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RESUMO

PENA, P. O. Estudos estruturais e funcionais da proteina repressora PhoU
na sinalizacao de transporte de fosfato em Xanthomonas axonopodis pv.
citri. 2018. 75 f. Dissertacdo (Mestrado em Microbiologia) - Instituto de Ciéncias
Biomédicas, Universidade de S&o Paulo, Sdo Paulo, 2017.

A habilidade de sensoriar o ambiente extracelular e responder as suas mudancas
€ inerente para a maioria das bactérias. As concentracdes de nutrientes
direcionam o0s processos metabolicos relacionados a sobrevivéncia e
proliferacdo. O fosfato inorganico (Pi) € um dos nutrientes cuja regulacéo,
sensoriamento e sinalizacdo sdo bastante conservados em bactéria. Um dos
mecanismos de captacéo do ion fosfato com alta afinidade € o sistema Pst, um
transportador do tipo ABC (ATP-Binding Cassette), localizado na membrana
interna das células. Este transportador, juntamente com as proteinas
PhoR/PhoB que formam um sistema de dois componentes (Two-Component
Regulatory System), sdo capazes de sensoriar e monitorar os niveis deste ion
nas ceélulas. Ambos os sistemas pertencem ao chamado regulon Pho, conjunto
de genes envolvidos no transporte, captacdo e metabolizacdo do fosfato.
Estudos tem mostrado que a interacdo entre os sistema Pst e 0 sistema dois-
componentes PhoR/PhoB é mediada pela proteina PhoU, um regulador negativo
Cujo gene encontra-se no mesmo operon do transportador. Apesar de muito
estudados em Escherichia coli, poucas informacBes existem sobre as
caracteristicas destes sistemas em Xanthomonas citri subsp. citri, bactéria
responsavel pelo cancro citrico e de grande importancia econdmica para o pais.
Estudos realizados pelo nosso grupo mostraram que X. citri conserva a maioria
dos genes descritos como pertencentes ao regulon Pho, incluindo o sistema Pst,
as proteinas PhoR/PhoB e PhoU. Este trabalho, portanto, tem como objetivos, a
caracterizacao funcional e estrutural da proteina PhoU de X. citri e a analise da
possivel interagdo de PhoU com a proteina PhoR, a histidina quinase do sistema
dois componentes. Para tal, as proteinas foram expressas em linhagens de E.
coli Tuner e purificadas por cromatografia de afinidade a metal, seguida de
exclusdo molecular. Visando a caracterizacao biofisica e estrutural da proteina
PhoU, foram realizados ensaios de dicroismo circular, cristalizacdo, analises de
bioinforméatica e modelagem molecular. Os resultados de bioinformatica
mostraram que PhoU conserva caracteristicas estruturais e funcionais quando
comparada com ortélogos. Apds sua purificacdo, a proteina foi produzida na sua
forma enovelada e mostrou interacdo com ligantes, conforme descrito na
literatura para ortdlogos. A expressao da proteina PhoR também foi obtida e
ensaios de pull-down foram realizados para a caracterizagéo da interagao entre
PhoU-PhoR. Adicionalmente, foram realizados estudos de expressdao das
proteinas em diferentes condi¢des de cultivo, utilizando-se anticorpos policlonais
anti-PhoU e anti-PhoR. Os resultados apresentados neste projeto sao de grande
importancia uma vez que se obteve a padronizacao dos processos de producao
de ambas as proteinas e ensaios biofisicos e estruturais para a futura
caracterizacdo do complexo, o que sera de grande relevancia para a
compreensao do papel destes sistemas na fisiologia da bactéria.

Palavras chave: Sistema de Dois Componentes. Pho Regulon. Sistema Pst.
Xanthomonas citri. PhoU.



ABSTRACT

PENA, P. O. Structural and functional studies of the repressor protein PhoU
in phosphate signalling and uptake in Xanthomonas axonopodis pv. citri
2018. 75 f. Master thesis (Microbiology) - Instituto de Ciéncias Biomédicas,
Universidade de S&o Paulo, S&o Paulo, 2017.

