizacao e difragdo de cristais

3.2. Caracterizacao da proteina ligadora periplasmatica Pbp de Xac

Expresséao e purificagdo da proteina

Construgao de um modelo da Pbp para determinacao do possivel sitio de interagdo com o
ligante e caracterizagdo comparativa

Caracterizacao funcional e estrutural através de ensaios espectroscopicos

Experimentos de cristalizagdo e difragdo de cristais
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4. Material e Métodos

A metodologia utilizada foi comum as proteinas da presente dissertacao, por isso, foram
agrupados em um unico topicos. Particularidades de cada um deles, serdo apontadas
quando pertinente.

4.1. Extracao de DNA genémico de Xanthomonas axonopodis pv.citri 306 (
Xac)

Culturas bacterianas crescidas em 3 mL de meio LB (sem NaCl e com ampicilina
100 mg/mL) sob agitagdo (200 r.p.m.) a 37°C durante a noite foram coletas por
centrifugacao a 10000 x g por 10 minutos e ressuspensas em tampéao de extracao tampao
de extracao (Tris-HCI 200 mM pH 7,5, NaCl 250 mM, EDTA 25 mM, 0,5% SDS, 2% PVP),
segundo o protocolo descrito por Llop, (1999). A suspensado foi homogeneizada e

incubada a temperatura ambiente por 1h. Apds centrifugacao a 5000 x g por 5 minutos a
4°C o sobrenadante foi transferido para outro tubo de 1,5 mL e adicionados 300uL de
isopropanol. O material foi homogeneizado e incubado a temperatura ambiente por mais
1h para precipitacdo do DNA total e centrifugado por 10 min a 13000 x g a 4°C. O
sobrenadante foi descartado e apds a secagem do DNA, este foi ressuspenso em 100 uL
de agua. Posteriormente, o DNA gendmico foi purificado através do kit comercial da
Quiagen® PCR purification para livrar a amostra de contaminantes.

4.2.Extracao e digestao do plasmideo pET28a

Células de E.coli DH5a contendo o plasmideo pET28a (Figura 12) foram
inoculados durante a noite na presenga de canamicina (50 mg/ml). Na manh& seguinte as
células foram coletadas por centrifugagdo 14000 r.p.m. e o DNA plasmidial foi obtido
através do método de lise alcalina. Posteriormente, o mesmo foi digerido com as
seguintes enzimas: 1) Ncol e Hindlll; 2) Ndel e EcoRl; 3)Ndel e Hindlll. O protocolo da
digestao estabelecido foi igual para todas as digestdes bidirecionais:
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Tabela 2 Reacédo de digestado do vetor pET28a para clonagem

Reagentes volume (ulL)
pET28a 4
Tampéo da enzima 2
Ndel 1
Hinalll 1
Agua 12
Volume final 20
Xho 1(158)
Not I{166)
Eag 1{166)
Hind 11(173)
Sal l(179)
Sac 1(190)
EcoR 1(192)
BamH 1(198)
|Bput102 1(80) m: :{gg;}
Dra Il1{512

[ Neo 1{296)
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Figura 12 Mapa do vetor de clonagem pET28a ( Novagen ®) utilizado para a clonagem dos
genes ssuD e ssuE do dperon do sistema transportador do tipo ABC de alcano sulfonatos

4.3. Amplificacao dos genes ssuD e ssuE de Xac e, preparo dos
fragmentos para clonagem molecular

Com o intuito de amplificar os genes ssuD (1041 pb) e ssuE (1329 pb), foi necessario
o desenho de primers inicial e final (tabela 2) utilizando a sequéncia génica
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disponibilizadas no NCBI (http://Pbp.ncbi.nim.nih.gov). Os primers foram desenhados para

inclusdo dos sitios de restricdo na regido inicial e final do gene, além de permitir a

inclusdo de uma cauda com poli-histidinas na regidao N-terminal do produto génico da

proteina. A amplificagcdo dos genes ssuD e ssuE (reagao exposta na tabela 3) foi obtida

somente apds a obtencdo do DNA genémico de Xac. Ressalta-se que o DMSO (sulfoxido

dimetil) foi utilizado na reagdo com o intuito de melhorar o anelamento dos primers por

facilitarem a separagédo das fitas de DNA, pois é responsavel pelo rompimento das

ligacdes de hidrogénio entre as bases nitrogenadas.

Tabela 3 Sequéncia dos primers inicial e final com a exibicao dos sitios de
restricdo acrescidos aos genes submetidos a amplificacéo: ssuD e ssuE

Genes

ssuD (Ndel_EcoRl)

SSuE (Ndel_Hindlll)

Sequéncias
Temperatura de “Melting”

Foward

Reverse

Foward

Reverse

5°CATATgCgCTATCTCgCACA 3’

TM = 56°C
5'gAATTCTCATTgCCAATCg3’
TM =56°C
5"CATATgAgCgCgCCACgTC3’
TM = 58°C
5"CCAAgCTTTCAQCgTgCgC 3’
TM = 58°C

Posteriormente, a amplificagédo foi conferida em um gel de agarose 0.8% com a aplicacao

de toda a reacao e realizou-se uma purificacdo do produto da amplificagdo a partir do

mesmo.
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Tabela 4. Reacdo de Amplificacdo dos genes ssuD e ssuE de Xac

Reagentes Volume (uL)
DNA gendmico de Xac 306 ( 50 ng) 1.5
Tampéao DNA polimerase (1x) 5
DNTP (150 uM) 2
Primer foward (3 pMoles) 3
Primer reverse (3 pMoles) 3
MgSO, (100 uM) 1.5
DMSO 4
DNA polimerase: TAQ ( 5U) 1
Agua Viing 29
Volume final 50

Tabela 5. Reacao de digestao do produto da amplificacdo dos
genes ssuD e ssuE

Reagente Volume (uL)
Reacéao de Amplificacao 10
Tampao 2
Enzima de restricéo | 1
Enzima de restri¢éo Il 1
Agua 6
Volume final 20

4.4. Ligacao e transformacao

De posse do vetor pET28a e dos genes ssuD e ssuE apresentando extremidades
compativeis com as enzimas de restricao de interesse, vetor e insertos foram submetidos
a uma reagao de ligagdo para produgéo do DNA recombinante. A reacdo foi realizada a
17°C por 12 horas e, 0 esquema de reacao é exposto na tabela 5, sendo valido para
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ambos os genes. As concentragdes do vetor e gene foi estabelecida em uma proporcéo
de 3:1 de gene : vetor.

Tabela 6. Reacao de ligacao do vetor pET28a com o gene alvo a
17°C/12 horas

Reagentes Volume (uL)
Vetor pET28a 1
Gene 3
Tampao (1x) 1
Enzima (1 U) 1
Agua ( Vina) 4
Volume final 10

Apds 16 horas de incubagao a reacao de ligagao foi utilizada para transformagao por
choque térmico da linhagem celular E.coli DH5-o. Posteriormente, as colénias obtidas
foram inoculadas em meio LB (com canamicina 100 mg/mL) para extracao plasmidial -
pelo método de lise alcalina — para busca de plasmideos quiméricos através da analise de
restricao.

4.5. Expressao e extracao das proteinas recombinantes SsuD, SsuE e Pbp
de Xac

Os DNAs dos clones obtidos foram transformados em linhagens de E.coli BL21
(DE3) para a expressao das proteinas SsuD e SsuE individualmente. Inicialmente, as
condigdes estabelecidas para a produgdo das mesmas foram: Meio LB com canamicina
(50 mg/mL), 200 r.p.m.; fase logaritmica de crescimento: D.O. 0.5 — 0.6 (Aeg); indutor
(IPTG — isopropil-beta-D-tiogalactopiranosideo): 0.1 mM. Aliquotas do frasco de indugéo
foram coletadas no tempo zero (prévia inducdo- T0) e ap6s a inducao (tempo dois - T2)
como controle do nivel de expressao das proteinas de E. coli. As células foram coletadas
apos centrifugacao diferencial 7000 r.p.m. por 25 minutos.

A extracdo das proteinas da fracdo soluvel iniciou-se pela ressuspensao do
precipitado no tampéo Tris-HCI pH 7.4 50 mM, NaCl 500 mM, PMSF 1mM acrescido de
DNAse e 20 mg/mL de Lisozima. Apo6s trinta minutos no gelo, as amostras foram
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submetidas a sonicacao por até 3 minutos com intervalos de 30 segundos. As amostras
foram submetidas a centrifugacdo por 20 minutos a 4°C na velocidade de 18 000 r.p.m,
para separacao de extratos sollveis e insolluveis. Ao extrato insolavel, foram adicionados
2% de Triton X-100 , seguida de uma novo ciclo de sonicagao nas condicdes anteriores.
Ap6s centrifugacao por 20 minutos a 18 000 r.p.m os extratos foram adicionados em um
mesmo tubo e o pellet separado e congelado. Para extragéo da fragdo soluvel da Pbp foi
utilizado 50 mM de fosfato de sédio, 5% de glicerol, 100 mM NaCl e 0.5 mM de PMSF.

A analise da expressado das proteinas foi realizada através de SDS-PAGE
13%. Aliquotas do extrato solUvel e precipitado (extrato insollvel), tempo zero (prévia
indugédo com IPTG - TO) e, tempo dois (ap6s a indugédo de 0.1 mM de IPTG - T2) foram
ressuspensas em tampao de amostra 3x e aquecidas por 10 minutos a 100°C.

4.6. Purificacao das proteinas recombinantes SsuD e Pbp de Xac
expressas em sistemas heterélogos

A purificagdo das proteinas de modo geral foi realizada pelo método de
cromatografia de afinidade a niquel. Utilizou-se coluna Hi-trap ™ HP ( ge Healthcare®) de
5 mL. O aparelho AKTA-FPLC (Amersham Bioscience) equipado com monitor UPC-900,
bomba P-920, valvula INV-907, misturador M-925 e fracionador FRAC-900-901 (GE). O
software foi o Unicorn 4.0

Os tampdes usados em cada purificagdo sao descritos abaixo:

Tampao A

SsuD: 100 mM Tris pH 8.0/ 350 mM NaCl /1 mM EDTA/ 1 mM PMSF/ 10 mM Imididazol
SsuE: 50 MM Tris pH 8.0/ 100 mM NaCl/ 8M Uréia

Pbp: 50 mM Hepes pH7.5/ 100 mM NaCl/ 1mM PMSF/ 5% Glicerol

Tampao B
O tampao B da purificacdo foi constituido do tampao A acrescido de 0.5 M de

Imidazol.

A eluicao das proteinas foi realizada na presenca de tampédo B em um gradiente
de concentragdo de imidazol. A cromatografia de afinidade ao niquel foi realizada no

50



Estudos Estruturais e Funcionais das Enzimas SsuD e SsuE do sistema de transporte do tipo ABC
de alcano sulfonatos e da proteina periplasmatica PbP de Xanthomonas axonopodis pv.citri

aparelho AKTA purifier UPC-900, com os seguintes parametros: 2 volumes de coluna (2
cv) de tampéao A para lavagem (1 cv = 1 mL); 3 cv para equilibrio da coluna; 25 mL de
injecdo da amostra; 3 cv para lavagem da al¢a. Cada fracionamento da eluicao continha 1
mL/minuto de amostras em 20 cv de tampao B (gradiente de 0% a 100% de imidazol).
Posteriormente a eluigdo, a coluna era lavada com 2 cv de tampao B (1M de imidazol)
seguido da lavagem com 5 cv de agua mili-Q e 3 cv de etanol 20%. Antes do inicio de
cada experimento todos os tampdes foram filtrados e deareados com o intuito de evitar
bolhas de ar e retengdo de microparticulas no interior do aparelho, e o0s extratos foram
filtrados em filtros 0.45uM (Millipore).

As fracdes de lavado e eluidas foram analisadas e controladas através do gel
SDS-PAGE a 13%. Para garantir a qualidade das amostras purificadas foi utilizada a
cromatografia de filtragdo em gel realizada em coluna Superdex 16/60, 200.

4.7. Modelagem por homologia das proteinas SsuD, SsuE, Pbp de Xac

A construcdo de modelos das proteinas SsuD, SsuE e Pbp foi realizada através do
programa Modeller (SALI E BLUNDELL, 1993). As coordenadas estruturais que serviram
como molde para cada uma das proteinas foram escolhidas a partir dos melhores valores
do BlastP contra o banco de dados de proteinas (PDB) e, conseqlientemente, aquela de
proteinas com maior homologia seqliencial existente e fungdes similares. Para a producao
dos arquivos de entrada do programa modeller, foram realizados alinhamento entre as
sequéncias das proteinas de interesse e as proteinas usadas como molde através do
programa ClustalW, seguida da andlise e corregdo manual. Os seguintes parametros
foram estabelecidos para o alinhamento global: Matriz Blosum62; Molécula: proteina;
Gaps: 10.0.

Uma vez de posse do arquivo de alinhamento, um arquivo de entrada do programa
Modeller foi construido com o nome da proteina, niumero de aminoacidos e resolugdo em
angstroms. Cada arquivo de alinhamento é mostrado na sessao de resultados juntamente
com o modelo de cada proteina.
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4.8. Preparacao do complexo SsuD/NAD(P)H/FMN: Docking molecular

Todas as estruturas dos complexos sdo preparadas para minimizagdo de energia
usando a funcdo CleanAll do software YASARA onde todos os atomos de hidrogénio e
outros atomos ausentes do modelo sao criados. Os parametros do campo de forca sdo de
Yamber3. O posicionamento de NAD(P)H em SsuD foi executado através da
superposicao da estrutura de SsuD com a proteina Yvgn (PDB:3D3F), Identificacdo
génica: 936001. A estrutura de foi descartada e as coordenadas da molécula de
NAD(P)H copiadas para a estrutura de SsuD. A estrutura dos complexo € submetida a
minimizagdo de energia, para eliminar contatos de van der Waals inadequados gerados
pelo posicionamento do NAD(P)H em SsuD. Para tal, foram utilizados célculos de
mecanica quantica para determinar cargas pontuais semi-
empiricas AM1 Mulliken (STEWART,2000). Esta etapa envolveu a otimizagao de
geometria com o modelo de solvatagdo COSMO (KLAMT, 1995) . Em seguida proecedeu-
se com a atribuicao de tipos atémicos e tipos de ligagbes do método AM1BCC. A
melhoria das cargas AM1BCC é realizada usando cargas RESP ideais estabelecidas
de fragmentos moleculares semelhantes. Por fim, fez-se a atribuicao dos parametros de
campo de forca restante para cada tipo atémico usando
GAFF (General AMBER Force Field). A distancia de corte para o célculo de componentes
de energia relacionados com atomos n&o ligados foi de 8 A. A energia do complexo
SsuD-NAD(P)H foi minimizada usando “steepest descent” seguido de simulated
annealing. Para o ancoramento do flavina mono nucleotideo (FMN), a caixa de simulacéo
de 15 A foi posicionada com um centro definido no C4 de NAD(P)H, cobrindo uma
depressao na superficie de SsuD. A varredura das conformagdes de menor energia de
FMN ligada a SsuD foi realizada utilizando o programa Autodock (MORRIS et al, 2008). A
parametrizacdo de FMN foi conduzida do mesmo modo que NAD(P)H, como descrito
acima. Foram executadas 50 varreduras, sendo que os melhores resultados geraram 10
agrupamentos. Para as andlises restantes foram utilizadas apenas as conformagdes em

que o tripo anel da falvina estava posicionado proximo a nicotinamida de NAD(P)H.
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4.9. Dicroismo Circular (CD) e Desnaturacao Térmica das Proteinas SsuD
e Ppb de Xac

A quantificacdo e descricao da estrutura secundaria foi realizada pela técnica de
Dicroismo circular (CD) no Espectropolarimetro JASCO-810 com o controlador de
temperatura Peltier Type Control System PFD425S. Para tal, seguintes parametros foram
estabelecidos para a coleta dos espectros: comprimento de onda: 190-260; velocidade de
50 nm/seg; intervalo entre as coletas: 0.5 nm; scaning continuo; Bandwith: 1; Resposta: 4
segundos; 25 a 30 acumulagdes; temperatura constante de 20°C. As amostras foram
condicionadas em cubetas de quartzo de 0.1 cm (1mm) de caminho Optico. Apds a
realizagdo das acumulagbes, os dados foram salvos no formato .txt. O tratamento dos
dados foi realizado a partir da subtragédo do espectro do tampéao e normalizagdo dos em
elipisidade molar, de acordo com Corréa et al. (2009):

(o] = & 100 = M
Cxixn
onde:
[6] = elipsidade residual molar;
0 = milidegree
M = massa molar da proteina
C = concentracao da proteina em mg/mL
I = caminho éptico
n = numero de residuos de aminoacidos

Para avaliacdo da termoestabilidade das proteinas Pbp e SsuD, foram usados
ensaios de desenovelamento térmico, monitorado no comprimento de onda de 222 nm. O
aparelho utilizado foi o mesmo para o Dicroismo Circular (Espectropolarimetro JASCO
810) no programa “Variable temperature” com os seguintes parametros: comprimento de
onda em 222 nm, temperatura inicial de 20°C, temperatura final de 110°C, intervalo entre
as coletas: 0.5°C e gradiente de temperatura de 0.5°C por minuto. A concentracdo de
proteina utilizada foi 20 uM em tampao Hepes 5 mM para Pbp e diferentes concentragdes
para SsuD. A temperatura de transicdo do desenovelamento (T,,) foi assumida como a
temperatura do ponto de inflexdo da curva de desnaturacao e, os dados foram plotados e
tratados pelo programa Origin 7.5 segundo ajuste nao linear para T, e as fracdes
enovelada e desenovelada foram calculadas conforme proposto por Greenfield et al
(2006).

53



Estudos Estruturais e Funcionais das Enzimas SsuD e SsuE do sistema de transporte do tipo ABC
de alcano sulfonatos e da proteina periplasmatica PbP de Xanthomonas axonopodis pv.citri

4.9. Titulacao calorimétrica isotérmica (ITC) da proteina SsuD na presenca
de FMN e NAD(P)H

Para os experimentos de ITC foi utilizado 40 uM de proteina SsuD com titulagdo de 25
injecdes de 500 uM de NAD(P)H ou FMN, sendo a primeira titulagdo correspondente a um
volume de 2 puL (0.4 uM) e as demais 10 pL (2.15 uM a cada titulagcdo). Ligantes e
proteina foram mantidos nos mesmos tampdes para reduzir possiveis erros inerentes as
medidas.

Previamente ao experimento com proteina e ligante, realizou-se um branco com a
titulagdo do tampao para averiguar trocas de calor que poderiam existir. Os experimentos
foram realizados em 20°C usando o equipamento VP-ITC microcal. A constante de
associagao (k,) e parametros adicionais (estequiometria, entalpia e entropia) foram
obtidos através do ajuste da curva pelo software Origin.