The ability to sensor the extracellular environment and respond to its changes is
inherent to most bacteria. Nutrient concentrations direct metabolic processes
related to survival and proliferation. Inorganic phosphate (Pi) is one of the
nutrients whose regulation, sensing and signalling are quite preserved in
bacteria. One of the mechanisms for phosphate ion uptake with high affinity is
the Pst system, composed by an ABC transporter (ATP-Binding Cassette),
located on the inner membrane of the cells. This transporter, along with the
PhoR/PhoB proteins, which form a Two Component Regulatory System, are
capable of sensing and monitoring the levels of phosphate in cells. Both systems
belong to the called regulon Pho, set of genes involved in phosphate transport,
uptake and metabolism. Studies have shown that the interaction between the Pst
system and the two component PhoR/PhoB system is mediated by the PhoU
protein, a negative regulator, whose gene is located in the same operon of Pst
system. Although much studied in Escherichia coli, there are few information
about of these systems in Xanthomonas citri subsp. citri, the major causative of
citric canker. Studies conducted by our group showed that X. citri conserves most
of the genes described as belonging to regulon Pho, including the Pst system,
the proteins PhoR/PhoB and PhoU. This work, therefore, aimed at performing
functional and structural characterization of the X. citri PhoU protein and
analyzing the possible interaction of PhoU with the PhoR protein, the histidine
kinase of the Two Component System. For this, the proteins were expressed in
E. coli Tuner strains and purified by metal affinity chromatography, followed by
size exclusion chromatography. Aiming at the biophysical and structural
characterization of the PhoU protein, we performed circular dichroism,
crystallization, bioinformatics and molecular modeling. The results of
bioinformatics showed that PhoU retains structural and functional characteristics
when compared with orthologs. After purification, the protein was produced in its
folded form and showed interaction with ligands, as described in the literature for
orthologs. Expression of the PhoR protein was also obtained and Pull Down
assays were performed for the characterization of the interaction between PhoU-
PhoR. In addition, protein expression studies were carried out under different
culture conditions using polyclonal anti-PhoU and anti-PhoR antibodies. The
results presented in this project are of great importance, once the standardization
of the production processes of both proteins has been obtained, as well as
biophysical and structural information. These information will be important for
future characterization of the complex, which will be of great relevance for the
understanding of the role of these systems in the physiology of bacteria.

Keywords: Two component system. Pho Regulon. Pst System. Xanthomonas
citri. PhoU.
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1 INTRODUCAO

1.1 O sensoriamento do ambiente: resposta bacteriana as condicdes
adversas de fosfato, através da transducao de sinais.

A habilidade de sensoriar 0 ambiente extracelular e responder as suas
mudancas € inerente para a maioria das bactérias. As concentracdes de
nutrientes direcionam os processos metabdlicos relacionados a sobrevivéncia e
proliferacdo (LUBIN, et al., 2016). A capacidade das células de adquiririrem a
adaptacao frente as condi¢cbes externas € uma ferramenta evolutiva, capaz de
submeter uma populacédo inteira a selecdo natural, de maneira a manter
caracteristicas essenciais, como a correta percepcdo do ambiente, e
consequentemente, a geracdo de uma resposta eficaz para momentos
necessarios (MARQUES, 2012).

As células possuem diversos sistemas diferenciados para lidar com cada
tipo de circunstancia que as ameace. Em primeiro lugar, existe o sinal originado
a partir de um estimulo, que pode ser fisico ou quimico, seguido do mecanismo
de transducédo e por fim, uma resposta é gerada a partir dessas circunstancias
(MARQUES, 2012).

Dentre os sistemas capazes de sensoriar 0 ambiente, € comum encontrar
um sistema do qual chamamos de dois componentes, ou TCRS (Two
Component Regulatory System) que € bastante conservado em bactéria. O
TRCS é constituido basicamente de uma proteina capaz de se auto-fosforilar em
residuos de histidina (Histidinas quinases, ou Histidine Kinase, em inglés - HK)
e de sua parceira, proteina capaz de retirar o fosfato da HK e transferir para
grupos asparticos em sua propria molécula, sendo considerada a proteina
reguladora de resposta (RR). Esse sistema traz muitos beneficios para as
bactérias, visto que estes sdo capazes de mediar as mais distintas respostas,
desde osmolaridade, estado de o6xidorreducéo, densidade populacional e
nutrientes (CREPIN et al., 2011; LAMARCHE et al., 2008; LUBIN et al., 2016;
MARQUES, 2012).

Dentre os sistemas bacterianos de dois componentes, alguns séo
especificos na sinalizacdo frente a presenca/auséncia de nutrientes. Um dos

7 7

nutrientes cuja regulagdo € altamente controlada em bactéria € o fosfato
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inorganico (Pi). Seja nas membranas, acidos desoxirribonucleicos, em lipideos,
proteinas, ou nas reservas energeéticas da célula, o Pi é essencial para a
sobrevivéncia e manutencao bacteriana e, portanto, a resposta para a limitacéo
de fosfato & altamente conservada em bactéria. O TCRS responsavel por
sinalizar a limitacdo de fosfato € denominado PhoR-PhoB, em que PhoR é a
proteina HK e PhoB, a RR (Figura 1). Entretanto, alguns dos mecanismos
relacionados a transducao de sinal em condi¢des de escassez de fosfato ainda
ndo foram totalmente elucidados (CREPIN et al., 2011; LUBIN et al., 2016;
PEGOS et al., 2014).

Autofosforilagdo da HK Transferénciade um grupo fosforil paraa RR Resposta desencadeada a partir
em residuos de histidina em residuos de 4cido aspartico (transdugédo) da proteina RR fosforilada
apés sinal
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Figural-Processo detransducéo de sinal do sistemade dois componentes (TCRS). PhoR, a histidina
quinase recebe um estimulo e se auto-fosforila em residuos de histidina. Em seguida, PhoR transfere os
grupos fosforis para sua parceira, a proteina reguladora de resposta (PhoB), que fosforilada, se torna
ativada e disponivel para se ligar as regides especificas do DNA, dando inicio ao processo de transcri¢cao
de genes necessarios para 0 momento, 0 que caracteriza a resposta perante o estimulo. Elaborado pelo
préprio autor.

Resposta

H 95

A transducéo de sinal, por sua vez, ndo tem outro intuito sendo o de
modificar o padréo de expressao génica frente a auséncia do nutriente - nesse
caso, o Pi - de maneira que, através da sinalizacdo, ocorra a metabolizacdo de
fontes de fosfato dentro da bactéria, para que o déficit seja diminuido e a célula
bacteriana volte para seu equilibrio (CREPIN et al., 2011; WANNER, 1990;
WANNER, 1996)

A modificacdo do padrdo de expressao génica é tdo importante para a
célula, quanto a propria sinalizacdo. O principio que gere esse tipo de
organizacdo celular € o principio da economia de energia. Nas células
bacterianas, genes sao transcritos somente quando necessarios e sao

organizados em operons (genes cuja transcricdo estdo sob o comando de um
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mesmo promotor), regulons (genes cuja transcricdo estdo sob o efeito de um
mesmo fator de transcricdo) e estimulons (genes cuja transcricdo estdo sob o
comando de um mesmo estimulo) (MARQUES, 2012). Dessa forma, a célula
consegue de uma sO vez, ativar genes relacionados a vias inteiras, suprindo
caréncias nutricionais, como por exemplo, a de Pi. Os genes relacionados ao
metabolismo e captacdo de Pi na célula, na caréncia do mesmo, sao aqueles
que estao sob o comando do mesmo fator de transcri¢cdo, a proteina reguladora
de resposta do TCRS, PhoB. Todo o conjunto de genes regulados por PhoB
caracteriza um regulon, conhecido como “regulon Pho” (CREPIN et al., 2011;
GARDNER et al., 2014; LEE et al., 2014; LUBIN et al., 2016; WANNER, 1990;
WANNER, 1996).