4.10. Ultracentrifugacao analitica (AUC) e Espalhamento de Raios-X a baixo
angulo

Os experimentos de AUC foram realizados na ultracentrifuga Beckman Optima XL-A
(Beckman Coulter), em temperatura de 20°C, com o rotor AN-60Ti. O comprimento de
onda utilizado para varredura foi de 280 nm a uma velocidade de 30.000 r.p.m com
medidas de 12 horas. O software Sedfit foi utilizado para tratamento dos dados de
velocidade de sedimentacao (SCHUCK, 2000), coeficiente de sedimentacao (s*) e demais
parametros.

Os experimentos de raio-X a baixo angulo (SAXS) foram realizados na linha D02A-
SAXS2 do Laboratério Nacional de Luz Sincrotron, do CNPEM. A distancia amostra-
detector foi de 1068 mm e o comprimento de onda utilizado foi de A=1,488 A. Duas
concentracdes de amostras foram analisadas: 1,15 mg/mL e 0.82 mg/mL. O pacote
ATSAS 2.4 foi utilizado para processamento dos dados o software GNO (SVERGUN D.I.,
1992) para o método de construgao do envelope molecular ( Ab initio) (SVERGUN, D.I.,
1999).
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4.11. Ensaios funcionais da proteina SsuD

Ensaios para determinagdo da atividade da SsuD na presenga de NAD(P)H e FMN
foram realizados no espectrofotdmetro Varian 50 Bio- UV visible com a temperatura estével
de 20°C com coletas entre 0.1 segundos. As condi¢cdes experimentais foram estabelecidas
baseadas nos artigos de Gao et al (2007), Zhan et al (2008) e Eichhorn et al (1999). As
amostras foram previamente tratadas com nitrogénio para obtermos a condicdo de
anaerobiose e temperatura foi mantida constante a 20°C. O decaimento da absorbancia do
NAD(P)H foi analisado a 340 nm (estado reduzido) e a alteracdo de FMN oxidada para
reduzida através da alteracdo do pico correspondente a este componente de 450 nm. O
volume final de cada mistura de reacgéo foi de 0.5 mL, com as seguintes concentracdes: 11
uM SsuD, 20 um FMN, 200 uM NAD(P)H em tampéo 20 mM de Fosfato de sédio pH 7.4 e
10% Gilicerol. Para a montagem da reagao, primeiramente, misturou-se FMN e tampao com o
intuito de obter o branco. Em seguida, adicionou-se a proteina SsuD e por fim, o NAD(P)H.
Antes que as medidas fosse iniciadas, aguardou-se cerca de um minuto até que ocorresse a
estabilizagdo dos reagentes em solugdo. Como controle, foram realizadas medidas
sucessivas de NAD(P)H na auséncia da proteina.

Os parametros cinéticos foram obtidos apds subtracdo dos brancos e as velocidades das
reacOes foram obtidas de acordo com as equacgdes de Michaelis-Menten, pelo software
Enzyme software. A concentracdao de NAD(P)H foi determinada espectrofotometricamente

em 340 nm baseado no coeficiente de extingdo molar (gz4 = 6,200 M'ecm™).

4.12. Ensaios de Cristalizacao das proteinas SsuD e Pbp

Experimentos de cristalizagdo foram realizados com os kits comerciais “crystal
screen” da Hampton Research 1 e 2. O método escolhido foi o0 método de gota sentada
na proporg¢ado 1:1 com a concentragao de proteina acima de 10 mg/mL para Pbp e 19, 12
e 14 mg/mL para a proteina SsuD. As placas contendo o experimento foram armazenadas
na temperatura constante de 17°C. As condi¢des de cristalizagdo mais proeminentes
foram refinadas tanto na concentragdo de precipitantes quando no pH da solugéo

cristalizante.
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4.13. Solucoes e tampoes

As solucbes e tampdes utilizados nos experimentos foram preparados de acordo
com a metodologia de Sambrook et al ( 1989).

4.14. Eletroforese em gel de acrilamida 13% e eletroforese de DNA

O método de anadlise em gel SDS-PAGE — desnaturante — foi de acordo com
Laemmli (1970). A coloracgao foi realizada por Comassie Blue R250 na presenca de agua
e acido acético para que a descoloracao fosse feita por fervimento em agua sobre
microondas por 2 minutos.

A eletroforese de DNA foi realizada em gel de agarose 0.8% com brometo de
etidio em tampao TAE ( Tris-acetato-EDTA 1x) com a voltagem estabelecida de 100V em
40 minutos. O marcado de peso molecular utilizado foi Fermentas (SM403) e o tampao de
aplicagao (Loading dye — 6x) foi preparado no laboratério contendo glicerol, xileno cianol e
azul de bromofenol.
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5. Resultados e Discussao

Os resultados serdo apresentados em trés partes, uma para cada proteina
estudada: SsuD e SsuE do sistema de transporte de alcano sulfonatos envolvido no
regulon cys, partes | e Il respectivamente, e parte 3 para a proteina Pbp, ligadora de
fosfonatos.

Parte | - A proteina SsuD de Xac

5.1. Amplificacao e clonagem do gene ssuD no vetor pET28a

A amplificacdo do gene ssuD (1041 pares de base - pb) a partir do DNA
gendmico de Xac foi obtida com éxito, conforme evidenciado na Figura 13. Para otimizar
0os ensaios de amplificacdo, foi realizada uma reacdo de PCR em gradiente de
temperatura (resultados ndo mostrados), a qual revelou que a melhor temperatura de
anelamento para obtencao do gene ssuD foi 57°C.

1041 pb

Figura 13. Eletroforese em gel de agarose evidenciando a amplificacdo dos genes ssuD
Xac. 1. Marcador de massa molecular - #SM0403 — Fermentas®; 2. fragmento de PCR
codificando o gene ssuD (1041) pb.
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Uma vez obtido o fragmento de DNA referente ao gene de interesse, este foi
submetido a clivagem com enzimas de restricdo para clonagem no vetor de expressao
pET28a (Figura 14).

Figura 14 Eletroforese em gel de agarose mostrando os fragmentos de DNA plasmidiano
(pET28a) e de inserto (gene ssuD) apdés a clivagem com as enzimas de interesse. 1:
Marcador de massa molecular - #SM0403 — Fermentas®; 2: pET28a digerido com Ndel/EcoRlI
(~5600 pb)- linearizado; 3: pET28a digerido com Ncol/Hindlll;; 5: ssuD (1041 pb) digerido
com Ndel/EcoRl; 6: pET28a nao digerido usado como controle da digestao.

O DNA digerido foi utilizado na reacdo de ligagdo com o vetor pET28a, para a
posterior transformacao de células de E.coli DH5a. Apds 16 horas de incubacgdo a 37°C,
mais de trezentas col6nias foram obtidas para cada transformante e grupos de dez foram
analisados por restricdo com enzimas, para checagem da presenca do plasmideo
contendo o inserto de interesse. A cada 10 transformantes, 3 eram clones ssuD (Figura
15).

1041 pb

Figura 15. Gel de agarose 0.8% para confirmar a presenca do inserto referente ao gene ssuD
de Xac: trés clones. Gel A: Linha 1: Marcador de peso molecular - #SM0403 — Fermentas®;
Linha 2, 3 e 4)DNA plasmidial pET28a/ssuD clivado com as enzimas de interesse para a
liberagao do inserto referente ao gene ssuD, 1 kb obtido.
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5.2. Expressao e extracao da proteina recombinante SsuD de Xac

Apobs a confirmacao dos clones de SsuD, o plasmideo de interesse foi usado para
transformar a linhagem celular de E.coli BL21 (DE3). Os primeiros ensaios de expressao
em meio de cultivo LB foram realizados com testes em diferentes temperaturas e tempos
de inducéo: 37°C (2 horas), 30°C (4 horas) (resultado ndo mostrado) e 17°C (18 horas)
(Figura 16). Os resultados mostraram que a SsuD, embora expressa em grande
quantidade, acumulou-se em corpusculos de inclusdo na forma insoluvel e uma pequena
parte na fracdo soluvel. A proteina apresentou massa molecular compativel com a
esperada, isto é, 39 kDa. Posteriormente, novos testes com variagdes de agitagdo (Figura
17) e linhagens de expressao (Figura 18) também foram realizados.
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Figura 16. Analise da expressao e solubilidade da proteina recombinante SsuD de Xac nas
cepas E. coli BL21(DE3) evidenciada em SDS-PAGE 13%. Observe em A aeracdao em 75% do
frasco culmina na insolubilidade, diferentemente da aeracao do frasco de indugdao com 50%
em B. Condicées testadas: 37°C/ 200 r.p.m/ 2 horas. Setas indicam a presenca da proteina
SsuD com 39 kDa.1. Marcador de peso molecular comercial (Fermentas - SM0431); 2:
Extratos celulares totais de culturas nao induzidas (Tempo zero - T0); 3: Extratos celulares
totais de culturas induzidas (Tempo dois - T2); 4: Extratos celulares soluveis; 5: Extratos
celulares insoluveis.
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Figura 17. Analise da expressao e solubilidade da proteina recombinante SsuD de Xac nas
cepas E. coli BL21(DE3) evidenciada em SDS-PAGE 13%. CondicOes testadas: 17°C/ 200
r.p.m/ 18 horas e 17°C/ sem agitacao/18 horas. 1. Marcador de peso molecular comercial
(Fermentas - SM0431); 2 e 7: Extratos celulares totais de culturas nao induzidas (Tempo zero
- TO); 3 e 8: Extratos celulares totais de culturas induzidas (Tempo dois - T2); 4, 5 e 9:
Extratos celulares soluveis; 6 e 10: Extratos celulares insollveis. Nota-se pela canaleta 9
que a proteina SsuD nao é expressa na auséncia de agitacdo. Presenca da proteina
confirmada, também, por Western Blot.

Ensaios de expressao da proteina recombinante SsuD (39 kDa) em cepas de
E. coli BL21(DE3), com diminuicdo da aeragao de 75% para 50% e agitacao vigorosa a
200 r.p.m., produziram uma pequena quantidade de proteina na fragdo soluvel. Nessas
condicdes nao foi possivel notar efeito da temperatura na melhora de solubilidade da
proteina expressa. A partir destes resultados, novas linhagens para expressao foram
testadas com o intuito de se aumentar a solubilidade da SsuD (Tabela 7). As condicoes
usadas nestes testes foram: 37°C — 2 horas, 200 r.p.m. e 50% de aeracao no frasco. A
escolha das linhagens foi baseada em suas caracteristicas particulares, como a presenga
de duas chaperonas que sdo ativas a baixas temperaturas na cepa Artic Express; a
presenca da lisozima T7 de bacteriéfago na linhagem BL21 (DE3) PLysS que atua com
um repressor da RNA-polimerase, diminuindo a sintese protéica resultando em um
possivel aumento da solubilidade; e a cepa BL21 (DE3) Sl foi utilizada devido ao controle
transcricional diferenciado em decorréncia do promotor proU.
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Tabela 7. Linhagens celulares testadas para a expressao da proteina
recombinante SsuD de Xac e sua solubilidade

. ~ . % Proteina expressa
Linhagem celular Expressao soluvel ° teina express

soluvel
BL21 (DE3) ++ 10%
Arctic Express - 0%
BL21 (TRX) e 0%
BL21 SI ++ 10%
BL21 PlyS ++ 10%

Legenda: ++expressao sollvel/ - expressao insoluvel/ *** ndo houve expressao

BL21(DE3) BL21 TRX BL21 35l

i Of L N
1 2 34 50 6 78 9 1011 12 13

45 kDa

35kDa

Figura 18. Analise da expressao e solubilidade da proteina recombinante SsuD de Xac nas
cepas E. coli BL21(DE3) - controle experimental-, E.coli BL21(DE3) TRX e Sl evidenciada em
SDS-PAGE 13%. Condicoes testadas: 37°C/ 200 r.p.m/ 2 horas. 1. Marcador de peso
molecular comercial (Fermentas - SM0431); 2, 6 e 10: Extratos celulares totais de culturas
nao induzidas (Tempo zero - T0); 3, 7 e 11: Extratos celulares totais de culturas induzidas
(Tempo dois - T2); 4, 8 e 12: Extratos celulares soluveis; 5, 9 e 13: Extratos celulares
insoluveis. As setas em preto indicam a localizacido da proteina alvo.
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Figura 19. Andlise da expressao da proteina SsuD em cepa de E. coli BL21 pLysS por SDS-
PAGE 13%. 1. Marcador de peso molecular comercial (Fermentas - SM0431); 2. Amostra de
extrato celular de cultura nao induzida (Tempo zero - T0); 3. Amostra de extrato celular de
cultura induzida (Tempo dois - T2); 4. Extrato celular soluvel e 5. Extrato celular insoluvel. A
seta em preto indica a localizagao da proteina alvo.

Os resultados comparados mostram que a solubilidade da proteina nao foi
significativamente aumentada em nenhuma das linhagens testadas, mas sensivelmente
nas linhagens BL21 (DE3) e BL21 pLysS (Figura 19). Por mais que o extrato soluvel
proveniente da linhagem E. coli BL21(DES3) estivesse clarificado em excesso, a linhagem
TRX néo expressou a proteina, como evidencia a Figura 18 (coluna 7, fracdo induzida
T2).

5.3. Purificacao da proteina recombinante SsuD de Xac e DLS

Os extratos celulares das fragdes sollveis da proteina SsuD de Xac foram
submetidos a purificagcdo por cromatografia de afinidade ao niquel. Os primeiros
resultados da purificagdo foram insatisfatérios uma vez que a proteina foi eluida
juntamente com uma grande quantidade de contaminantes e somente em altas
concentracdes de imidazol (aproximadamente 500 mM) (Figura 20). A presenca dos
contaminantes poderia ser explicada pela auséncia de imidazol no tampao de lise da
extracdo, de forma que a estringéncia seria diminuida. A utilizacdo de uma coluna
comercial de 5 ml também pode explicar a presenca dos contaminantes, ja que a
quantidade de proteina de interesse sollvel era muito baixa. Neste caso, a alternativa foi
usar uma coluna de 1mL pra reducao da resina e incorporacao de imidazol no tampéao A
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da purificacdo. Os resultados da purificacdo da proteina SsuD estdo apresentados na

Figura 21.
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Figura 20. Cromatografia de afinidade a niquel (IMAC) da proteina SsuD de Xac, analisada
por SDS-PAGE 13%. 1. Marcador de peso molecular comercial (Fermentas - SM0431). 2.
Fracdo do lavado referente as proteinas que nao ligaram na coluna; 3. Lavagem com 15 mL
de tampao de purificacdo. 4 a 15. gradiente de eluicdo com Imidazol, sendo que as 9 a 15
foram o unico pico do cromatograma de purificacdao. A eluicdo deste pico aconteceu com
aproximadamente 500 mM de Imidazol. A seta em preto indica a localizacdo da proteina.

A proteina SsuD foi eluida de forma pura, mas a presenca de duas bandas, uma
referente a 39 kDa (proteina inteira) e outra e 29 kDa que foi confirmada apds o ensaio de
Western Blot, utilizando-se anticorpos anti-His6tag (Figura 21B) como degradacao da
SsuD. Andlises de espectrometria de massas evidenciaram que a banda de 29 kDa néo
apresentava a regido C-terminal. Andlises da sequéncia de aminoacidos e busca por
sitios de clivagem de proteases mostraram que o possivel sitio de clivagem que originaria
um fragmento com a massa obtida, seria o R243 alvo para o ataque de tripsina,
clostripaina e proteinase K (Figura 21C). Neste caso, modificacdes durante a extracao e
purificacdo da proteina foram realizadas com o acréscimo de 10mM de benzamidina
(inibidor de serinoproteases) no tampao de extragao, ja adicionado de 1 mM de PMSF e
1mM de EDTA. Outra medida foi adotar o procedimento de purificagdo em ambiente
refrigerado (4°C). Estes procedimentos levaram a purificagdo da SsuD em sua forma

soluvel e integral (Figura 22).
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Figura 21. Cromatografia de afinidade a niquel (IMAC) analisada por SDS-PAGE 13%. A)
SDS-PAGE referente aos picos observados no cromatograma apds a cromatografia. 1.
Marcador de peso molecular comercial (Fermentas - SM0431). 2. Extrato celular soluvel
ejetado da coluna; 3. Lavagem com 3 volumes da coluna ( 3 x 1mL) com tampao de
purificacdo; 4,5,6,7 e 8. Eluicao da proteina SsuD 150 mM de imidazol. B) Ensaios de
Western Blot para confirmacao da presenca da proteina SsuD e seu fragmento com 29 kDa.
1 e 2: Proteina SsuD (blotting realizado em duplicata) C) Resultado da espectrometria de
massas evidenciando o fragmento obtido e o possivel sitio de clivagem da proteina SsuD
(residuos em cinza) na sua regiao C-terminal. A regidao clivada é evidenciada em cinza
chumbo no modelo da proteina SsuD, e seria alvo de serinopreoteases.
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Figura 22. Etapas de purificagdo da proteina SsuD. A) Cromatografia de afinidade a niquel
(IMAC) da proteina SsuD de Xac, analisada por SDS-PAGE 13%. 1. Marcador de peso
molecular comercial (Fermentas - SM0431). 2. Fracao do lavado referente as proteinas que
nao ligaram na coluna; 3. Lavagem com 15 mL de tampao de purificacao. 4 a 7. Gradiente de
eluicdo com Imidazol em 100 mM de imidazol. B) Gel filtracdo da proteina SsuD em tampao
Tris 20 mM pH 8.0 na coluna Superdex 16/60 200.
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Posteriormente a purificagdo das proteinas por cromatografia de exclusdo molecular,
experimentos de DLS foram realizados para inspe¢ao da qualidade amostral. A proteina
SsuD se mostrou uma proteina monodispersa (12.3% de polidispersividade), com raio
hidrodindmico de 5.7 nm e com uma massa molecular estimada de 190 kDa, sugerindo
uma organizagao em forma de tetramero. De fato, este tipo de organizagdo tem sido
evidenciada em muitas 6xido-redutases cujas estruturas sao disponiveis no PDB 3ERP,
1M41, 1QRQ e 3D3F.

5.4. Analises de Bioinformatica: identificacao de ortélogos, homologia, e
relacoes filogenéticas da proteina SsuD de Xac

O gene Xac3199 (ssuD) pertence ao éperon de captagcdo de alcanosulfonatos
SSUABCDE, cuja proteina ligadora periplasmatica, SsuA, teve sua estrutura tri-
dimensional resolvida pelo nosso grupo (BALAN et al, 2008). A anotagéo inicial dos genes
deste transportador atribuia sua fungao ao transporte de nitrato e sulfato, mas nao alcano
sulfonatos, como posteriormente foi evidenciado através de experimentos
espectroscopicos e pelas préprias estruturas da proteina ligadora na presenca de trés
alcano sulfonatos diferentes. Na organiza¢ao do operon de captacao de alcano sulfonatos
em E. coli os genes ssuD e ssuE codificam respectivamente as enzimas mono-oxigenase
e oOxido-redutase, pertencentes a um sistema denominado de dois componentes, no qual
para que o alcano sulfonato seja transformado em sulfito e aldeido, é preciso a agéao
conjunta das duas enzimas (EICHHORN et al, 1999). A analise detalhada dos
componentes do operon bem como dos genes adjacentes, e neste caso, ssuD e SsuE,
revelou que 0s mesmos seriam 0s elementos responsaveis pela assimilagcdo e
incorporacdo do enxofre a célula. Com o objetivo de identificar ortélogos da proteina
SsuD, foi realizada uma busca através do programa Blast
(http://blast.ncbi.nim.nih.gov/Blast.cgi) e os resultados de maior pontuacao (score) sao

apresentados na Tabela 8.
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Tabela 8. Ortélogos da proteina SsuD de Xac obtidos a partir do BlastP — (ndao redundante, NR)
contra o banco de dados geral.

. . . . Identidade :
Microorganismo Fungéo Predita sequencial Ambiente
Xanthomonas f uscans subsp. Oxido-redutase 339/346 (97%) solo e planta
Aurantifolii
Xanthomonas campestris Oxido-redutase 330/346 (95%) solo e planta
pv.vasculorum
Xanthomonas campestris Oxido-redutase 327/346 (94%) solo e planta
pv.musacearum
. .. Oxido-redutase o
AZzotobacter vinelandii aldo/ceto 292/346 (84%), solo
Pseudomonas fluorescens Oxido-redutase 284/343 (82%) solo
Pseudomonas syringae aldo/ceto 275/342 (80%)
Agrobacterium vitis Hipotética 260/344 (75%) solo
. oxido-redutase o Patogénica e
Burkholderia phymatum aldo/ceto 257/344 (74%) biotecnolégica
Rhodofereax ferrireducens redutase 257/344 (84%) aquatica
aldo/ceto
) .. redutase o i
Leptothrix cholondnii aldo/ceto 254/346 (73%) aquatica
sedimentos de
naphthalenivorans Adojcete  29%344(73%)  aguadoce
contaminada
Curvibacter magnipapillata Hipotética 247/343 (72%) nao encontrado
. aquatica
Methylobacillus flagellatus redutase o .
KT aldo/ceto 244/346 (70%) (ambientes

oxido-redutase -

contaminados)

Rhodococcus erythropolis redutase 238/342 (69%) solo e aquatica
aldo/ceto
- .. redutase o .
Yersinia enterocolitica aldo/ceto 223/343 (65%) Enterobactéria
. . redutase o agua acida e
Acidothermus cellulolyticus aldo/ceto 230/343 (67%) lama
. redutase o .
Citrobacter aldo/ceto 228/345 (66%) agua e solo
L : redutase o -
Escherichia coli aldo/ceto 227/345 (65%) Enterobactéria
enterobactéria

Streptomyces sp

Oxido-redutase

222/328 (65%)

Os resultados confirmam que a SsuD de Xac apresenta alta identidade de
sequéncia de aminoacidos (valores entre 65 a 97%) com redutases e Oxido-redutases
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presentes em organismos de diferentes ambientes, na maioria solos e ambientes
aquaticos, mas também com bactérias entéricas. Neste caso, foi observada a alteragéo
da nomenclatura em Xac, onde o ortélogo de SsuD em E. coli seria a SsuE. De acordo
com os valores de identidade e a arvore filogenética apresentada, as proteinas
identificadas nos diferentes organismos estéo classificadas em 3 principais ramos, sendo
que a SsuD de Xac encontra-se evolutivamente mais proxima dos ortélogos encontrados
em A. vinelandii, P. fluorescens, duas bactérias de solo (Figura 23). Outras relagcdes sao
encontradas entre bactérias de solo e de ambientes aquaticos, agrupadas em um mesmo
grupo ou ndo, sugerindo um possivel mecanismo de transferéncia horizontal de genes,
considerado bem frequente entre bactérias e ja discutido em uma revisdo sobre proteinas
transportadoras de compostos sulfonados (KERTESZ et al, 2004). Por outro lado, o ramo
no qual se encontra o ortélogo de E. coli, o0 mais distante da SsuD de Xac na filogenia, é o
mais diversificado e tem a presenga de ort6logos de enterobactérias, bactérias de solo e
organismos extremdfilos que vivem em ambientes éacidos. O fato de ortélogos de
organismos filogeneticamente distantes, como extreméfilos e enterobactérias, serem
agrupados juntamente, mostra conservacao funcional destas proteinas, e mais uma vez
mostra o importante papel da transferéncia horizontal na aquisicdo de genes em
bactérias.

| SsuD_Xac
Avinelandii
— I_| P.fluorescens

Bvitis
B.phymatum
R.ferrireducens

AP.naphthalenivorans
C.magnipapillata
L.cholodnii
M.flagellatus

R.erythropolis
—r‘ Streptormyces

Acidothermus
Y.enterocolitica

Citrobacter
Escherichia

Figura 23. Arvore filogenética da proteina SsuD de Xac construida com o programa
ClustalW2 no formato Phylip pelo método Neighbour Joining.

1

Para analise de possiveis interagbes da SsuD e identificagdo de proteinas
associadas, utilizamos o programa STRING (JENSEN et al , 2009). Este programa
baseia-se ndo apenas nos diferentes bancos de dados disponiveis de genomas e
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associados, mas em artigos, sendo que as informagdes sobre determinada proteina ou
genes sao associadas conjuntamente. A Figura 24 mostra o diagrama das possiveis
interacdes diretas da SsuD (XAC3199, em vermelho) com proteinas de Xac, ou
associacées que sao feitas baseadas na fungdo predita e presenca em um mesmo
operon. As associagdes foram feitas apenas baseadas em dados de genoma, ja que nao
existem ensaios funcionais destas proteinas ou artigos que descrevam suas fungdes e de
proteinas relacionadas. Neste caso, conforme esperado, o programa identificou as
proteinas presentes no transportador ABC, como a ATPase (SsuB2), a permease
(XAC3197), e a proteina ligadora SsuA (XAC3198). Adicionalmente, foram identificadas
uma porina dependente de Ton-B (XAC3201), que poderia ser a proteina de membrana
externa associada ao transporte dos alcano sulfonatos, e a XAC3200, que é a mono-
oxigenase SsuE (Figura 24). Estas interagbes genéticas, de fato, com a SsuD, mas
possivelmente sdo expressas conjuntamente induzidas por condigbes especificas.

o 5
AL

e
f
fo ot
4?953201.. — {
B
Your Input:

@ XAC3199 Oxidoreductase (346 aa)
(Xanthomonas axonopodis)

Predicted Functional Partners:

. Neighborhood

= Gene Fusion
*, Cooccurrence
=, Coexpression

XAC3200 Nitrilotriacetate monooxygenase compaonent A (442 aa)
@ XAC3201 TonB-dependent receptor (751 aa)

XAC3198 Nitrate transport protein (341 aa)
9 XAC3197 ABC transporter permease; Part of 2 binding-protein-dependent transport system. Probably respen [...] (264 aa)
@ ssuB2 Aliphatic sulfonates import ATP-binding protein ssuB 2; Part of the ABC transporter complex ssu [...] (291 aa)

Figura 24. Relac6es de associacdo da SsuD com outras proteinas de Xac, evidenciadas pelo
programa STRING. A) Rede de proteinas que possivelmente apresentam algum tipo de
associacdao com a SsuD (em vermelho). B) Relacao das proteinas identificadas e suas
funcoes preditas. Conforme mostra a figura, as relacées foram todas baseadas na presenca
dos respectivos genes em mesmo operon.
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Os dados do STRING ainda mostram que a 6xido-redutase SsuD de Xac é altamente
conservada em grande numero de bactérias e arqueas mas nao em eucariotos.
Adicionalmente, a presenga em um operon completo apenas € evidenciada no grupo das
gamaproteobactérias, conforme mostrado na Figura 25. Contudo, esta é uma
representacdo e nem todos os organismos persentes nesta classificacdo apresentam o
operon completo. Interessantemente, um exemplo disso € que os fitopatégenos Xcc e
Xyllela fastidiosa apesar de possuirem SsuD, ndo apresentam outras proteinas do

operon.

Rhodospirillales (5 species)

—a
= Fhizobiale
=

teria

Rickettsiales (7 species

[ — Caulebacter crescentus

Protecbacteris B

lus Flagellatus -

adaceas (2 zpecies

XAC3196 — ATPase SsuB

denitrificans

XAC3197 — permease SsuC

Bacteria

s (16 species)

XAC3199 - oxidoreductase SsuD

— Magnetococtus sp.

S, o

XAC3201 - receptor dependente de TonB

—1 &

XAC3198 — proteina ligadora periplasmatica SsuA
XACO0821 — canal de potassio subunidade beta

XAC0823 - receptor de heme de membrana extemna

— Dein
f—f Thermotogaceae (3 species)
Fusobacterium nucleatim

e Pricadipirellula baltica
] Eukarycta (31 species)
] frchizea (31 species)

XAC3200 — nitriloacetato monooxigenase componente A

E &y
B :

Figura 25. Analise da presenca da SsuD de Xac, seus ortélogos e proteinas relacionadas
segundo o STRING em diferentes organismos. A SsuD é apresentada em vermelho e a
organizacdo genomica encontrada em Gamaproteobactérias é evidenciada, com as
respectivas funcées preditas de cada gene. A arvore mostra os genes vizinhos nos
genomas dos organismos. Genes conectados por linhas pretas sdao imediatamente
adjacentes no genoma. Genes com multiplas cores de mapa indicam eventos de fusao.
Pequenas setas representam genes vizinhos mas que nao apresentam similaridade
relevante.
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Este fato é importante e leva a especulagédo do papel deste operon em Xac. Estas
bactérias, embora também fitopatégenos, apresentam mecanismos diferenciados de
infeccdo e patogénese. Seria possivel haver uma relacao entre a presenca do operon e a
infeccao? Esta pergunta deve ser respondida com analises funcionais utilizando linhagens
de Xac mutadas para os respectivos genes, que devem ser realizadas futuramente pelo
nosso grupo. Ha também a possibilidade de que o operon ndo seja imporante para a
infeccéo ou patogénese, mas para a manutencao e sobrevivéncia da Xac no ambiente,
onde a disponibilidade de sulfato pode ser baixa. Ainda assim, esta € outra especulagao
que deve ser testada funcionalmente através da caracterizagdo funcional utilizando
mutantes de Xac, analises de expressdo em condi¢cdes de caréncia de sulfato, entre
outros.

Com o intuito de construirmos um modelo da SsuD que ajudasse a entender sua
funcao, a sequéncia de aminodacidos da proteina foi usada para a busca de proteinas com
similaridade estrutural, em trés programas: o BLAST contra o PDB (banco de dados de
proteinas), o programa FUGUE (SHI et al , 2001) e o servidor DALI. Estes programas
baseiam-se em sequéncias e dominios de familias protéicas conhecidas e na similaridade
entre os residuos para sugerir proteinas que possam apresentar similaridade estrutural
com a proteina de interesse. Os resultados apresentados na Tabela 9, evidenciaram uma
série de proteinas com estruturas tridimensionais caracterizadas por motivos barril-Tim,
sendo as de maior identidade de sequéncias, a Oxido-redutase de Salmonella
typhimurium (cédigo do PDB: 3ERP) e a citocromo C peroxidase de Homo sapiens
(cédigo do PDB: 3EXB), ambas com 58% de identidade.

Apesar da similaridade com proteinas de H. sapiens, canais de potassio, as
coordenadas estruturais da Oxido-redutase de S. typhimurium foram usadas para a
construgdo de um modelo da proteina SsuD, uma vez que esta era uma proteina de
bactéria, cuja funcdo estava mais coerente com a esperada segundo a propria anotagao
génica e a presenga no operon. Neste sentido, foi realizado um alinhamento entre as duas
seqlUéncias de aminoacidos para a preparagdo do arquivo de entrada do programa
Modeller (Figura 26). Apesar da alta identidade de sequéncias o alinhamento mostrou 2
regides presentes apenas na proteina de Xac que nao foram modeladas.
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Tabela 9 Proteinas que apresentam similaridade estrutural com a SsuD de Xac, evidenciadas a
partir da submissédo da sequéncia de aminoacidos para busca nos programas Blastp x PDB,

DALI e FUGUE.
N° de
Funcdo da . . residuos Identidade A
proteina Microorganismo R.M.S.D alinhados/ Sequencial (%) Referéncia
Total
L Salmonella o PDB: 3ERP; Singer
6xido-redutase ty phimurium 0.34 190/327 58% ot al. (a ser
publicado), 2008
Citocromo C . .
peroxidase Homo Sapiens 1.5R 190/327 58% PDB: SEXB; Hays et
al., 2008
Canal de
voltagem . . .
dependente de Homo Sapiens 1.6 & 116/319 36% PDB: 1QRQ; Gulbis
K+ et al.1999
Canal de
voltagem . .
dependente de Mamifero 1.6 R 116/319 36% PDB: i,;\;gblgong et
K+ '
Subunidade beta
do canal de k+ . o PDB: 3EAU. Pan et
em complexo com Homo Sapiens 1.5R 116/319 36% 212008
cortisol
Canal de PDB: 1ZSX;
d VOItjgetm d Homo Sapiens 1.5R 115/319 36% Wennerstrand et al (a
e e ser publicado), 2005
Aldo- ceto
redutase PDB: 1PYF;
dependente de Bacillus subitilis 2.14 98/317 30% Ehrensberger, et al
NADH 2003
Aldo-ceto
PDB: 1PZ1
rfjd”tasj ('\iA'?jPH Bacillus subitilis 1.8 4 98/321 27% Ehrensberger, A. E
epeEM‘f\l”) € de Wilson, D.K,. 2003
PDB: 10G6
- . . Jeudy, S., Abergel,
Oxido-redutase Escherichia coli 194 71/278 24% C.. Claverie, J.M.
) 2003
Oxido-redutase/
. e PDB: 3D3F
/;\Iedch—tcaesté) Bacillus subitilis 2.1R 67/307 21% Zhou. of a1, 2008
. PDB: 1YNP/ 1YNQ;
Aldo-ceto Bacillus 23R 94/323 29% Marquardt, T. et
redutase halonduras

al.2008

No total, dez modelos foram construidos e submetidos as andlises do
PROCHECK (http:/nihserver.mbi.ucla.edu/SAVES 3/) para averiguagdo da qualidade

estereoquimica dos residuos. O melhor modelo apresentou somente 1 residuo em regido

nao permitida, segundo a analise do grafico de Ramachandran (dado ndo mostrado).

Baseado na estrutura da 6xido-redutase de S. typhimurium, o modelo da SsuD contém 12
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hélices alfa e 1 folha-beta formada por 10 fitas que se organizam para formar o motivo
barril-Tim (Figura 27A). As estruturas secundarias sdo bem organizadas e o modelo da
SsuD é coerente e se adequa perfeitamente a estrutura molde. Este motivo é muito
caracteristico para proteinas que ligam NAD(P)H e FMN, bem como para oxigenases

(WIERENGA, 2001).

>pl;3ERP

structureX:3ERP:2:2:332:A:oxidoreduta=e:Sty: 1.55:
—————————————————————— IYQPDENRYHTMEYRRCGRSGVELPAT SLGLWHNEGDT
TEVENSRALLORAFDLGITHFDLANNY GPPPGIAECNFGRILOEDFLEWRDELIISTERG
YTMWDGPYGDWGS-REYLIASLDOSLEEMGLEYVDIFYHHRPDPETPLEETMEATLDHLVE
HGRALYVGISNYPADLARQATDILEDLGTPCLIHQPEY SLFERWVEDGLLATLLOERGVGS
IAFSPLAGGOLTDRY LN-——————————————————— ITADELEEVERLNELARRERGOEL
SOMAT AWV LENDN VT SVLIGASEPSQIEDAVGMLANRRFSALRFCARTD-ATLEGRF————

>Pl;¥Xac SsuD

sequence:Xac_SsuD:1::346::oxidoredutase:Xac: :
————————————————————— MEYLAHPDRYDRIAYRRVGRSGLVLPALSLGLWHNEGDS
TPIDTRRALLERTAFDLGITHFDLANNY GPPYGSAEINFGRELLEEDFEEFYRDELILSTERAG
WDMWEPGPYGRGESSRRYLLSSLDOSLORLGVDYVDIFYSHRFDADTPLEETAGAT.ASATVY
OGRALYVGISSYSAARTRETAATLLRAWEVPLLIHQPAYNLFNEWAEHELFDATAELGAGY
IAFTPLAQGLLTGEY LDGVEADARVNEPGGOSLEPEHLSDDNLORARGLDATARGRGOST
AOLATAWVLEDARVSSATLLGASRPEQLIENVARATL.OAPPFSARELAETDRHAVEGGINLWE
EPSTDWQ

Figura 26. Alinhamento de sequéncias das proteinas SsuD de Xac e a odxido-redutase
identificada em S. typhimurium, usado para a constru¢cdao do modelo de SsuD de Xac
segundo o programa Modeller.

A sobreposicdo do modelo da SsuD ao seu molde, utilizando-se o programa CE
(http://cl.sdsc.edu/ce.html) (Figura 27B) mostrou que a regido sem comparagdo na

estrutura da éxido-redutase de S. typhimurium (grande al¢a na estrutura), evidenciada no
alinhamento, é localizada fora da folha beta, possivelmente constituindo enovelamentos
externos ao barril (entre as hélice—alfa 8 e 9). Os padrées de estrutura secundaria sao
mantidos, conforme observado no alinhamento da Figura 28.
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Figura 27. A) Representacdao em cartoon do modelo da proteina de Xac (vista superior),
modelada por homologia a partir da oxido-redutase de S. typhimurium (PDB: 3ERP) usando
o programa Modeller. A Proteina SsuD apresenta 8 hélices-alfa (vermelho) e uma folha beta
constituida de 6 fitas (amarelo). N e C-terminais estao anotados como N e C,
respectivamente B) Sobreposicado estrutural da proteina SsuD com a éxido-redutase de S.
typhimurium evidenciando o quanto a proteina se adequa ao molde usado, com um baixo
r.m.s.d.
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Figura 28. Alinhamento estrutural baseado na sobreposicdo do modelo da proteina SsuD de
Xac e a 3ERP (o6xido-redutase de S. typhimurium). E possivel observar que as regides de
estrutura secundaria sao conservadas (cilindro: hélices-alfa; seta: folhas-beta). Ainda sao
mostrados os residuos do sitio ativo que podem ligar a NAD(P)H (em amarelo), segundo as
andlises das interacoes feita na proteina YvgN de B. subtilis (PDB 3D3F), também
conservados em SsuD e 3ERP.