1.2 O regulon Pho

Dentre os elementos indispensaveis para o desenvolvimento celular, o
fésforo € um dos mais abundantes nos organismos vivos. O fosforo representa
3% da massa celular e estd envolvido em diversas reacdes celulares
importantes, desde a fosforilacdo de proteinas, biossintese de &cidos
fosfolipidicos e &cidos nucleicos, até ao processo de producdo de energia
(CREPIN etal., 2011; LAMARCHE et al., 2008; WANNER, 1996), sendo o fosfato
inorganico (PO4* ou Pi) a fonte de fésforo mais assimilada pela célula
(ALVAREZ-MARTINS et al., 2012; PEGOS et al., 2014). Estudos realizados em
Escherichia coli demonstraram que a sinalizacdo e a regulacéo do regulon Pho,
iniciam-se em condi¢cGes nas quais 0s niveis de Pi encontram-se abaixo de 4 uM.
Por consequéncia, respostas adaptativas de sobrevivéncia e patogenicidade séo
desencadeadas na suséncia de fosfato como, por exemplo, diminuicdo da
motilidade (RASHID; RAO; KORNBERG, 2000), super expressao de genes de
viruléncia, acumulo de polifosfato intracelular, diminuicdo da capacidade de
colonizagdo, diminuicdo de formacado de biofilme, dentre outras caracteristicas
(CREPIN et al., 2011; LAMARCHE et al.; 2008; LUBIN et al., 2016; PEGOS et
al., 2014; SANTOS-BENEIT et al., 2015).

Os genes envolvidos com a assimilagéo e regulacado dos niveis de fosfato
em E. coli foram primeiramente descritos por Wanner (1993 e 1996) como parte
do denominado regulon Pho (BAEK; LEE, 2006; HAN et al., 1999; HARRIS et
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al., 2001). A conservagcao e importancia deste sistema, portanto, tem sido
demonstrada desde entdo, em diversos microrganismos como, por exemplo,
Mycobacterium tuberculosis, Streptococcus pneumoniae e Pseudomonas
aeruginosa (BRAIBANT et al., 1996; LEE et al, 2014; LUZ et al., 2012).

A partir da ativacao de PhoB, por meio de fosforilacdo efetuada por PhoR,
uma série de genes relacionados a assimilagcdo e metabolismo de fosfato sédo
induzidos. Tais genes apresentam em sua regido promotora uma sequéncia
conservada denominada de Pho boxes, altamente reconhecida por PhoB. Em E.
coli, PhoB regula diretamente a transcricdo de 31 genes, incluindo phoA, phoBR,
phoE, phoH, psiE, phnC-P, ugpB-Q, (todos relacionados a metabolizacdo de
fosfato) e, em especial, os genes pstSCAB que codificam o transportador de alta
afinidade de fosfato do tipo ABC (do inglés ATP Binding Cassette), também
chamado de sistema Pst (Phosphate Specific Transporter). Este sistema, além
de internalizar fosfato para o ambiente citoplasmético, também é descrito como
um transportador que possui participacdo na regulacdo da sinalizacdo
juntamente com o sistema de dois componentes PhoR-PhoB. (CREPIN et al.,
2011; GARDNER et al., 2014; LEE et al., 2014; LUBIN et al., 2016).

O sistema Pst é constituido de duas proteinas integrais de membrana,
PstA e PstC (heterodimero), também identificadas como dominios TMD ou
Transmembrane Domains (dominios transmembranares), e outra molécula do
tipo ATPase, PstB, ou NBD Nucleotide-Binding Domain (dominio de ligacdo a
nucleotideos) que neste caso, apresenta-se como dimero e localiza-se no lado
citoplasmatico do complexo. Adicionalmente, como qualquer sistema
transportador ABC do tipo importador, existe uma proteina ligadora
periplasmatica (Periplasmatic-Binding protein) (WANNER, 1996), responséavel
pela afinidade e especificidade do transporte e que pode ser denominada PstS,
PhoS, ou PBP (Figura 2). Em condi¢des nas quais a disponibilidade de fosfato é
baixa, as proteinas periplasmaticas devem captura-lo com alta eficiéncia e
disponibiliza-los as proteinas de membrana. ApOs a interacdo da proteina
periplasmatica com o fosfato e, consequentemente, com as proteinas de
membrana no sistema Pst, ocorre uma série de mudancas conformacionais que
engatilham a hidrolise do ATP pelas ATPases (CREPIN et al., 2011; LAMARCHE
et al., 2008; PEGOS et al., 2014).
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NBD