5.5. A proteina SsuD de Xac: uma 6xido-redutase que liga a NAD(P)H

Os resultados do alinhamento de sequéncias e busca por ortdlogos e proteinas
com estruturas similares confirmou que a SsuD apresenta maior identidade estrutural com
oxido-redutases. Apds uma busca no banco de dados de proteinas foi possivel identificar
duas estruturas de o6xido-redutases, da YvgN (cédigo PDB 3E3F) e aldo-cetoredutase
(cédigo PDB 1PZ1) de Bacillus subtilis, ligadas a NAD(P)H e NADP, respectivamente.
Estas proteinas foram usadas para comparacées com a SsuD de Xac e a éxido-redutase
de S. typhimurium (cédigo PDB 3ERP). A primeira andlise foi indentificar os residuos
envolvidos na interacdo com os ligantes nas proteinas YvgN e aldo-cetoredutase, seguida
da sobreposi¢do estrutural das quatro proteinas. O r.m.s.d. da SsuD de Xac apés a
superposicao das estruturas e alinhamento estrutural, revela similaridade entre elas

(variacdo de 0.3 Aa 2.1 A, Figura 29A e B), e conservacéo de residuos de interagao com
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o substrato (Figura 29C, em verde). Quatro dos treze residuos de interagdo com o ligante
sdo 100% conservados nas quatro proteinas, como também, é notavel a conservacao do
bolsdo, uma vez que na maioria, 0s residuos comparaveis, sao similares em
caracteristicas fisico-quimicas. Os dados sugerem que o modelo da SsuD se ajusta as

estruturas de éxido-redutases, conforme sua fungéo predita.
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Figura 29. Comparacao da SsuD de Xac com outras oxido-redutases. (A) Sobreposicao das
estruturas tri-dimensionais das proteinas YvgN e aldocetoredutase de B. subtilis (em
amarelo e rosa, respectivamente), oxido-redutase de S. typhymurium (em verde) e SsuD de
Xac (em azul). (B) Resultados da sobreposicao e alinhamento de sequéncias da SsuD com
as oxido-redutases de Salmonella typhimurium (3ERP), YvgN (1PZ1) e aldo-cetoredutase
(3E3F) de Bacillus subtilis. (C) Alinhamento sequencial das proteinas evidenciando a
conservacao dos residuos envolvidos na interacao direta com o NAD(P) e NAD(P)H (verde) e
de constituicao do bolsao para formacao do sitio ativo das enzimas (em cinza). Em amarelo,
sao mostrados residuos envolvidos em oligomerizacao em monooxigenases.
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Figura 30. Detalhe da sobreposicdo da possivel regido de interacao das éxido-redutases
com o NAD(P)H (baseado na estrutura da YvgN de B. subtilis. A) SsuD de Xac e YvgN de B.
subtilis (PDB: 3D3F, RMSD: 2.1 A); B) SsuD de Xac e aldo-ceto redutase de B. subtilis
(PDB:1PZ1, RMSD: 1.8 A) e C) SsuD de Xac e oxido-redutase de S. typhimurium (PDB:3ERP,
RMSD: 0.3 A). Os residuos sao apresentados na forma de palitos sendo salmao para SsuD
de Xac, amarelo para YvgN, oliva para a aldo-ceto redutase de B. subtilis e azul para a éxido-
redutase de S. typhimurium. O NAD(P)H é mostrado em verde claro no centro do bolsdo. Os
residuos sao nomeados conforme a primeira letra da sigla, sendo primeiro os residuos das

estruturas e em segundo os residuos da SsuD. Residuos conservados sao mostrados em
negrito.

Seguindo o padrdo evidenciado na comparagdo entre as quatro proteinas, a
comparagao somente entre a SsuD e a YvgN (6xido-redutase de B. subtilis -3D3F),
revela conservacdo de 7 residuos dos 13 envolvidos na ligagdo e muitos outros
formadores do bolsédo (Figura 29C). Para um melhor detalhamento da interagéo e desta

comparacgao, cada uma das estruturas foi sobreposta individualmente com a SsuD de Xac
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e os residuos mapeados (Figura 30). Os resultados confirmam a conservagao de residuos
da interacéo e do bolséo.

Para melhor detalhamento desta possivel interacédo, andlises de interacéo entre a
proteina e os seus ligantes foram realizadas através de “docking”, com o auxilio do Dr.
Paulo Oliveira, utilizando o programa YASARA. A sobreposicado e ajuste do NAD(P)H
ficou mais bem representada na comparacdo da SsuD com a YvgN, conforme
evidenciado pela conservacao de residuos e posicdo dos mesmos em relacao ao ligante
(Figura 30), embora o r.m.s.d seja o mais divergente entre todas as proteinas
comparadas. Observando as estruturas encontradas, o sitio ativo é localizado sempre na
regidao C-terminal da cadeia polipeptidica, com carga positiva para 0 acomodamento do
NAD(P)H (Figura 31C).

Figura 31. Localizacao do NAD(P)H na proteina SsuD baseada na localizacao do NAD(P)H
em oxido-redutases com similaridade estrutural a proteina SsuD. (A) Vista lateral da proteina
SsuD com o NAD(P)H situado na superficie e entrada do barril TIM, em cartoon e superficie.
(B) Visao superior, evidenciando a entrada do barril e o posicionamento do NAD(P)H na
superficie lateral. (C) Comparacao entre o potencial eletrostatico das proteinas YvgN
(esquerda) e a SsuD (direita) evidenciando o sitio de interacdao do ligante positivamente
carregado.
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Bolsdo FMN

Figura 32 Analise de docking molecular evidenciando as regides de interacédo entre a FMN e
o NAD(P)H no modelo da proteina SsuD de Xac. A) Representacio em cartoon da
localizacao da proteina SsuD de Xac. Os ligantes NAD(P)H ( stick verde) e a FMN ( stick azul)
estao co-localizados e proximo a eles em stick rosa esta a Histidina 139, possivel residuo
responsavel pelo ataque ao NAD(P)H para transferéncia dos elétrons a FMN. B)
Representagdao em superficie da proteina SsuD de Xac. Em amarelo, o sitio hidrofébico do
NAD(P)H e em azul claro a FMN exposta. Ambos os substratos estdo muito préximos o que
facilitaria o ataque da His139 ao NAD(P)H para a reducao da FMN.

A &rea calculada para o bolsdo da YvgN foi de 1356 A% e deixa o NAD(P)H
praticamente escondido, de forma que a interagdo e transferéncia dos prétons para a
FMN seja facilitada. Segundo o sistema dois componentes descrito primeiramente por
Eichhorn e colaboradores (1999), o componente Oxido-redutase deve possuir dois sitios
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de ligagcdo para que a reacdo de O6xido-reducdo ocorra: um deles para NAD(P)H,
possivelmente identificado nessas analises, e outro para FMN.

Ap6s o “docking” do NAD(P)H, o programa evidenciou duas cavidades: uma que
como ja descrita se ajusta muito bem ao NAD(P)H (Figura 32, superficie em amarelo), e
outra préxima, com superficie de aproximadamente 800A? e polaridade para acomodar a
FMN de modo que ela possa ser devidamente reduzida (Figura 32). Foi realizado entdo,
um segundo “docking”, agora com a FMN nesta regido, seguido da minimizagao de
energia do modelo para melhor ajuste das moléculas. O posicionamento de ambos os
substratos foi evidenciado e a presenga da Histidina 139 (Figura 32A, em palito salmao)
poderia favorecer a transferéncia do préton e dos elétrons para a oxidagao do NAD(P)H e
reducdo da FMN. Ainda, o modelo revela a presengca de uma Treonina conservada
(Thr223) que parece estabilizar tanto o NAD(P)H quanto a FMN. Os possiveis residuos de
interacdo com a FMN foram identificados Arg140, Thr223, Asn201 e Trp203 (Figura 32,
em superficie azul claro). Diferentemente do que é observado na cavidade do NAD(P)H, a
FMN estéa praticamente exposta (Figura 32B).

5.6. A ligacao de alta afinidade entre SsuD de Xac e NAD(P)H promove a
estabilizacao da estrutura secundaria da proteina

Ensaios espectroscopicos da proteina SsuD foram realizados para a
caracterizacao biofisica da sua possivel atividade em diferentes condi¢des. Os primeiros
ensaios monitoraram o conteudo de estrutura secundaria e enovelamento protéico da
SsuD em diferentes pH. Em pH acido a SsuD apresenta-se altamente instavel e sofre
precipitacao (pH 3.0 e pH 5.0), conforme demonstrado pela perda de estrutura secundaria
e padrao do espectro. Em pH 5.0 ocorre inicio da perda de conteudo de hélices-alfa. Por
outro lado, em pH neutro e basico (pH 7.0, pH 8.0 e pH 10.0) a proteina apresenta maior
estabilidade e ganho de estrutura secundaria (Figura 33A) com sobreposicdo dos
espectros em FAR-UV e estimativa de conteudo de estrutura secundaria muito proximas
(Tabela 10). Quando a estabilidade térmica é medida, os dados sao confirmados, e os
melhores resultados também s&o encontrados em pH 7.0 (Figura 33B).
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SsuD: estabilidade em diferentes pHs B
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Figura 33. Espectropolarimetria em Far-UV e fracao enovelada da proteina SsuD em pH 3.6,
5.0,7.0,8.0 e 10.

Comparativamente, foi possivel verificar que a SsuD de Xac apresenta conteudo de
estrutura secunddria similar ao encontrado em éxido-redutases e mono-oxigenases com
estrutura resolvida (ZHOU et al, 2008; EHRENSBERGER e WILSON, 2003; SINGER et
al., 2008) (Tabela 11), provavelmente devido a conservacao do enovelamento tipo barril

Tim. Estes resultados ainda sugerem um correto enovelamento da SsuD.

Tabela 10. Estimativa do conteudo de estrutura secundaria da proteina
SsuD em diferentes pHs pelo algoritmo K2D*.

Alfa-hélice Folha-beta Alcas
SsuD pH 3.6 25% 15% 60%
SsuD pH 5.0 21% 30% 49%
SsuD pH 7.0 43% 16% 40%
SsuD pH 8.0 40% 8% 52%
SsuD pH 10.0 40% 10% 50%

*hitp://dichroweb.cryst.bbk.ac.uk/html/process.shtml

80

70



Estudos Estruturais e Funcionais das Enzimas SsuD e SsuE do sistema de transporte do tipo ABC
de alcano sulfonatos e da proteina periplasmatica PbP de Xanthomonas axonopodis pv.citri

Tabela 11. Comparativo do conteido de estrutura secundaria da proteina SsuD com outras
enzimas depositadas no PDB com a topologia barril-Tim.

%

Proteinas PDB % Hélices Folhas- % Alcas
beta

SsuD — Xac - 40% 8% 52%
oxido-redutase S. typhimurium 3ERP 40% 13% 47%
mono-oxigenase SsuD - E. coli 1M41 31% 17% 48%
6xido-redutase Fre - E. coli 1QFJ 28% 30% 42%
aldo-cetoredutase - B. subtilis 1PZ1 42% 14% 44%
dxido-redutase Yvgn — Bacillus subtilis 3D3F 43% 16% 41%
mono-oxigenase LadA- Geobacillus

thermodenitrificans 3B90O 43% 17% 50%

Analises de dicroismo circular também foram realizadas com SsuD na presenca de
NAD(P)H e FMN, uma vez que estes sdo os substratos caracterizados de o&xido-
redutases. Os espectros de dicroismo circular apontam que a proteina SsuD apresentou
um ganho acentuado de estrutura secundaria na presengca do NAD(P)H, em 222 nm,
caracteristico de ganho de hélices-alfa. Alteragbes conformacionais ténues foram
observadas na presenca de FMN e uma redugao proeminente de estrutura secundaria na
presenga de ambos (FMN+NADPH) (Figura 34A), sugerindo que a presenca da FMN
poderia alterar a forma de interagéo da SsuD com o NAD(P)H.

Esses resultados foram corroborados com os experimentos de estabilidade
térmica onde a proteina SsuD apresentou um aumento na T, de aproximadamente 6°C
quando na presenca de NAD(P)H. Por outro lado, as diferencas encontradas nos valores
de T, da proteina SsuD na presenca de FMN e de FMN+NAD(P)H nao sao significativas
(Figura 34B), novamente sugerindo que a presenga da FMN poderia alterar a forma de
interacdo da proteina com o NAD(P)H.
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Figura 34. Espectropolarimetria da proteina SsuD na presenca de FMN e NAD(P)H. (A)
Espectro de dicroismo circular FAR-UV utilizando 0.2 mg/mL da proteina SsuD na presenca
e auséncia de 20uM FMN e 20 uM NAD(P)H. (B). Estabilitade térmica da proteina SsuD
medida na auséncia e presenca dos seus possiveis ligantes. Os ensaios foram realizados
nas mesmas condi¢oes experimentais descritas.

A tabela 12 expde a quantificacdo dos dados de espectropolarimetria da proteina
SsuD através do algoritmo K2D do servidor Dichroweb
(http://dichroweb.cryst.bbk.ac.uk/html/home.shtml) confirmando que a proteina apresentou

um ganho de 5% em hélices, 13% em folhas-beta e reducdo de 11% das regides
desordenadas na presenca de NAD(P)H.
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Tabela 12 Estimativa do conteudo de estrutura secundaria da proteina SsuD para
caracterizacao da atividade Oxido-redutase e alterac6es estruturais pertinentes nas
presenca de FMN e NAD(P)

Estimativa do conteudo de estrutura secundaria da proteina SsuD na
presenca de NAD(P)H e FMN - K2D*

Alfa-hélice  Folha beta des%‘:g;zzas
SsuD 40% 10% 50%
SsuD+FMN 42% 9% 49%
SsuD+NAD(P)H 45% 23% 31%
SsuD+FMN+NAD(P)H 38% 6% 56%

*http//dichroweb.cryst.bbk.ac.uk/html/process.shtml

Assim, fica evidente que na presenca do NAD(P)H, a SsuD sofre uma grande
reorganizacao estrutural como mostrado pelo ganho de estrutura secundaria em forma de
folha beta (10% para 23%), e diminuicao das regides desordenadas (50% para 31%), ndo
evidente na presenca de FMN (Tabela 12). Conforme o modelo e o “docking”
apresentados anteriormente (Figura 32), seria possivel que as regides desordenadas
proximas ao sitio de interacdo do NAD(P)H que incluem alguns dos residuos importantes
(Figura 32, circulo e em amarelo) fossem as que sofressem maior alteragcao
conformacional. Como a FMN fica praticamente exposta no seu sitio, conforme mostrado
no modelo, poucas seriam as alteragdes, e os resultados confirmam isso, uma vez que 0
conteudo de estrutura secundéria permanece similar ao da proteina sozinha. Por outro
lado, na presenga dos dois substratos, as alteragdes sao menos significativas, sugerindo
que a presenca da FMN altera o potencial de interagdes da regido.

A habilidade de a SsuD interagir com os substratos foi caracterizada através de
ensaios de titulacdo calorimétrica isotérmica (ITC), cinética enzimatica e ensaios
espectroscopicos. Para medir a atividade de Oxido-redutase da SsuD, ensaios
enzimaticos foram realizados baseados nos artigos de Gao e colaboradores (2007) e
Eichhorn et al (1999). Primeiramente, conforme mostra a Figura 35, foram medidos
espectros das amostras de proteina, FMN e NAD(P)H evidenciando que a proteina nao
estava previamente ligada a nenhum dos substratos alvo. Este dado é importante porque
ja evidencia a diferenca deste sistema com os descritos para flavoproteinas. No sistema

83



Estudos Estruturais e Funcionais das Enzimas SsuD e SsuE do sistema de transporte do tipo ABC
de alcano sulfonatos e da proteina periplasmatica PbP de Xanthomonas axonopodis pv.citri

dois-componentes, a 6xido-redutase usa a FMN como um substrato e ndo um cofator
(KERTESZ et al, 1999). O gréafico mostra o espectro da SsuD de Xac, sem picos de
absorcao para a FMN na sua forma oxidada (450 nm) e para NAD(P)H (340 nm), usados

como controles.

Espectro de Varredurada proteina SsuD apds
purificacdo

16
- = Ssul
14
- = FMN
12

...... MAD(PH

Absorbancia

300 350 400 450 500 550 600
Comprimento de onda (nm)

Figura 35 Espectro de varredura da proteina SsuD (18 uM e os substratos FMN (50 uM) e
NAD(P)H (200 uM) em tampéo Tris 20 mM pH 8.0 no espectrofotometro Jasco 510.

5.7. A cinética enzimatica da SsuD revela a atividade independente da
presenca de FMN e com elevada eficiéncia

A andlise cinética da reacao de oxidacdo do NAD(P)H e reducao da FMN realizada
pela SsuD foi monitorada em espectrofotémetro UV visible (Cary 50 BioVarian). Os
resultados mostram que na presenga da SsuD ocorre a oxidagdo do NAD(P)H, conforme
observado pelo decaimento da absorbancia em 340 nm, mas nao foi possivel
acompanhar o decaimento da FMN indicando sua redugéo ( FMN -> FMNH,) (Figura 36).
Gao e colaboradores (2005) mostraram que para que a reacao de 6xido-redugcédo ocorra
por completo até a éxidacao do alcano sulfonato a sulfito, € necessaria a interacao entre a
oxido-redutase e a mono-oxigenase, de forma que a flavina na sua forma reduzida,
altamente instavel, seja protegida para que possa transferir corretamente seus prétons ao

alcano sulfonato culminando na sua oxidagao.
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Por outro lado, a instabilidade da FMN na sua forma reduzida é bem conhecida e
segundo Ghislas et al (1974), somente em experimentos a baixissimas temperaturas (-
200 °C), seria possivel evidenciar este estado. E possivel portanto, que a reacdo de
oxido-reducao ocorra mas nao seja possivel manter a FMN no seu estado reduzido. De
fato, ainda devemos mencionar que os experimentos de Gao e colaboradores (2005) e
Eichhorn e colaboradores (1999) além de serem realizados com as duas enzimas
(sistema acoplado), foram realizados em condi¢des de baixa oxigenagado ou anaerobiose.
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Figura 36 Decaimento de NAD(P)H (200 uM) na presenc¢a de SsuD (11 puM) e FMN (20 uM) e
sem FMN. Experimento realizado no espectro UV visible-Cary 50 Bio-Varian.