Figura 2 - llustracdo de um transportador ABC do tipo Il, caracteristico para o Sistema Pst. Imagem
ilustra a topologia do transportador ABC do tipo Il baseado no transportador de Vitamina B12, BtuCD-F.
Binding Protein, é a proteina periplasmatica capaz de se ligar ao nutriente com alta afinidade. TMD € o
dominio integral, transmembranar, responsavel por formar um poro de passagem para o transporte e
internalizacdo do alvo. NBD é o dominio cuja hidrélise de ATP ocorre, mediada por mudangas
conformacionais do transportador. Retirado e modificado de Locher (2016).

Além da funcéo de transporte propriamente dita, a proteina PstS, também
atua como coadjuvante na sinalizagao celular quando o sistema de transporte
esta ativo ou mesmo quando o transporte e sinalizagdo séo inativos (HSIEH et
al., 2010; WANNER, 1996). O transporte e captacdo de fosfato, por sua vez,
nada mais € do que uma das respostas secundarias, promovidas através da
sinalizagdo na limitagcdo de Pi, no sentido de restabelecer o equilibrio do nutriente
no ambiente intracelular.

Neste contexto, onde o equilibrio é restabelecido pela sinalizacao,
associada as mudancas conformacionais das proteinas, e também pelo
transporte do nutriente, destaca-se o papel de mais uma proteina, denominada
PhoU, cujo gene em E. coli e em muitas outras bactérias, é localizado no mesmo
operon que codifica o sistema Pst (pstSCABphoU). A funcdo de PhoU ainda é
amplamente discutida e ndo completamente elucidada (GARDNER et al., 2014,
2015; ZHENG et al, 2016).

1.3 PhoU, a proteina que conecta o sistema Pst e o sistema de dois
componentes PhoR-PhoB

A revisao da literatura mostra que apesar de PhoU pertencer ao mesmo

operon que codifica o sistema Pst, sua funcdo néo é de captacdo como a das



23

outras proteinas do operon (STEED; WANNER, 1993). Por outro lado, PhoU,
apresenta uma funcdo moduladora tanto das vias de sinalizacdo de Pi (TCRS
PhoR-PhoB), quanto sobre as proteinas do sistema Pst (LAMARCHE et al.,
2008; LEE et al., 2014; LUBIN et al., 2016; SANTOS-BENEIT, 2015).

Estudos realizados por Wanner e colaboradores (1991) ja relatavam a
importancia de PhoU e a din@mica dessa proteina na modulacao do regulon Pho.
Em um primeiro momento, foi observado que a dele¢cdo do gene phoU néo
interferia no transporte de fosfato pelo sistema Pst, mas levava a diminuicéo
drastica do crescimento celular. Posteriormente, PhoU foi associada a uma
funcao especifica no processo de sinalizacdo, uma vez que sua auséncia levava
a constitutividade da expresséo de PhoR, tanto na presenca quanto na caréncia
de fosfato, fato que causava um grave desequilibrio a célula (WANNER, 1996).