Como nao foi evidenciada a reducado da FMN e as condi¢cdes de anaerobiose nao
puderam ser estritamente controladas nos nossos experimentos, repetimos o ensaio sem
a FMN para garantirmos que a oxidag¢ao evidenciada era, de fato, decorrente da atividade
enzimatica e ndo oxidacao pela presenca de condi¢cées oxidantes no tampao. Também
foram analisados os parametros cinéticos através do decaimento de NAD(P)H em 340 nm
e a aplicacao da equacgao de Michaelis e Menten (Tabela 13). Os resultados confirmam
que mesmo na auséncia da FMN, ocorre o decaimento do NAD(P)H no seu estado
reduzido (resultados nao exibidos), o que poderia ser devido a oxigenacao promovida
pela presenga de oxigénio nas amostras, mas também, que a proteina exerce sua
atividade independente da presenca da FMN. Os dados mostram que a afinidade da
SsuD ao NAD(P)H é diminuida na presenca da FMN, mas a enzima apresenta K; ou
numero de renovagdo maior quando em presenga desta, sugerindo que a interagdo com
as duas moléculas leva a conversao de substrato em produto de forma mais eficiente
(Tabela 13). A menor afinidade também poderia ser atribuida ao fato de ambas as
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moléculas apresentarem sitios de interacdo préximos, inclusive compartilhando residuos
envolvidos na interacdo. Os dados de CD mostram, que de fato, a SsuD sofre alteracédo
conformacional e ganho de estabilidade condizente com sua interagcdo com o NAD(P)H,

independente da presenca da FMN.

Tabela 13. Parametros cinéticos da proteina SsuD para funcdao de oOxido-redutase. Os
valores foram utilizados com base no trabalho de Eichhorn et al. (1999).

Reacao Ko uM” Keat (S7) Vinax (UM/min) KeaKm(M's™)

SsuD+NAD(P)H+FMN  0.1877 7.192 0, 7911 3.8x 107

SsuD+NAD(P)H 0.15 5.33 0.58 3.5 x107

Oxido-redutase de g 54 4.33 0.54 7.9 x 10°
E.coli

Quando comparado os valores obtidos para a 6xido-redutase de E. coli, descritos por
Eichhorn e colaboradores (1999), com os valores aparentes obtidos para a proteina SsuD
de Xac na presenca de FMN e NAD(P)H, observa-se que a SsuD possui uma afinidade
menor ao NAD(P)H. Entretanto, a velocidade com que a SsuD realiza a catalise, isto é a
eficiéncia catalitica (K.o/K.) € uma ordem de grandeza maior do que para a proteina de
E. coli. A eficéncia catalitica (K../Kr) revela um sistema proximo da perfeicdo catalitica
(3,8 x 107) inclusive com uma ordem de grandeza maior do que o descrito no sistema de
E. coli (EICHHORN et al, 1999). Portanto, embora a enzima SsuD de Xac tenha uma
afinidade menor pelo NAD(P)H do que a enzima de E. coli, a eficiéncia catalitica € maior,

em virtude da propria afinidade reduzida.
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5.8.

de ensaios de titulacao calorimétrica

Ensaios de interacao da SsuD com FMN e NAD(P)H medidos através

Para verificarmos se a SsuD era capaz de interagir com os substratos analisados nos

ensaios de cinética enzimatica, foram realizados experimentos de titulagdo calorimétrica
(ITC). Os substratos usados foram NAD(P)H, FMN e NAD(P)H+FMN ( proteina incubada
previamente com 200 mM de NAD(P)H seguida da titulagdo de FMN) em uma

concentracao final de cada titulagcdo de 2.15 uM (volume de 10 plL) na presenca de 40 uM

de proteina SsuD, em trés experimentos distintos. Os resultados na presenca de
NAD(P)H, provam a interagdo da SsuD com NAD(P)H numa reacdo exotérmica com um
K. de 0,215 x 10°® (Figura 37A).
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Figura 37 Titulacao calorimétrica isotérmica (ITC) de SsuD com diferentes substratos. A) de
500 uM de NAD(P)H em 40 uM SsuD; B) FMN e NAD(P)H e C) FMN.
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Esses valores apontam uma afinidade muito elevada para NAD(P)H quando
comparado com a 6xido-redutase de Eco: 0.29/0.3 mM (GAO et al, 2007).

Por outro lado, confirmando os resultados apresentados anteriormente, ndo houve
troca de calor entre a SsuD e FMN e SsuD eNAD(P)H+FMN (Figura 37B). A
estequiometria da reagcao foi calculada em 3:1 [NAD(P)H:SsuD], o que corrobora a
hip6tese langada pelos experimentos de DLS (dados nao exibidos) onde a massa
molecular estimada era referente a um oligbmero, possivelmente um trimero ou tetramero.
O raio hidrodindmico calculado também foi grande para uma proteina monomérica
globular e com massa molecular de 39 kDa.

Todos juntos, os resultados mostram que a SsuD de Xac é uma éxido-redutase que
sofre alteragbes conformacionais quando interage com o NAD(P)H e é capaz de causar
sua oxidagao. Contudo, esta oxidacdo deveria ser seguida da redugao da FMN, o que nao
foi demonstrado. Segundo EICHHORN e colaboradores (1999) no sistema de dois-
componentes, a reagao de 6xidoredugcao somente ocorre na presenga das duas enzimas
oxido-redutase e mono-oxigenase, e é observada uma alteragdo conformacional nas
enzimas apos a interagdo, fundamental para a transferéncia dos elétrons. Ha ainda a
especulagao de que ocorre a formacao de um canal para protegao da FMN no seu estado
reduzido, formado pela interacdo entre as duas proteinas. Neste caso, é compreensivel
gue nao tenhamos observado a reducao desta. Adicionalmente, os dados de modelagem
molecular e “docking” mostram que a FMN fica mais exposta.

Os resultados apresentados até o momento foram a base para a realizacdo dos
experimentos de analise dos estados oligoméricos da SsuD em solugao.

5.9. A SsuD em solucao apresenta-se sob a forma de um octamero

Evidéncias experimentais preeliminares oriundas do DLS, bioinformatica e ITC da
SsuD, assim como variagdes na temperatura média de desenovelamento mostraram que
a proteina, embora monodispersa, indicaria um possivel estado oligomérico. Para
investigar tal hipotese utilizamos duas metodologias com o intuito de corroborar os
resultados: a ultracentrifugagdo analitica (AUC) e o espalhamento de Raio-x a baixo
angulo (SAXS).
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Os experimentos de ultracentrifugacao analitica foram realizados através do método
de velocidade de sedimentagédo (30.000 r.p.m.) com 1.66 mg/mL da proteina SsuD. Os
resultados revelaram o coeficiente de distribuicdo de sedimentacao (s*) compativel com a
massa de um octdmero, com 320 kDa (a massa molecular da SsuD monémero é de 39
kDa), segundo a equacao de Svedberg (Figura 38) e uma Unica espécie molecular em
solugdo, conforme esperado, uma vez que a amostra submetida a andlise era proveniente
de gel-filtracdo. De acordo com estes resultados, a organizagéo da proteina SsuD de Xac
em solugao é similar com o que foi previamente descrito para a estrutura cristalografica
da éxido-redutase de S. typhimurium (SINGER et al., 2008) e para outras proteinas cujo o
motivo barril-Tim é encontrado e que se organizam da mesma forma: mono-oxigenase de
E. coli (EICHHORN et al., 2002) e da LadA de Geobacillus thermodenitrificans (LI et al.,
2008).
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Figura 38. Distribuicdo do coeficiente de sedimentacido obtido para proteina SsuD de Xac.
Os experimentos foram realizados com Tris 20 mM pH 8.0 com 1,66 mg/mL a 20°C. A curva
mostra a massa molecular correspondente a um octamero.

A concepcao do envelope molecular correspondente ao octdmero descrito para a
proteina SsuD através da ultracentrifugacao analitica ocorreu através de experimentos de
SAXS, que foram realizados na linha D02A-SAXS2, do Laboratério Nacional de Luz
Sincrotron — CNPEM, em Campinas-SP- Brasil. Medidas foram coletadas com 1.15
mg/mL e com 0.85 mg/mL. A curva de intensidade de espalhamento mostrada na Figura
39, é correspondente & fungdo p(r), cujo raio de giro obtido foi de 46.9 A e a dimensao
maxima de aproximadamente 150A. O espalhamento experimental da Lisozima foi
utilizado como referéncia para calcular a massa da SsuD. Os resultados apontam para um
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oligbmero de 8 moléculas com massa molecular de 310 kDa, isto €, oito vezes maior do
que a massa do monémero (39 kDa), previamente calculada através do programa
ProtParam. Estes dados corroboram os experimentos de ultracentrifugagéao analitica.
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Figura 39. Dados de SAXS da proteina SsuD de Xac, mostra a curva de espalhamento (0) e o
ajuste da curva em vermelho para o calculo da func¢ao p(r).

O modelo de baixa resolucao foi obtido através de um método ab initio para a
reconstrucdo do envelope molecular utilizando atomos ficticios. Analises do envelope
molecular obtido da SsuD através de SAXS, revelaram que a proteina em solugao
organiza-se em dois blocos tetraméricos, o0 que tem sido mostrado ser um padrdo comum
encontrado, por exemplo, na estrutura cristalografica da 6xido-redutase de S. typhimurium
(figura 40).

Na tentativa de compreender a formagao do oligoméro e a regido de interface de
interacao entre as subunidades, utilizamos as coordenadas estruturais da oxido-redutase
de S. typhimurium para analises de regides de interagdo no programa PISA
(http://Pbp.ebi.ac.uk/msd-srv/prot int/pistart.html). Este programa faz a predicdo de

regides de interagdo entre proteinas e calcula a probabilidade de formagao de estruturas
quartenarias. Os resultados do PISA sado apresentados na Tabela 14 na qual todos os
residuos envolvidos nas interacdes sao descritos. As interagdes entre as subunidades sao
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mantidas por ligacoes de hidrogénio e pontes salinas entre as subunidades Ae B, C e D,

A e C e BeD. Nao foram relatados contatos entre Ce Be A e D.

Tabela 14. Residuos de interacao entre as subunidades da oxido-redutase de S. typhimurium
(3ERP) para formacao do oligémero.

Ligacdes de Hidrogénio

Ligacdes de Hidrogénio

Estrutura B

Distancia (A)

Estrutura D

Estrutura A

Distancia (A)

Estrutura B

TRP 103[NE1]
TYR 107[OH]

TYR 107[OH]
ARG 113]N]
ARG 113]NE]
LYS 114[N]
LYS 114[NZ]
LYS 114[NZ]
GLN 122[NE2]
LYS 151[NZ]
THR 144[0G1]
GLU 148[OE1]
GLU 148[OE2]

3.34
2.94

2.80
3.36
2.99
3.15
2.73
2.84
2.85
3.30
3.04
2.79
2.76

ASP 90[0]
THR 58[0G1]

LYS 24[0]
TYR 164[OH]
LEU 163[O]
TYR 164[OH]
ASP 133[0D1]
LEU 92[0]
ASP 90[OD2]
GLY 186[0]
ARG 17[NH1]
GLY 22[N]
TYR 164[OH]

THR 58[0G1]
ARG 17[NH2]
ARG 17[NH1]
GLY 22[N]
TYR 164[OH]
ASP 90[O]
LYS 24[0]
TYR 164[OH]
LEU 163[0]
TYR 164[OH]
LEU 92[0]
ASP 133[0D1]
ASP 90[0D2]

2.93
3.14
3.12
2.78
2.74
3.15
2.75
3.34
2.92
3.11
2.82
2.69
2.80

TYR 107[OH]
GLU 143[OE1]
THR 144[0G1]
GLU 148[OE1]
GLU 148[OE2]
TRP 103[NE1]
TYR 107[OH]
ARG 113[N]
ARG 113[NE]
LYS 114[N]
LYS 114[NZ]
LYS 114]NZ]
GLN 122[NE2]

Pontes Salinas

Pontes Salinas

Estrutura A Distancia (A)  Estrutura B Estrutura A Distancia (A) Estrutura B

LYS 114[NZ] 273 ASP 133[0D1] | ARG 17[NH2] 3.14 GLU 143[0E1]

LYS 114[NZ] 3.84 ASP 133[0D2] | ASP 133[0D2] 3.84 LYS 114[NZ]
ASP 133[0D1] 269 LYS 114[NZ]
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Uma vez obtida esta Tabela com os dados da 6xido-redutase da S. typhimurium,
os residuos foram identificados na sequéncia da proteina, previamente alinhada com a da
SsuD de Xac, e mapeados na estrutura (Figura 40). Duas regides foram identificadas e
denominadas respectivamente de Interface H, porque esta em regides de Hélices-alfa
(regido positiva), e interface B (regido negativa), porque concentra a maioria dos residuos
no Barril TIM (Figura 40A). O alinhamento das proteinas e a comparagao dos residuos
revela alta conservacado nas duas interfaces e extensdao do contato com area média de

859 A (Figura 40C) e de polaridade oposta entre as interfaces H e B.
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Figura 40 Caracterizacao da forma de oligomerizacdo da 6xido-redutase de S. typhimurium
que pode ser extrapolada para a estrutura da SsuD. (A) Representacido em cartoon de uma
molécula do tetramero evidenciando a posicao das duas interfaces, H (vermelho) e B (azul).
(B) tetramero da oxido-redutase de S. typhimurium e interacdo entre as cadeias (tabela
13)(C) Alinhamento das sequéncias de aminoacidos da SsuA de Xac e oxido-redutase de S.
typhimurium (3ERP) evidenciando a conservacao dos residuos envolvidos na formacao do
tetrametro. Em vermelho e azul sao mostrados os residuos da interface H e B,
respectivamente.
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Em virtude da similaridade estrutural e sequencial dos residuos de interacao entre as
subunidades da proteina 3ERP e um estado oligomérico cristalografico compativel com os
achados em solugéo para a proteina SsuD de Xac, construiu-se um modelo da proteina
SsuD baseado no octamero da 3ERP.

A partir do modelo da proteina SsuD e com base nas coordenadas estruturais da
oxido-redutase de S. typhimurium, foram realizadas sobreposi¢des estruturais no Pymol
para a construcdo do octamero da SsuD. A estrutura obtida foi sobreposta no envelope
molecular obtido por SAXS (Figura 41A). Os resultados mostram que a estrutura se ajusta
perfeitamente ao envelope, confirmando seu estado oligomérico similar ao encontrado na
estrutura da S. typhimurium. E importante ressaltar que a organizagdo estrutural
observada nestas oOxido-redutases parece ser conservada mesmo em proteinas de
espécies filogeneticamente distantes, provavelmente devido a conservagdao do motivo
Barril-Tim, e manutengdo de sua fungdo. Ainda é mostrado um possivel modelo do
octamero, baseado nos contatos cristalograficos da éxido-redutase de S. typhimurium
(Figura 41B). Os dados ainda poderiam explicar os resultados do ITC que sugerem 3
moléculas de NAD(P)H para a SsuD, porém ressaltamos que somente ha um sitio para o
NAD(P)H em cada uma das subunidades. A figura 41C evidencia o arranjo do tetramero
com os monbémeros organizados simetricamente de forma que o sitio de interagéao,
proximo ao C-terminal, fica sempre exposto num formado que denominamos de
“catavento”. Além disso, a regidao de interagdo com o NAD(P)H e a FMN se encontram
muito préximas a regiao H (Figura 41D e E), bem como a H139 (Figura 41E). A
proximidade entre o sitio ativo e a regidao de interacao para formagéao dos tetrameros, na
verdade observados na maioria dos PDBs das proteinas que possuem esse motivo barril-
Tim, pode sugerir que esta conformagao seja importante para a atividade da enzima.

Outro ponto importante a ser levantado é a possivel localizagao de interagcdo da SsuD
com a mono-oxigenase, ja que Abdurachim e colaboradores (2006), ressalta a
importancia da interagao entre as duas enzimas, inclusive mostrando por experimentos de
CD, que ocorre mudanga conformacional nas proteinas apds a interacdo. Apesar de
especulacdo, como o sitio da FMN fica exposto entre os mondmeros A e B, por exemplo,
€ possivel que esta seja a localizagdo. Novamente, isso € uma suposigao que deve ser
testada em experimentos de cross-linking apds a expressao da SsuE de Xac na forma

soluvel.
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_ NAD(P)H

Figura 41 Representacado da organizacao do oligoméro da SsuD de Xac no formato de um
catavento. A) Modelo de homologia obtido para a proteina SsuD (representacao cartoon)
superposto ao modelo de baixa resolucdo de SAXS (esferas semi-transparentes).
Representagao em diferentes angulos dos tetrameros. B) Octamero de SsuD mostrando os
dois blocos tetraméricos em superficie e cartoon; C) Localizacdao dos sitios ativos no
tetramero, em relacdo ao C-terminal e interfaces H e B; D) Detalhe de um monémero, em
superficie e E) detalhamento da posicao da FNM e NAD(P)H em relacao a H139.
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5.10. Cristalizacao da proteina SsuD

A proteina SsuD foi submetida as condigdes de cristalizagcao do kit inicial da Hamptom
“crystal screen” 1 e 2, em duas concentragdes diferentes: 12 e 19 mg/ml. A Figura 42
representa um panorama de diferentes gbétas obtido apds as tentativas de cristalizagao.
Varias condi¢des propiciaram a formacao de precipitados, micro cristais e separagao de
fases e estas foram submetidas aos ensaios de refinamento, variando-se a concentragéao
de precipitante e o pH. Na maioria das condicGes de cristalizacao testadas, os melhores
resultados foram obtidos na presenca de HEPES pH 7.5, um alcano sulfonato, e
condicdes de cristalizagdo cujo pH era proximo de seu ponto isoelétrico. Condigoes
promissoras com nucleos e micro cristais estdo em fase de refinamento e cristais ja
formados serdo submetidos a testes na linha de luz destinada a cristalografia de proteinas
no Laboratério Nacional de Luz Sincrotron (LNLS). Um cristal em forma de bastao, com
dimensdes de 20 x 200 um foi obtido com 0.2 M de cloreto de sodio, 0.1 M acetato de
sodio tri-hidratado pH 4.6 e 30% de -2-metil 2,4 pentanodiol e estd em fase de

refinamento.

0.2 M Sodium Chiorides/ 0.1 M Sodium acetate trihwdrate pH 4.6/ 30% v)fv [+/-) - 2-methv] 2,4 pentanediol

Figura 42 Testes iniciais de cristalizacao da proteina SsuD. O cristal em evidéncia (l) cresceu
em 12 mg/mL na condicdo com 0.2 M de Cloreto de sodio; 0.1 M de acetato de sédio tri-
hidratado pH 4.6 e 30% (+/-)- 2-methyl 2,4 pentanediol.
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Parte Il - A proteina SsuE de Xac

5.11. Clonagem do gene ssuE no vetor pET28a

A amplificagdo do gene ssuE (1329 pb) a partir do DNA gendémico de Xac foi
obtida com éxito, conforme evidenciado na Figura 43. Uma vez obtidos os fragmentos de
DNA referentes ao gene de interesse, os mesmos foram submetidos a clivagem com
enzimas de restrigdo para clonagem no vetor de expressao pET28a (Figura 43B).

Figura 43 Eletroforese em gel de agarose evidenciando a amplificacdo do gene ssuE de Xac,
fragmentos do DNA plasmidiano e clivagem do gene com enzimas de restricdo apropriadas
a clonagem. (A) Amplificacdo do gene ssuE. 1: marcador de massa molecular - #SM0403 —
Fermentas®; 2: fragmento de PCR codificando o gene ssuE (1329 pb). (B) Digestao do vetor
pPET28a e do gene ssuE com enzimas de restricao. 1 e 7: Marcadores de massa molecular -
#SM0403 — Fermentas®; 2: pET28a linearizado; 3: pET28a digerido com Ncol/Hindlll; 4:
fragmento do gene ssuE (1329 pb) digerido com Ncol/Hindlll; 6: pET28a nao digerido usado
como controle da digestao.

Os DNAs digeridos foram usados nas reagdes de ligagdo com o vetor pET28a,
para a posterior transformacéo de células de E. coli DH5a. Apds 16 horas de incubagéo a
37°C, mais de trezentas colénias foram obtidas para cada transformante e grupos de dez
foram analisados por restricdo com enzimas, para checagem da presenca do plasmideo
contendo o inserto de interesse. (Figura 44).

96



Estudos Estruturais e Funcionais das Enzimas SsuD e SsuE do sistema de transporte do tipo ABC
de alcano sulfonatos e da proteina periplasmatica PbP de Xanthomonas axonopodis pv.citri

Figura 44 Gel de agarose 0.8% para confirmar a presenca dos inserto referente ao gene ssuE
de Xac. 1: Marcador de peso molecular - #SM0403 — Fermentas®; 2: liberacdo do inserto
referente ao gene ssuE apos a clivagem do DNA plasmidial pET28a/ssuE.

5.12. Expressao da proteina SsuE em corpusculos de inclusao

Para expressdo da SsuE foram testadas as mesmas condicbes de
temperatura (13°C, 20°C, 25°C, 30°C e 37°C), agitacao e aeracao da SsuD, porém, ndo
foi possivel obté-la na sua forma soluvel. Os resultados da indugdo em células de E. coli
BL21(DES3) sao similares aos demais, apresentado na Figura 45. Neste caso, a estratégia
adotada foi a extracao e purificacdo da proteina em condigdes desnaturantes, com 8M de
uréia. As tentativas de re-enovelamento também nao foram promissoras e néo foi possivel

recuperar a Ssuk (dados nao mostrados).
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Figura 45 Analise da expressao da proteina SsuE (48.0 kDa) em cepas de E. coli BL21(DE3)
por SDS-PAGE 13%. 1. Marcador de peso molecular comercial (Fermentas - SM0431); 2.
Amostra de extrato celular de cultura nao induzida (Tempo zero - T0); 3. Amostra de extrato
celular de cultura induzida (Tempo dois - T2); 4. Extrato celular soluvel; 5. Extrato celular
insoluvel (precipitado). A seta em preto indica a suposta localizacao da proteina alvo.

5.13. Analises de bioinformatica e busca de ortologos

A busca de ortélogos da SsuE de Xac utilizando o programa BLASTP mostra alta
identidade de sequéncias com mono-oxigenases de organismos presentes
essencialmente em habitats de solo e 4gua (Tabela 15). A proteina é bem conservada e
os resultados mostram valores de identidade variando de 52% (Nostoc punctiforme,
cianobactéria) a 97%, sendo que os ortélogos de maior identidade sdo os encontrados
em espécies do género Xanthomonas, seguido por ort6logos presentes em
Pseudomonas, como observado para a SsuD e confirmado na andlise filogenética (Figura
46). A arvore mostra ainda, que a SsuE é relacionada aos ort6logos encontrados em
Methylobacillus e Sorangium. Curiosamente, as maiores divergéncias devem ser
encontradas nos ortélogos de Comamonas e Azorhizobium, incluindo os fitopatégenos

Agrobacterium e Burkholderia.
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Tabela 15 Ortdlogos da proteina SsuE de Xac. Resultados obtidos através BlastP-NR

Microorganismo Funcéo Identidade sequencial Habitat
Xanthomonas
campestris nitriloacetate mono-
pv.vasculorum oxigenase 420/442 (95%) Solo
Xanthomonas fuscans nitriloacetate mono-
subs. Aurantifolii oxigenase 429/442 (97%) Solo
Xanthomonas
campestris pv. nitriloacetate mono-
musacearum oxigenase 391/411 (95%) Solo
Pseudomonas
fluorescens mono-oxigenase 332/439 (75%) solo e agua
Pseudomonas nitrilotriacetate mono-
fluorescens oxigenase 329/437 (75%) solo e agua
Azotobacter vinelandii Mono- oxigenase 326/437 (74%) solo e agua
nitrilotriacetate mono- .
Methylobacillus oxigenase 276/440 (62%) Agua
fitopatogeno (raiz de
Burkholderia sp Mono oxigenase 275/441 (62%) trigo)
Sorangium cellulosum Mono-oxigenase 281/440 (63%) Solo
agua e solo

Anabaena variabilis
Burkholderia xenovorans
Azorhizobium
caulinodans
Cupriavidus taiwanensis

Ralstonia eutropha
Agrobacterium
radiobacter

Comamonas testosteroni
Herpetosiphon
aurantiacus

Nostoc punctiforme
Streptomyces sp

Mono-oxigenase
Mono-oxigenase

Mono-oxigenase
Mono-oxigenase
nitrilotriacetate Mono-
oxigenase

Mono-oxigenase
luciferase-like Mono-
oxigenase

Mono-oxigenase

Mono-oxigenase
Mono-oxigenase

266/445 (59%)
273/440 (62%)

266/435 (61%)
280/437 (64%)

277/436 (63%)
264/441 (59%)
263/433 (60%)
248/443 (55%)

233/446 (52%)
240/445 (53%)

(cianobactéria)
Biorremediagéo
solo deficiente em
nutrientes

Solo

Solo
Fitopatégeno (indutor de
crescimento)

Solo

solo e agua
agua e solo
(cianobactéria)

Solo
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Figura 46 Arvore filogenética da proteina SsuE de Xac construida com as sequéncias de
ortologos identificados pelo BlastP. A arvore foi construida a partir do alinhamento
utilizando o programa ClustalW2 no formato Phylip pelo método Neighbour Joining.

Visando identificar ortélogos ou proteinas com similaridade estrutural que pudessem
ser usadas para a construcdo de modelos da SsuE, a sequéncia de aminodacidos da
proteina foi submetida ao BlastP contra o PDB (Tabela 16). Apesar de apresentar maior
identidade de sequéncias com mono-oxigenases, o0 melhor resultado foi encontrado para
a 6xido-redutase de Bacillus subtilis (codigo PDB: 1TVL, 39% de identidade seqlencial).
Os segundo e terceiro melhores resultados, mostraram contudo, similaridade com as
mono-oxigenases de G. thermodenitrificans (c6digo PDB: 3B90, 34% de identidade
seqlencial) e de E. coli (codigo PDB: 1M41, 20% de identidade sequencial) (Tabela 16).
Neste caso, utilizamos as coordenadas estruturais da éxido-redutase Yind de B. subtilis
(PDB: 1TVL) e da mono-oxigenase LadA de G. thermodenitrificans contendo a FMN
ligada (cédigo PDB: 3B9N) para construcao de dois modelos. Os alinhamentos utilizados
para a geragao dos modelos sdo apresentados na Figura 47 e mostram boa cobertura das
sequéncias.

Dez diferentes modelos foram gerados a partir de cada estrutura molde e avaliados
pelo programa PROCHECK (http:/nihserver.mbi.ucla.edu/SAVES 3/). O modelo que
apresentou a melhor qualidade estereoquimica, segundo o grafico de Ramachandran,

com nenhum residuo em regides ndo permitidas, foi escolhido para as analises.

100



Estudos Estruturais e Funcionais das Enzimas SsuD e SsuE do sistema de transporte do tipo ABC
de alcano sulfonatos e da proteina periplasmatica PbP de Xanthomonas axonopodis pv.citri

Tabela 16 Proteinas com estrutura resolvida que possivelmente apresentam similaridade
estrutural com a SsuE de Xac.

Resultado de ortdlogos da proteina SsuE com a estrutura resolvida. BlastP x PDB.

Funcéo Microorganismo RMSD N d_e residuos Ident[dacje Referéncias
alinhados sequéncial
PDB: 1TVL;
Oxido-redutase Bacillus subitilis 0.7 399/463 39% Gormam et
al. 2004
. PDB: 3B9N;
Mono- Geobaillus 1.7 414/453 34% Li et al.
oxigenase thermodenitrificans 5007
Mono- PDB: 1M41;
. Escherichia coli 2 322/432 20.5% Eichhorn et
oxigenase
al. 1999
PDB:
oxido-redutase  Methanopyrus Kandleri 3 308/445 15% 1EZW;
Shima et al.
2000
, PDB: 217G;
Mono- Agrobacterium o : ’
oxigenase tumefaciens 29 309/436 16.5% Ki et al.
2006
PDB:
. Methanoculleus o 1RHC;
Desidrogenase thermophilus 2.9 298/435 14.4% Aufhammer,
etal 2003
Mycobacterium PDB: 3B4Y:
Flavoproteina , 2.9 307/427 16% Bashiri et
tuberculosis
al.2007
PDB: 1Z69;
Oxido-redutase = Methanosarcina barkeri 2.9 303/428 13.5% Aufhammer
et al. 2005
Methanobacterium PDB: 1F07;
oxido-redutase ; 2.9 298/428 13.8% Shima et
thermoautotrophicum 212000
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P1;1TVL

structureX:1IVL:3:A1432:A:YTNJ:Eau:2.10:
—-———-RADFIQFGAMIHGVGGTTDGWRHPDVDPSASTNI-EFYMERAQTAR
KGLFSFIFIADGLFISEKSIPHFLNR-—-FEPITILSALASVIENIGLVG
TFSTSFIEPFIISROLMSLDHISGGRAGWNLVISPOEGAARNHSKSNLEE
HIERYEIAQEHLDVVRGLWNSWEHDAFIHNKKTGOFFDOAKLHRLNHKGK
YFOVEGPLNIGRSKOGEEVVFOAGS SETGROFAAFNADATFTHSNSLEET
AFYADVESRAADEGRDPSSVRIFPGISPIVADTEEEAREKYREFAELIP
IENAVIEARARNLTLREVAQEMAFPRTLF—IGTPERVASLIETWENAER
ADGF-IVGSDIPGTLDAFVEKVIPILQERGLYRODYRGGTLRENLGLGIP

P1;5suE Xac
segquence:SsuE_Xac:l::442::5sui:Xac!
MSAPRO--LSLGAFLMATGHHVAAWRHPQA--SANTLVFDHYREMVRIAR
AARFDAVEVADSLARAGGPVASEMARSSLFEPLTLLSALAVVSERIGLIA
IVITSYNEPYHVARKFASLDHLSGGRAGWNLVISDARDEATNFNEDAHYV
HAEERYARAREFOOVVAGLWDSWODDAFIADKARGLHHDPARAHVLDHRGT
HFOVRGPLNIARAPOGHPVLVOAGSSEPGRALARFTARVVFTAQSSLAKS
CAFYADLEGRLDQFGRPRDALEVLEPGVFIVVGOSOAERAQERFEQFQDLVE
PAVGIALAGOEQLSIAQLGRRIAGGRGHYSLIGTPTRIADELOAWFEQ
GAARDGFNVLVPHLPGGLADVARHVVPELORRGVFRREYAGRTLRDHLGLO
RTVNRFSAR*

>PF1; 3BON
structureX:3BON:3:A:435:A:moncoRigenase:Gths 2.70:
~===KEITHINAFEMNCVGHIARGLWRHPENQRERYTDLRYWIELAQLLEK
GEFDALFLADVVGIYDVYROSRDTAVREEAVOIPVNDPLMLISAMAYVTEH
LAFAVTESTTYEHPYCHARRMSTLDHLTRGRIAWNVVT SELPSADENFGI
KEILEHDERYDLADEYLEVCYELWEGSWEDNAVIRDIENNIYTDFSKVHE
INHSGEYFEVPGPHLCEFSPQRTEVIYQACGMSERGREFAAKHAECVFLGG
KOVETLEFFVDDIRKRAKKYGRNPDHIEMFAGICVIVGKTHDEAMEKLNS
PORYWSLEGELAHYGGGTG-YDLSKYSSNDY IGEISVGELIINN-~—-~~-~
-------------- MSKLDGEWFELSVGTFEKKVADEMQYLVEEAGIDGFN
LVQYVSPGTFVDF IELVVPELQKRGLYRVDYEEGTYREKLFGEGNYRLEPD
DHIAARYRN-==== *

sequence:Xac SsuE:l::464::monoxigenase:iac: :
MSAPROLESLGAFLMATGHHVAA--WRHPOAS-ADTLVFDEHYREMVRIAER
AKFDAVEVADSLAARGGPVASR-——==- MARSSLFEPLTLLSALAVVSER
IGLIATVITSYNEPYHVARKFASLDHLSGGRAGWNLVTSDAADEALNENE
DAHYVHAERYARAREFQQVVAGLWD-SWDDDAF IADKAAGLHHDPARAHY
LDHRGTHFOVREGPLNIARAPQGHEVLVQAGSSEPGRALAAETAEVVFTAQ
SSLAKAQAFYADLEGRLDQFGRPRDALEVLEGVF IVVGQSOAEAQEKFED
FQDLVEPR‘UGIALL SHEMLGNFDLEAYFPDCFLPDLPLTETCORSRODLET
ELAGQEQLSIAQLGRRIAGGRGHYSLIGTPTRIADELQAWFEQGAADGFN
VLVPHLPGGLADVAAHVVPELORRGVFRREYAGRTLADHL G ====LORTV
NRFSAR=-====c=*

Figura 47 Alinhamentos das seqliéncias da SsuE com as sequéncias da (A) éxidoredutase
de B. subtilis (PDB: 1TVL) e da mono-oxigenase de G. thermodenitrificans (PDB: 3B9N)
usados para construir os modelos de SsuE, com o programa Modeller.

O modelo da SsuE de Xac baseado na 6xido-redutase Yind apresentou o mesmo motivo
barril-Tim evidenciado para a SsuD, com uma folha beta formada por 8 fitas circundadas
por hélices alfa, com r.m.s.d. de 0.6 A, revelando a proximidade do arranjo estrutural do

modelo e molde (Figura 48).

Figura 48 A)Modelo da SsuE de Xac baseado nas coordenadas estruturais da 6xidoredutase
de B.subtilis (PDB 1TVL). (B) Sobreposicao estrutural das proteinas SsuE de Xac
(vermelha/verde/amarela) e de B.subtilis (éxidoredutase) (azul/rosa/roxa). Programa
Modeller.
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Visando identificar se a SsuE conservava residuos de interacdo com a FMN, foi
realizado um alinhamento estrutural desta proteina com a Ytnd ligada a FMN (cédigo
PDB: 1TWY1). A Figura 49 mostra os resultados do alinhamento, posicionamento da FMN
e caracteristica do bolsdo de ligagdo. Como o modelo da SsuE foi baseado na Yind, que
apresenta alta identidade de sequéncias, a estrutura da proteina se adequa perfeitamente
ao posicionamento da FMN, numa mesma regidao evidenciada na proteina Ynd (Figura
49A, em verde). Dos cinco residuos da Yind que interagem com a FMN, quatro sao
conservados na mesma regiao da SsuE, conforme observado na Figura 49B.

— C

-( i,
B Qi3o, Al3z
=7 D58, D57
-"‘H‘ GLC
-y
¥ ]
MM
¥149, Y151
H145, H147 _ —_—
Ws219, 5221

Figura 49 Caracterizacao e comparacao do modelo da SsuE de Xac com a 6xido-redutase de
B. subtilis Ytnd, usada como molde. (A) sobreposicao das estruturas do modelo de SsuA
(cinza) e da proteina de B. subtilis (azul), evidenciando a FMN (em verde) no sitio ativo da
proteina. Ainda é evidenciada uma molécula de glicose (amarelo), produto da cristalizacao.
(B) Detalhe do sitio de ligacao da FMN revelando a conservacao dos residuos da interacao
da FMN na SsuE. (C) Comparacao do potencial elestrostatico de superficie da SsuE e da
oxido-redutase, evidenciando as caracteristicas de polaridade positiva e neutra.

A Unica diferenca € a substituicdo de uma alanina em YtnJ por uma glutamina em SsuE.
Para confirmar a possivel interagdo e adequacao do bolsao da Ssuk a FMN, foi realizado
um “docking” manual da proteina com o substrato e as distancias das interacbes medidas
de acordo com o programa Pymol (Tabela 17). Além de conservar os residuos para a
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interacdo da FMN, o sitio de interacdo na SsuE apresentou potencial eletrostatico similar
ao da proteina Ytnd (Figura 49C).

Tabela 17 Residuos de interacao direta com a FMN na proteina SsuE Xac e YtnJ de
Bacillus subtilis e as respectivas distancias em A das interacoes eletrostaticas

Distancia (A) das Distancia (A) das
Residuos da interacoes de Residuos da interacdes de
YinJ Hidrogénio dos proteina SsuE Hidrogénio dos
residuos da proteina de Xac residuos da proteina
Ytnd com a FMN SsuE com a FMN
Asp58/N 3.1 Asp57/0 3.2
Asp58/0 2.9 Ala132 -
GIn130/N 2.4 His147/N-Of1 3.2
His145/N 3 His147/N-O3 3.3
Tyr151/OH 2 Tyr149/0OH 2
Ser220/0 3.4 Ser222/0 3.4
Ser220/N 2.6 Ser222/N 2.6
Ser219/N 2.4 Ser221/0 2.4

5.14. Comparacao da SsuE de Xac com as mono-oxigenases de G.
thermodenitrificans (LadA) e de E. coli (SsuD)

Para verificar se a SsuE de Xac conserva caracteristicas estruturais de mono-
oxigenases, um segundo modelo da proteina foi construido baseado nas coordenadas
estruturais da mono-oxigenase LadA de G. thermodenitrificans ligada a FMN (PDB:
3B90), a qual apresentou 34% de identidade de sequéncia (Tabela 16). Esta proteina foi
usada como molde por apresentar a maior identidade de sequéncia dentre as mono-
oxigenases e a presenga da FMN no sitio de ligagdo. O modelo obtido para a SsuE
apresentou boa qualidade estereoquimica, com nenhum residuo em regido nao permitida
(gréfico ndo exibido) e um bom ajuste do modelo e molde.