Estudos recentes tém mostrado que, na abundancia de fosfato, ocorre a
formacdo de um complexo repressor entre os sistemas Pst e PhoRB, mediado
concomitantemente pela interagédo de PhoU com PstB e PhoR (GARDNER et al.,
2014; GARDNER et al.,, 2015; LEE et al., 2014; GIBSON et al., 2015). O
mecanismo pelo qual PhoU liga-se as proteinas do complexo ainda néo foi
totalmente elucidado, porém Gardner e colaboradores demonstraram que PhoR
possui um dominio denominado PAS (do inglés Per-ARNT-Sim), pelo qual PhoU
poderia interagir. Da mesma maneira, PhoU também se ligaria a PstB,
blogueando a hidrélise de ATP (GARDNER et al., 2014, 2015). Mais
recentemente, Vuppada e colaboradores (2018) passaram a sugerir que PhoU
seria a intermediadora das mudancas conformacionais promovidas pelo sistema
Pst, através de seus estados outward facing (conformacdo aberta para o
periplasma) e inward facing (conformacédo aberta para o citoplasma) o que
levaria ao estado de quinase e fosfatase de PhoR.

Nesse contexto, a desativacdo do complexo repressor envolveria uma
cascata de reacdes desencadeadas pelo sistema de dois componentes e pode
ser gerada tanto por mudangas conformacionais no sistema Pst, devido a baixa
ocupacgdo de fosfato no transportador, como também por sinais no dominio
regulatorio de PhoR. Dessa forma, quando PhoU é liberada do complexo, PhoR
pode novamente se autofosforilar em residuos de histidina e passa a exercer a
funcdo de quinase, rapidamente transferindo o grupo fosforil para PhoB, que os
recebe em residuos de aspartato (VUPPADA et al, 2018). A fosforilagdo de PhoB
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facilita sua ligacdo com o DNA nas regides promotoras Pho boxes, de forma que
PhoB recrute a RNA polimerase (subunidade sigma 70), o que facilita o inicio da
transcricdo dos genes. A desativacédo de PhoB e a desfosforilacdo mediada por
PhoR seria estimulada de alguma forma ainda nédo elucidada. Estudos relatam,
porém, que quando a concentracao de fosfato no ambiente intracelular volta ao
equilibrio necesséario, PhoR recebe este sinal e desfosforila PhoB, o que leva ao
término da transcricdo e consequentemente, ao retorno do complexo repressor
(GARDNER et al., 2014).

O retorno a conformacdo inicial do complexo repressor ocorreria
lentamente, de uma condicdo de escassez para um ambiente em crescente
disponibilidade de fosfato. Lamarche e colaboradores (2008) relatam que PhoU
e PstB sdo requeridas para a desfosforilagdo de PhoB (também chamada de
phospho-PhoB, quando ativada). Adicionalmente, Wanner (1996) sugere que
PhoU é essencial para a repressao do Regulon Pho, sob condi¢cGes das quais o
fosfato esteja abundante, observacao essa, que se mantém até os dias de hoje.
(Figura 3).

Activation Desactivation Repression

Conformational changes (?)

| PhoU/PstB (2)
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Figura 3 - Esquemade sinalizagéo do sistema Pst na captagéo e transporte de fosfato em E. coli, em
diferentes condi¢cdes nutricionais. A ativagao do regulon ocorre em condicdes de caréncia de fosfato (Pi
<4uM), a qual induz a agdo das proteinas de membrana, PstS, PstA, PstB, PstC e PhoU a captarem o Pi.
O Pi por sua vez, é utilizado para fosforilagdo de PhoB e posterior ativagao dos genes. Quando o fosfato
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esta em excesso, PhoR se desfosforila e um complexo repressor é formado com a participacdo das
proteinas PhoR, PhoU e PstB. Retirado de Lamarche et al. (2008).

Apesar do mecanismo de repressdo dos complexos ser largamente
caracterizado em E. coli, ainda ha muitas questdes a serem respondidas,
especialmente em outros organismos. Lubin e colaboradores (2016), por
exemplo, relataram em Caulobacter crescentus, que PhoU néo possui influéncia
sobre a proteina PhoB ou PhoR, mas estaria relacionada a metabolizacdo de
fosfato inorganico na célula, logo apés o transporte (Figura 4). Esta hipétese foi
corroborada pela presenca de granulos de polifosfato em células portadoras de
delecdo no gene phoU. Os autores sugerem duas alternativas: (I) PhoU regularia
a importacdo de Pi pelo sistema Pst; ou (lI) PhoU regularia o metabolismo de
fosfato intracelular. Tais resultados indicam que h& variagbes nos mecanismos

do Regulon Pho em diferentes microrganismos.