Baseados na estrutura da LadA ( LI et al, 2008), os residuos que fazem interagao
com a FMN foram identificados, e iluminados nas sequéncias alinhadas das SsuE e LadA
(PDB 3B90). Adicionalmente, como a SsuD de E. coli corresponde a mono-oxigenase do
sistema dois componentes neste organismo, a sequéncia desta proteina foi adicionada
para comparagdes (PDB 1M41) (Figura 50). A SsuE conserva cinco dos sete residuos da
LadA envolvidos na interacdo com a FMN (em amarelo na Figura 50). Por outro lado,
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apesar da SsuD de E. coli ser o suposto ortélogo da SsuE de Xac (lembrar que ambas
pertencem ao mesmo operon ssuABCDE) somente existe conservagao de dois residuos
nesta proteina: a Y158 (segundo a proteina LadA) e a S230.

SsuE Xac FDAVEVADS LARAGGEVASRMARS ————=— SLFEPLTLLSALAVVSERIG 93

3B90_Gth FDALFLADVVGIYDVYRQSRDTAVREAVOIPVNDELMLI SAMAYVTERHLA 100
1M41 Eco YTGVLIPTGRSCED——————=——========——~ AWLVAASMIFVTQRLE 72

SsuE Xac LIATVTTSYNEEYHVARKFASLDHLS GGRAGWNLVT SDAADEALNFNRDE 143
3880 Gth FAVTFSTTYEHPYGHARRMSTLDHLTEGRIAWNVVT SHLESADENFGIEE 150
1M41 Eco FLVALRPSVTSETVAARQAATLDRLSNGRALFNLVTGSDPQELAGDG-—V 120

-
SsuE Xac HY VHAERYARAREFQQVVAGLWD- SWDDDAFIADRAAGLHHDEARAHVLD 192
3B90_Gth ILEHDERYDLADEY LEVCY KLWEGSWEDNAV IRDIENNI YTDESKVHEIN 200
1M41 Eco FLDHSERYEASAFFTQVWRRLLQ- —=—============—=———-— RETVD 148
o

SsuE Xac HRGTHFQVRGPLNIARAPQG-HPVLVOAGSSEPGRALAAETAEVVFTAQS 241
3880 Gth HSGKYFEVEGPHLCEPSPQR-TPVIYOAGMSERGRE FAAKHAECVFLGGE 2490
1M41 Eco FNGEHIHVRGAKLLFPAIQQPYPPLYFGGSSDVAQELAREQVDLYLTHGE 198

Figura 50 Alinhamento sequencial das proteinas SsuE de Xac, LadA de G.
Thermodenitrificans (3B90_Gth) e SsuD de E. coli (1M41_Eco), evidenciando a conservacao
dos residuos que fazem interacdao com a flavina na mono-oxigenase LadA (em amarelo).

Da mesma forma realizada para o modelo baseado na éxido-redutase, o0 modelo
da SsuE baseado na LadA foi comparado com a proteina para caracterizagao do sitio de
interacdo e residuos. O alinhamento estrutural da proteina e modelo mostra um ajuste
perfeito, com todas as regides da SsuE sendo cobertas pelo molde. Nesta estrutura, a
FMN posiciona-se mais internamente na proteina, diferentemente do que foi mostrado nas
oxido-redutases (Figura 51A). Apds o “docking” manual, foi observada a posicao de todos
os residuos envolvidos na interagdo da LadA com a FMN, mostrando a conservacao
posicional e sequencial de cinco dos sete, conforme observado anteriormente no
alinhamento sequencial (Figura 51A e Tabela 18). Novamente, o bolsé&o de interagédo da
FMN é bem positivo tanto na LadA como no modelo (Figura 51B).
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Figura 51 Comparacdo do modelo da SsuE de Xac com a mono-oxigenase de G.
thermodenitrificans, usada como molde. (A) sobreposicao das estruturas do modelo de
SsuA (cinza) e da proteina LadA, evidenciando a FMN (em verde) no sitio ativo da proteina e
detalhe do sitio de ligacdo da FMN revelando a conservacao dos residuos da interacao da
FMN na SsuE. (B) Comparacao do potencial elestrostatico de superficie da SsuE e da mono-
oxigenase, evidenciando as caracteristicas de polaridade positiva.
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Tabela 18 Residuos de aminoacidos da LadA e da SsuE que realizam ligacoes de
hidrogénio com a FMN e suas respectivas distancias.

Residuos de Residuos de
aminoacidos de Distancia das aminoacidos de Distancia das
interacao direta com interagbes em A interacao direta com interagcdes em A
a FMN - LadA a FMN - SsuE
Asp58/02 3.7 Asp57/N 3.7
Asp58/N 3.2 Asp57/0 3.4
Ser137/N 3.1 Ser130/N 5.2
His138/N1-04 2.4 Asp131/0 53
His138/N1-03 3 - -
Tyr158/0OH 2.6 Tyr151/0 2.6
Ala227/0 2.6 Ala217/0 3.1
Met229/N 2.5 Ser222/N 2.7
Ser230/0 2.4 - -
Ser230/N 3 Ser221/N 2.9

Os resultados apresentados até o momento, sugerem que as proteinas SsuD e SsuE
podem sim fazer parte do sistema de captagéo de alcano sulfonatos de X. axonopodis,
com fortes indicac6es de que a SsuD de Xac é a 6xido-redutase do sistema. Contudo, os
resultados de bioinformatica obtidos para a SsuE, ndo sao suficientes para afirmar que
esta proteina € o componente com atividade de mono-oxigenase. Os dois modelos
construidos apresentaram caracteristicas conservadas em Oéxido-redutases e mono-

oxigenases.
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Parte lll - Caracterizacao da proteina ligadora periplasmatica Pbp,
supostamente envolvida na captacao de fosfatos/fosfonatos de X. axonopodis

5.15. Expressao e purificacao da proteina Pbp

As analises realizadas com a proteina Pbp de Xac foram incluidas neste trabalho
em virtude da dificuldade inicial de obtermos as proteinas SsuD e SsuE na forma solavel.
Assim, visto que a expressdo soluvel da Pbp j& havia sido evidenciada em nosso
laboratério, esta proteina se mostrou interessante para as andlises de caracterizagédo por
ensaios espectroscopicos e de bioinformatica. As condi¢coes de expressédo da Pbp na sua
forma soluvel foram estabelecidas em células de E. coli BL21(DE3) a partir do vetor
pET28a. O fragmento do gene XAC2383 (Gl: 21243117) contendo a regiao codificadora
da proteina madura, foi clonado no vetor de interesse nos sitios das enzimas de restricao
Ndel e Hindlll, de forma a expressar a proteina com cauda de histidina no N-terminal. A
inducdo ocorreu a 37°C e 200 r.p.m. ap6s a adicao do indutor (IPTG) na concentracao
final de 0.1 mM. Nao houve necessidade de variacao nas condi¢des de aeragado. Cerca de
20% do total de Pbp expressa na célula foi encontrado na fragdo soluvel, conforme mostra
a figura 52. A proteina apresentou a massa molecular de 33 kDa, condizente com os 301
residuos, e pl tedrico de 9.9, segundo o programa Protparam (GASTEIGER, et al., 2005).

= —_—

Figura 52 Analise da expressao da proteina Pbp (33.0 kDa) em cepas de E. coli BL21(DE3)
por SDS-PAGE 13%. 1. Marcador de peso molecular comercial (Fermentas - SM0431); 2.
Amostra de extrato celular de cultura nao induzida (Tempo zero - T0); 3. Amostra de extrato
celular de cultura induzida (Tempo dois - T2); 4. Extrato celular soluvel; 5. Extrato celular
insoluvel (precipitado). A seta em preto indica a localizacao da proteina alvo.

108



Estudos Estruturais e Funcionais das Enzimas SsuD e SsuE do sistema de transporte do tipo ABC
de alcano sulfonatos e da proteina periplasmatica PbP de Xanthomonas axonopodis pv.citri

ApGs a expressdo soluvel da Pbp, seguiu-se o protocolo de purificagdo por
cromatografia de afinidade a metal imobilizado (IMAC). A eluigcdo da proteina pura ocorreu
a partir das concentracées de 200 mM de imidazol, quando em tampao HEPES 50 mM
pH7.5 (Figura 53). Quando mantida nestas condi¢des, contudo, a Pbp apresentou-se
instavel e com tendéncia a precipitacdo. A melhora na instabilidade e precipitacdo ocorreu
apdés a substituicdo do tampao HEPES por tampao fosfato de so6dio (dados nao

mostrados).

E . PbP
__,-E T—apes
E |

Figura 53 Purificacao da proteina Pbp por cromatografia de afinidade a niquel (IMAC),
evidenciada em eletroforese em gel de acrilamida. 1) Marcador de peso molecular
(Fermentas — SM0431); 2) Lavado; 3) Lavagem da coluna com 20 mM de imidazol em tampéao
HEPES 50 mM pH7.5, 4-5) Amostras eluidas com 50 mM de imidazol; Amostras de 4 a 10
revelam os picos do cromatograma sendo as amostras 8, 9 e 10 eluidas com 200 mM de

imidazol. 6-7) amostras eluidas com 100 mM de imidazol e 8-10) proteina eluida com 200 mM
de imidazol.

5.16. Analises de bioinformatica da proteina Pbp

A busca de ort6logos da proteina Pbp foi realizada com o auxilio do programa BLastP.
Os ortlogos de maior identidade de sequéncias foram os de outras espécies de
Xanthomonas, e a maioria foi para proteinas que cumprem a funcao de ligacado a fosfato
(Tabela 19) em diversos organismos que, preferencialmente, habitam o solo. A arvore
filogenética coloca a Pbp de Xac préxima a proteinas ligadoras de fosfato de Endoriftia,
uma gammaproteobacteria responsavel pela oxidacdo de enxofre em simbiontes, a
organismos de solo que podem estar presentes em infeccbes oportunistas, como o
Streptophomonas e Denitrovibrio. Este Ultimo tem a capacidade de reduzir nitrato a
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amonia (KISS et al, 2010). As maiores divergéncias sdo encontradas nos ortélogos de

enteropatdgenos, E. colie Yersinia pestis (Figura 54).

Tabela 19 Alinhamento sequencial da proteina Pbp de Xac. BLASTPx NR.

Microorganismo

Funcao

Identidade
sequencial

Habitat

Xanthomonas fuscans

Xanthomonas campestris pv.

vasculorum
Xanthomonas oryzae

Xanthomonas campestris pv.

vesicatoria
Stenotrophomonas
maltophilia
Vibrio splendidus

Lyngbya sp.
Cyanothece sp

Denitrovibrio acetiphilus

Nitrosopumilus maritimus
Endoriftia persephone

Thioalkalivibrio sp
Gemella haemolysans
Marinobacter aquaeolei
Anabaena variabilis

Oxalobacter formigenes
Paenibacillus sp. oral taxon
Limnobacter sp

Weissella
paramesenteroides
Staphylococcus aureus

Proteina ligadora de fosfato
Proteina ligadora de fosfato
Proteina ligadora de fosfato

Proteina secretada

Proteina ligadora de fosfato

Transportador ABC acilfosfonato
Proteina secretada
Proteina periplasmatica ligadora
de fosfonato
Proteina periplasmatica ligadora
de fosfonato/fosfato
Proteina periplasmatica ligadora
de fosfonato/fosfato
Transportador ABC acilfosfonato
Proteina periplasmatica ligadora
de fosfonato
Proteina periplasmatica ligadora
de fosfonato
Proteina periplasmatica ligadora
de fosfonato
Proteina periplasmatica ligadora
de fosfonato
Proteina periplasmatica ligadora
de fosfonato
Transportador ABC de fosfonato
Proteina periplasmatica ligadora
de fosfonato
Proteina periplasmatica de
transportador ABC
Transportador ABC de fosfonato

304/309 (99%)
265/288 (93%)
290/309 (93%)
302/309 (97%)
173/288 (60%)

86/285 (30%)
78/275 (28%)

70/269 (26%)
67/278 (24%)

67/262 (25%)
42/120 (35%)
76/273 (27%)

66/260 (25%)
43/135 (31%)
56/236 (23%)

58/280 (20%)
48/203 (23%)
38/159 (23%)

70/326 (21%)
50/199 (25%)

solo e plantas

solo e plantas
Solo
Solo

Clinica e
ambiental
Placton
Aquético

Aquatico
Solo

Aquético
Solo
Sedimento

Mucosa oral e
intestinal

Aquético

Aquético

Mucosa
intestinal
Mucosa oral

Marinha

Planta e
clinica
Mucosa oral
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M.oryzae
X.fuscans
\—L[Xac
H.campestris
Stenotrophomonas

Endoriftia
Denitrovibrio

Vibrio

Lynghya
Cyanothece
Hitrosopumilus

——Eco
L Yersinia

Thioalkalivibrio

Oxalobacter
T Limnobacter

L Marinobacter

Gemella
Paenibacillus
| Staphylococcus

Weissella

Anabaena
—1 Pseudomonas

Figura 54 Arvore filogenética da proteina Pbp de Xac construida a partir dos ortélogos
encontrados segundo o BLASTP.

Realizamos uma busca por proteinas com similaridade estrutural para a
construgdo de um modelo, que pudesse nos fornecer caracteristicas mais especificas em
relacao ao bolsao de ligagao, residuos, e tipo de molécula transportada. O BlastP contra o
banco de dados de proteinas revelou que a Pbp apresenta, em geral, similaridade
estrutural com proteinas periplasmaticas, incluindo a SsuA de Xac (PDB: 3E4R), porém,
com baixa identidade sequencial (23%) e 14.5% para a proteina periplasmatica ligadora
de fosfato de Yersinia pestis. Também foi identificada uma proteina ligadora de fosfonato
de Pseudomonas aeruginosa, ligada a um ligante desconhecido na presenca de etanodiol
(PDB: 3N5L), que apresentou apenas 15% de identidade de sequéncia (Tabela 20). Esta
proteina foi o alvo de melhor pontuacao segundo o programa FUGUE (SHI et al., 2001) e
embora seja filogeneticamente distante de Xanthomonas, € importante ressaltar que
muitas das proteinas estudadas pelo nosso grupo apresentam alta similaridade estrutural
e sequencial com ortélogos do género Pseudomonas.
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Tabela 20 Estruturas de proteinas com similaridade estrutural a Pbp de Xac.

. Identidade
Funcéao da proteina Microorganismo R.M.S.D (A) sequencial Referéncia
(%)
Proteina periplasmatica PDB: 3E4R;
. Xanthomonas o
ligadora de Alcano axonopodis pv. citri 1.1 23% Balan, A.
sulfonatos etal
Proteina periplasmatica PDB: 2x26
ligadora de Alcano Escherichia coli 1.5 15% Beale, J.et
sulfonatos al
Proteina periplasmatica Pseudomonas 06 15% PDB: 3N5L
ligadora de fosfonatos aeruginosa ' ° JCSG
Proteina periplasmatica PDB: 1IXH
. perip Escherichia coli 4.3 14% Wang, Z. et
ligadora de fosfato al
Proteina periplasmatica PDB: 2222
. perip Yersinia pestis 4.2 14.4 Tanabe, M.
ligadora de fosfato
etal
Hidrolase PDB: 2I0H;
, Bacillus cereus 5.1 35% Lahiri, L. et
fosfonoacetaldeido al
PDB: 2GOU;
A ) . o Van Den
Oxido-redutase Shewanella oneidensis 6 28% Hemel, D. et
al
. . . PDB: 1Q57;
Primase-helicase Enterobacteria- phage 73 539, Toth, E.A. et
(Transferase) T7 al

A partir destes resultados, dois modelos de Pbp de Xac foram construidos: um
baseado na estrutura da SsuA de Xac (PDB: 3E4R) e outro baseado na proteina ligadora
de fosfonatos de P. aeruginosa (PDB: 3N5L). Dos dez modelos gerados pelo programa
Modeller para cada modelo, apenas um foi escolhido para as analises apds os resultados
de validacao obtidos no Procheck. Os graficos de Ramachandran dos modelos de Pbp
baseado em SsuA e Pbp baseado em Pbp de P. aeruginosa, mostraram que ndo ha
residuos em regides nao permitidas e 0.4 % nas regides permitidas e favoraveis (dados
nao mostrados). A estrutura tri-dimensional do modelo da Pbp baseado na proteina SsuA
de Xac mostrou 2 dominios, | e Il, constituidos de folhas-beta formadas por 5 e 4 fitas,
respectivamente, circundadas por hélices alfa, o que caracteriza o grupo de proteinas
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ligadoras periplasmaticas (Figura 55). Este modelo contudo, mostra as regides N e C-

terminais completamente desenoveladas.

Figura 55 Modelo da proteina Pbp gerado pelo programa Modeller a partir das coordenadas
estruturais da proteina ligadora de alcano sulfonatos de Xac, SsuA. (A) Representacido da
estrutura tridimensional da Pbp em cartoon. As folhas beta sao mostradas em azul claro,
circundadas pelas hélices em azul. O dominio | foi assim denominado pela presenca da
regiao N-terminal. (B) Vista posterior da proteina Pbp. A presenca de alcas que conectam os
dominios garantem a flexibilidade, a abertura e fechamento do sitio de ligacao.

A construcao do outro modelo da Pbp, baseado na estrutura da proteina ligadora de
fosfonatos de P. aeruginosa (PDB: 3N5L), foi realizada da mesma forma com a utilizagéo
do programa Modeller. Ap6s a construgao de um alinhamento entre as duas proteinas,
este foi usado para a construcdo do modelo. Embora a Pbp apresente identidade de
sequéncias muito baixa quando comparada com a proteina de P. aeruginosa, todos os
residuos sao alinhados, evidenciando uma boa cobertura para 0 modelo. O modelo de
melhor qualidade estereoquimica ndo apresentou nenhum residuo em regides nao
permitidas e 100 % em regides permitidas (dados ndo mostrados), segundo o grafico de
Ramachandran. Este modelo evidenciou uma proteina similar a SsuA, com os dois
dominios caracteristicos formados por folhas beta circundadas por hélices (Figura 56). A
sobreposicéo estrutural do modelo de Pbp e a estrutura da Pbp de P. aeruginosa revelou
um r.m.s.d de 0.6 A e a auséncia na proteina de Xac, de uma hélice alfa na regido C-
terminal (Figura 56B). Para a constru¢do deste modelo, a regido N-terminal referente ao
peptideo sinal foi mantida e conforme observado no resultado final, esta foi corretamente
modelada.
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Figura 56 Modelo da proteina Pbp de Xac gerado pelo programa Modeller a partir das
coordenadas estruturais da proteina ligadora de fosfato de Pseudomonas aeruginosa, Pbp.
(A) Representacdao da estrutura tridimensional da Pbp em cartoon. As folhas beta sao
mostradas em azul claro, circundadas pelas hélices em azul. O dominio | foi assim
denominado pela presenca da regidao N-terminal. A figura em miniatura elucida de forma
didatica os dominios da proteina. (B) Sobreposicao estrutural da proteina Pbp de Xac e seu
ortélogo de P. aeruginosa, Pbp.

Apesar de similares estruturalmente devido a presenga dos dois dominios formados
por folhas-beta e hélices alfa, a sobreposi¢do entre os dois modelos revelou um r.m.s.d.
de 16 A (dados nao mostrados). Essencialmente, este r.m.s.d. reflete as diferencas nas
posicoes das hélices ao redor das folhas beta e do fato da proteina baseada na estrutura
da SsuA estar mais fechada, ou com os dominios mais préximos, do que a proteina
modelada a partir da Pbp de Pseudomonas, cujos dominios estdo mais abertos. Neste
caso, procuramos analisar se apesar das diferengcas, o bolsdo de ligacdo nas duas
proteinas continha residuos conservados que pudessem nos direcionar para sua funcao.

A partir das estruturas, o bolsdo foi caracterizado visualmente e com o auxilio do
programa ITasser os residuos foram identificados (Figura 57). Com excecao dos residuos
125 a 127 do modelo de baseado em SsuA (equivalentes a 152 a 154, em negrito na
Figura 57), ndo ha consenso na caracterizagao do bolséo.
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Figura 57 Identificacdo do bolsao de interacdo ao ligante nos modelos da Pbp baseados na
SsuA de Xac (A) e na Pbp de P. aeruginosa (B).

O alinhamento entre as sequéncias das duas Pbps mostra que dos possiveis 18
residuos formadores do bolséo, dez sdo conservados, incluindo a regido que compreende
os residuos 125 a 127 (Figura 58). Estes residuos poderiam ser os de interacdo com o
fosfonato, que conhecidamente, em proteinas com fungcdo similar, sdo altamente
conservados. E importante ressaltar que apesar da baixa identidade de sequéncias entre
os dois ortdlogos (15% de identidade), as regides onde os residuos do bolsdo estao
localizados sdo as de identidade maxima (conforme evidenciado pela presenga de
asteriscos abaixo dos residuos na Figura 58). Uma vez que o modelo da Pbp baseado no
seu ortélogo de Pseudomonas parece se ajustar melhor a fungao predita da proteina e a
estrutura usada como molde (vide regido N-terminal), adotamos este modelo como o ideal
para a Pbp de Xac e as andlises posteriores serdo todas baseadas nele.

Uma vez estabelecido um modelo para a Pbp e com o objetivo de verificarmos se
havia conservacao do bolsdo entre as proteinas ligadoras de fosfato e fosfonatos, duas
estruturas de proteinas ligadoras de fosfato disponiveis no PDB: a proteina de E. coli PstS
(PDB: 1IXH) e a proteina de Yersinia pestis PstS (PDB: 2722), foram usadas para
comparagdes. Primeiramente fizemos uma andlise das interagbes destas proteinas
(Tabela 21), as quais se mostraram idénticas. Este dado indica que o sitio de ligagéao e
interacao para fosfato deve ser mantido para a fungdo. Da mesma forma, os sitios de
interacao das proteinas ligadoras de sulfato e molibdato sdo extremamente conservados,
mesmo entre espécies muito distante filogeneticamente (BALAN et al., 2008; QUICHO e
LEVDINA, 1984).
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Figura 58 Alinhamento entre as sequéncias das proteinas Pbp de Xac (Xac_Pb) e de P.
aeruginosa (Pae_Pbp) evidenciando os residuos formadores do bolsdo de interacao
(amarelo), mapeados segundo o programa ITasser.

Tabela 21 Comparacao das interac6es que ocorrem entre as proteinas ligadoras de
fosfato de E.coli e Yersinia pestis e o ligante.

Distancia (A)

Pst_Eco PstS_Ype
Residuos /Atomos Distancia (A) Residuos /Atomos
Ala9/Pbp 2.7 Ala9/Pbp
Thr10/Pbp 1.9 Thr10/Pbp
Phel1/Pbp 3.3 Phel1/Pbp
Ser38/Pbp 2 Ser38/Pbp
Ser38/Pbp 1.9 Ser38/Pbp
Asp56/0 3.3 Asp56/0
Arg135/Pbp 2 Arg135/Pbp - 02
Ser139/Pbp 1.9 Arg135/NH - 01
Gly140/Pbp 2 Gly140/Pbp
Thr141/Pbp 2 Gly140/Pbp
Trh241/HG 2.7 Thr141/HG
Thr141/N

2.7
2.6
2
2.8
2.7
3.3
2
3.2
2
3.3
2.7
2

Em seguida, ap6s a andlise das proteinas ligadoras de fosfato e a partir de um

alinhamento sequencial entre as quatro proteinas de interesse, os residuos previamente
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caracterizados foram identificados nas sequéncias (Figura 59). Fica evidente que nao ha
conservagao entre os residuos caracteristicos de bolsdes de proteinas ligadoras de
fosfato (em verde) e fosfonato (em amarelo), com excec¢do de residuos de Serina,
Treonina e Glicina em posi¢des definidas. Na proteina ligadora de alcano sulfonato SsuA,
uma sequéncia de residuos STS e G, € responsavel pela coordenacdo do sulfato,
exatamente do mesmo jeito que ocorre na interacao entre a proteina ligadora de sulfato,
SBP, e o sulfato. O alcano permanece estabilizado através de interagbes com residuos
apolares e moléculas de agua. O mesmo poderia acontecer na Pbp. No bolsdo desta
proteina, deve haver residuos que atraem o fosfato e sdo conservados como nas
ligadoras de fosfato, e residuos com caracteristicas diferentes que possam acomodar os
diferentes tipos estruturais de fosfonatos. A proteina de P. aeruginosa, embora tenha sido
resolvida com muitos ligantes, ndo ha nenhum ligante no sitio especifico, entre as duas
fendas, sugerindo que esta proteina esteja na sua forma aberta. Os dados sugerem
fortemente que a Pbp de Xac nao é ligadora de fosfato.

¥Ype_PstS EASLTGAGATEPAPVYAKWADSY QKETGNKINYQG IGESGGVKQI IANTVDFGASDAPLT 60
Eco_Pst| EASLTGACATEPAPVYAKWADTY QKETGNKVNYQG IGSSGEVEQI IANTVDFGASDAPLS 60
Xac_Pbp  —-——- APSSVLVLGRISDDPASHYEQLKPLLDYVVPR- - ——MREVGIRRGEILMAPDARQ 51
Pae_ Pbp = ===-- GDQPVINFGIISTESS---QNLKSIWEPFLKD----MSQQTGYQOVKAFFAPDYAG 48
¥Ype_ PstS DEKLATECGLFQFPTVICGGVVLAVNIPGIKSGELTLDGKTLEDI YLGTVERWNDPAIVELN 120
Eco_Pst DEKLAQECLFQFPTVICCVVLAVNIPCLKSGELVLDCKTLCDI YLCKIKKWDDEATAKLN 120
Xac_Pbp MSSYLRRGRVDWVSETTGAAMLLEQRGSAHPLLMTERGGLRDFHTLFFVRR-DSPIHSLS 110
Pae_Pbp IIQGMRFDKVDIAWYGNKARMEAVDRAHGEIFAQTVAASCGAPGYWSLLIANKDSKIDSLE 108
* . * * & *
¥Ype PstS PGV-KLPDONIAVVREADGEETS FUFTSYLAKVNAEWKEKVCGAGS TVNWPTGLGGKGNDG 179
Eco_Pst PGL-KLPSQNIAVVRRADGSEDSFVFTSYLAKVNEEWKNNVGTGS TVEWP IGLGGKGRDG 179
Xac_Pbp --QLRGHTLALQN--ASSTSG--————- YLLPMLELLRNGIACDVLLSADDTP-ARGSAG 158
Pae_Pbp DMLANAKSLTFGNGDPNSTSG —— — ———— YLVPCY¥VFAKNN-VDPVEAFKRTLNSSEEVE 160
- - *x *x .

¥Ype_PstS IAAFVQRLPGSIGYVEYAYAKQONN-~LAYTKLISADGKE --VSPTEHSFSSAAKGVDWSK 235
Eco_Pst IAAFVQRLPGATGYVEYAYAKONN - -LAYTKLISADGKP -~ VSPTEENFANAAKGADWSK 235
Xac_Pbp ¥LMVGESKLN-————— VAAFVHKEL- - I DVGALENVDWDD - ~ERHMPPVFKRDFRIVERTA 208
Pae_Pbp ALAVANKQVDVATFNTEGMERLELTQPEKARQLKVIWKSPLIPGDPLVWRNNLSDEQKNK 220
Ype PstS SFAQDLTNOEGDDVWE ITSTTFILVHKEQKNA - - —— ANGTEVLKFFDWGYTHGAKQANE 290
Eco_Pst TFAQDLTNQKCEDAWP ITSTTFILIHKDQKKE - ——— EQGTEVLKFFDWAYKTGAKQAND 290
Xac_Pbp PVPRAVEMVRTGMDPAVEQRLRVVLLOAASDP == === KAGPALERFFDTTGFRPLDPTSR 263
Pae_Pbp LRDFFFKYGANAEQKKVLADLOWSKFQASDDDQLLPIRQLELFKQRTDVANNANLGAEER 280
Ype Psts LDYATLPAEVVEQVRARWKTQIKDSSCKPIF 321

Eco_Pst LDYASLPDSVVEQVRARWKTNIKDSSGKPLY 321

Xac_Pbp RRLQELSAG-VQRVRDHVE = == === mmm e 281

Pae_Pbp AAKLKALDEELAKLEKRMAEREQKTAANAG- 310

Figura 59 Alinhamento entre as sequéncias das proteinas Pbp de Xac (Xac_Pbp)
e de P. aeruginosa (Pae_Pbp) e as proteinas ligadoras de fosfato PstS de E. coli
(Eco_Pst) e Y. pestis (Ype_PstS). Os residuos envolvidos na interacdo com o
fosfato estao evidenciados em verde e os formadores do bolsao das Pbp em amarelo.
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Tabela 22 A sobreposicao estrutural das proteinas periplasmatica ligadora de fosfato de
E.coli (1IHX), Yersinia pestis (2Z22) e da proteina ligadora de fosfonato de Pseudomonas
aeruginosa (3N5L).

Proteinas alinhadas RMSD (A) Identidade sequencial (%)
PstS (E.coli) x Pbp (P. aeruginosa) 4.2 9.3%
Pbp (E.coli)x Pbp (Pbp.pestis) 0.5 80.0%
Pbp (P. aeruginosa) x Pbp (Pbp.pestis) 4.3 13.4%

Outra abordagem para caracterizar o bolsédo de interagdo das proteinas e compara-los
foi a andlise do potencial eletrostatico de superficie utilizando-se o programa Pymol. O
sitio de interacao do fosfato nas proteinas ligadoras deste ion fica parcialmente fechado e
a presenga de residuos carregados positivamente é evidente (Figura 60). Ambas as
proteinas apresentam potencial eletrostatico bem semelhante, incluindo na regido de
interacdo com o ion, nitidamente bem positiva, de forma a atrair o fosfato para o sitio de
ligacao e favorecer a interagéao proteina-ligante. Em contrapartida, o bolsdo das Pbp, tanto
de P. aeruginosa como Xac, € caracterizado como neutro e fracamente positivo,
possivelmente para poderem acomodar os variados grupos apolares presentes nos
fosfonatos. A comparacao entre as duas proteinas mostra ainda que a Pbp de Xac
apresenta uma regiao fortemente positiva no dominio I, possivelmente envolvida com a

interacao com a proteina de membrana.
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Pbp_Xac Pbp_Pae

Figura 60 Potencial eletrostatico das proteinas periplasmaticas ligadoras de fosfato de Y.
pestis (PstS_Ype), E. coli (Pst_Eco), Pbp de Xac (Pbp_XAc) e de P. aeruginosa (Pbp_Pae).
Os circulos evidenciam a posicao do ligante.

A medida da area acessivel ao solvente (ASA) também mostra que o bolsdo da
proteina ligadora de fosfonatos € quase duas vezes maior que o bolsdo das ligadoras de
fosfato, mas ndo podemos deixar de mencionar que esta proteina esta na sua forma
aberta (Tabela 23). Contudo, uma vez que esta proteina pode interagir com diferentes
ligantes, é realmente esperado que o seu sitio seja maior e susceptivel a entrada de
moléculas de agua que possam estabilizar os grupos que nao fosfato, dos fosfonatos.
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Tabela 23 Area de superficie dos sitios de ligacdo das proteinas periplasmaticas ligadoras
de fosfato (PstS de E.coli e de Ypestis) e fostonato (P.aeruginosa)

Proteina Area do sitio de ligagdo (A%
Pst E. coli 761.221
PstS Y. pestis 699.357
Pbp P. aeruginosa 1.099.020

5.17. Espectropolarimetria de Dicroismo Circular (CD) e Desnaturacao
Térmica da Proteina Pbp de Xac

A caracterizagado bioguimica da Pbp foi realizada inicialmente com experimentos de
dicroismo circular para determinar as melhores condigées de armazenamento e tampdes
para otimizar os ensaios de cristalizagdo. A fluorescéncia da proteina foi medida durante
variacdo de temperatura apdés a incubagcdo da mesma em diferentes condigbes. Os
resultados mostraram que a presenga de 20 mM de spermina aumenta a temperatura de
desenovelamento da Pbp de 61°C para 66.5°C (Figura 61).

Fluorescence Intensity
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n
o o < ' W - T g T o
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|
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Temperature (°C)
=350 mM Glycine 10 mM Spermine 10 mM Urea —5% PEG400 3% D{+)-Glucose —— 3% D-Mannose

10 mM Alanine 10 mM Methionine 10 mM Serine 10 mM Arginine 10 mM NDSB 256

Figura 61 Estabilidade da Pbp de Xac em diferentes condicdes. A proteina foi diluida em
diferentes tampodes e adicionada do fluoréforo Syber Orange para a medida da temperatura
de desenovelamento monitorada em um aparelho de PCR. A curva apontada pela seta em
preto refere-se ao aumento de estabilidade térmica na presenca de 10 mM de espermina.
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A Pbp foi expressa de forma soluvel e conforme os experimentos de dicroismo
circular, apresenta enovelamento caracteristico das proteinas periplasméaticas e topologia
o/f de acordo com os picos negativos observados em 208 nm, 215 nm e 222 nm, e
apresentou significativo ganho estrutural na presenca da espermina (Figura 62A). O
ganho estrutural e consequente aumento da estabilidade térmica também foi confirmado
através monitoramento da elipsidade molar a 222 nm (Figura 62B). A Pbp é uma proteina
termo-estavel com recuperacdo quase que completamente do seu enovelamento e
topologia caracteristica, mesmo apds ser submetida a temperatura de 110°C (Figura
62C). Contraditoriamente, embora a espermina tem um papel importante no aumento da
termoestabilidade, fica evidente que a capacidade de re-enovelamento é prejudicada
(Figura 62B). mas redugéo da sua capacidade de enovelamento (Figura 62D).
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Figura 62 Espectro de Dicroismo circular e desenvolvimento da proteina PbP de Xac. (A) CD
da PbP na presenca e auséncia de espermina. (B) Desenovelamento térmico da PbP em
presenca e auséncia de espermina. (C) e (D) Espectros de CD antes e depois do
desenovelamento térmico na auséncia e presenca de espermina, respectivamente.
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5.18. Ensaios de cristalizacao da Pbp de Xac

Apés as analise preliminares de dicroismo circular visando a determinagédo da

melhor condig&o para estabilizar a proteina, foram iniciados os ensaios de cristalizagdo da

Pbp.

A proteina purificada foi submetida ao método da gbéta sentada utlizando a

proporcao de 1:1 de proteina:precipitante. A concentragdo inicial dos testes foi de 15

mg/mL em tampao Hepes 50 mM pH7.5, adicionados ou nao de espermina. Diferentes

condigdes foram testadas conforme apresentado na Figura 63. Os cristais da proteina

Pbp cresceram em 50mM de Hepes pH 7.5 na presenca de espermina. Os cristais foram
testados na linha MX2 do Laboratério Nacional de Luz Sincrotron (LNLS) mas nao

apresentaram difracdo, e neste caso, iniciamos os refinamentos das condigdes iniciais e

busca de novas condigdes de cristalizagao.
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Figura 63 Testes iniciaias de cristalizacao da Pbp em diferentes condi¢cdes. 15 mg/ml de
proteina foram usados nos ensaios em tampao Hepes 50 mM em pH7.5 na presenca ou
auséncia de 10 mM de espermina.
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6. Conclusoes

6.1. Neste trabalho, demos inicio a primeira caracterizagdo de trés proteinas de
Xanthomonas axonopodis pv. citri, pertencentes a dois diferentes sistemas de captacéo
ainda ndo estudados nesta bactéria. Este passo inicial abre uma série de perspectivas
para andlises estruturais e caracterizagcdo do papel das mesmas para a bactéria em
experimentos in vivo.

6.2. A caracterizacdo mais completa foi realizada para SsuD, uma 6xido-redutase
do sistema de captacdo de alcano sulfonatos, a qual foi expressa na forma soluvel e
purificada com éxito, e que quando submetida as analises funcionais, revelou habilidade
para interagir e oxidar NAD(P)H;

6.3. Experimentos conjuntos de modelagem molecular, espalhamento de raios-X a
baixo angulo e ultra-centrifugacao, foram usados para caracterizar a regiao e os residuos
de interacao com NAD(P)H, bem como demonstrar a organizagao tetramérica funcional
da proteina;

6.4. Sendo um sistema dois-componentes, e o estado da FMN reduzida
extremamente instavel, a caracterizacdo completa da fungdo da SsuD somente podera
ser realizada em experimentos com a presenca da SsuE;

6.5 A proteina SsuD de Xac possui um estado octdmérico constituido de dois
blocos tetraméricos.

6.6. A caracterizacdo da SsuE foi prejudicada pela sua insolubilidade e
instabilidade, de forma que os resultados apresentados foram focados nas analises de
modelagem molecular. Embora estas anélises sugiram que ela seja a mono-oxigenase do
sistema estudado, sua funcao ainda nao pode ser definida;

6.7. A Pbp de Xac foi a terceira proteina estudada neste trabalho e apresentou
todas as caracteristicas de um componente periplasmatico cuja funcao seria a captagao
de fosfanatos. Experimentos voltados para a analise da estabilidade levaram a producao
de cristais que embora nao difrataram podem ser refinados, para a resolugao da estrutura

tridimensional.
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7. Perspectivas

7.1. Otimizar os ensaios de cristalizacdo para resolugdo das estruturas
tridimensionais das proteinas SsuD e Pbp;

7.2. Trabalhar no desenvolvimento de um modelo estrutural do mecanismo de
acao do sistema de dois-componentes;

7.3. Focar na produgédo da SsuE na forma solluvel para realizar os experimentos
em reacdes com a SsuD, para a transformacgéo de alcanosulfonatos em sulfito e aldeido;

7.4. Caracterizacao funcional do sistema de dois componentes de Xac completo;

7.3. Realizar ensaios de interacdo da Pbp com diferentes fosfanatos, através de
experimentos de fluorescéncia, CD e ITC;
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