Imner
membrane

_ [ phoBroguion ] | —

Figura 4 - Modelo para regulacdo de PhoU em relagdo a limitacdo extracelular de fosfato em
Caulobacter crescentus. O sistema de alta afinidade Pst importa fosfato inorganico (em vermelho) para o
citoplasma. Quando o fluxo de transporte decai, a proteina PhoR, é ativada e se autofosforila,
consequentemente fosforilando PhoB, sua parceira. PhoB fosforilada, se liga as regides pho boxes (azul)
dos genes alvos, incluindo os genes do transportador pst. PhoU, ndo conecta o transportador Pst a PhoR,
ao invés disso, PhoU supostamente inibe a captacéo de fofato pelo sistema Pst ou possivelmente regula o
metabolismo interno de Pi. Retirado de Lubin et al. (2016).

Uma vez que em comum, tais mecanismos significam sobrevivéncia,

manutencdo e aumento de viruléncia e patogenicidade de microrganismos
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(LAMARCHE et al, 2008), é de suma importancia que estudos adicionais sejam
realizados nos mais diversos tipos de microrganismos para caracterizacao das

proteinas envolvidas nessas vias essenciais.

1.4 O regulon Pho, o sistema PhoR-PhoB, e o sistema Pst em
Xanthomonas citri

Diante da diversidade entre as bactérias, € de relevancia que estudos das
vias de sinalizacdo e captacdo de fosfato sejam realizados para diferentes
organismos que ndo somente E. coli, incluindo aqueles de relevancia médica ou
econbmica, como os fitopatégenos (PEGOS, 2015). Um dos géneros mais
relevantes para a agricultura brasileira é o género Xanthomonas, da Familia
Xanthomonadaceae, Ordem Xanthomonadale, Classe Gammaproteobacteria,
Filo Proteobacteria. As espécies deste género podem atacar arroz, tomate,
banana, feijao, todas as espécies de citros e algoddo (KNAAK; BERLITZ; FIUZA,
2014).

Xanthomonas citri subsp. citri € uma bactéria gram-negativa, aerdbica
estrita, com crescimento 6timo entre 28° C a 30° C e com flagelo polar, que utiliza
acucares como glicose, sacarose, frutose, xilose e galactose como fontes de
carbono (KIM et al., 2004; TUNG; KUO, 1999). Uma caracteristica importante
desta bactéria é a producdo de um polissacarideo denso e amarelo (devido ao
pigmento xantomonadina) conhecido como goma xantana, que tem muitas
funcdes, mas, principalmente, é relacionado a maior capacidade de infeccdo e
patogénese (Figura 5A). X. citri, por sua vez, possui capacidade de infectar
varias espécies de citrus, especialmente laranjas, através de veiculacdo hidrica,
0 que pode acarretar em perdas econdmicas significativas. Os impactos
relacionados a presenca de X. citri na plantacdo incluem desfolha de plantas,
depreciacdo da qualidade da producéo, presenca de lesdo em frutos, queda
prematura de frutos e restricdo da comercializagdo (FUNDECITRUS, 2017)
(Figura 5B). (Fundecitrus, 2017).

O primeiro surto envolvendo infecgdo por X. citri foi primeiramente
reportado no século XIX na China e india e, a partir de 1820, foram registrados
0s primeiros relatos de seu aparecimento no continente americano (PEGOS,
2015). Uma vez que o Brasil € o maior produtor mundial de laranja e seu suco,

estados como Sao Paulo, o maior representante do segmento, € um dos mais
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afetados pelo microrganismo, que atualmente, possui estratégias especificas
para evitar a contaminacao, através de medidas praticas como barreiras vivas,
e inspecao rotineira. (FUNDECITRUS, 2017).

Em relacdo a patogenicidade das espécies do género Xanthomonas,
alguns dados vém sendo levantados para caracterizacdo de genes que
potencializem a viruléncia da bactéria. Resultados obtidos em diversos estudos
tém revelado que aproximadamente 50 a 100 genes estdo direta ou
indiretamente relacionados com a capacidade das bactérias causarem doencas
em plantas. Esses genes codificam, em sua maioria, proteinas que se localizam
no envoltorio celular, como proteinas transportadoras, ou proteinas que séo
secretadas para o meio extracelular. O envoltério representa, portanto, um dos
componentes celulares mais importantes envolvidos na patogenicidade e na

evasao de sistemas de defesa do hospedeiro (DA SILVA, 2002).

Figura 5 — Caracteristicas de Xanthomonas citri e consequéncias da infec¢cdo em citrus. A. X. citri
crescida em meio Luria Bertani. A col6nias apresentam coloragdo amarelada devido a produgdo da goma
xantana e o pigmento xanthomonadina. Retirado de Sampaio, 2014. p20. B. Foto de cancro citrico
provocado pela Xac em Citrus sinenses. Fonte: Fundecitrus,2017. Disponivel em:
http://www.fundecitrus.com.br/doencas/cancro/7. Acesso em: 23/11/2017.

Uma vez que o sistema Pst e componentes do regulon Pho tém sido
relacionados a respostas biologicas secundarias envolvendo os mecanismos de
viruléncia e patogenicidade de microrganismos (LAMARCHE, et al., 2008;
PEGOS et al., 2014; PEGOS, 2015; SANTOS-BENEIT, 2015; WANNER, 1990;

WANNER, 1996), o estudo destes componentes é de grande interesse,

especialmente, em bactérias patogénicas como X. citri.
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Experimentos realizados pelo nosso grupo, sobre o sistema de transporte
Pst de X. citri, mostraram similaridades e também diferencas significativas
quando comparado com o sistema Pst de E. coli. As analises iniciais mostraram
que o operon codificador do sistema Pst e PhoU é similar ao de E. coli, mas que
X. citri tem um gene de uma segunda proteina ligadora de Pi, codificada pelo
gene phoX, pertencente ao operon pstSCAB — phoU/oprOphoX (Pegos et al,
2014), (Figura 6A). A proteina PhoX foi entdo, caracterizada estruturalmente, o
que revelou sua importancia para o sistema, pela primeira vez. Analises
filogenéticas ainda revelam que PstS e PhoX foram originadas a partir de uma
duplicacdo génica e possuem ancestral comum, Desulfatibacterium
alkenivorans, uma bactéria que possui duplicacao do gene pstS (Figura 6B). Em
concordancia com estes resultados, analises de bioinformatica, mostraram que
PhoX conserva todos os residuos da interacdo com fosfato, em relacéo a PstS,
porém, PhoX apresenta-se pouco mais estavel sob altas temperaturas e pode
possuir uma afinidade diferente por Pi. Contudo, mutantes pstS demonstram
constitutivacdo do sistema e consequente super expressdo de PhoX,
evidenciando seu carater compensatorio (Pegos, 2015), (Figura 6C).

Adicionalmente, estudos realizados em meio A, (meio minimo, padrao
para caracterizacdo de fosfatase alcalina, descrito por Levinthal; Signer;
Fetherolf, em 1962) e meio A+Pi mostraram, através de espectrometria de
massas, as diferencas relacionadas a presenca e auséncia das proteinas nessas
condicles, especialmente aguelas pertencentes ou relacionadas ao regulon
Pho. As analises identificaram 232 proteinas, divididas em 19 categorias. Essas
analises mostraram a expressao de algumas proteinas do Pho Regulon tanto na
auséncia quanto na presenca de fosfato em X. citri. Na presenca de fosfato, as
proteinas PstS, PhoX, que séo proteinas ligadoras de fosfato, foram ativamente
mais expressas, assim como proteinas receptoras como OprO. Em
contrapartida, todas as proteinas envolvidas no transporte e sinalizacao de Pi
apresentaram aumento na expressdo em mais de 30% na auséncia de fosfato,
indicando a relevancia do sistema e um mecanismo similar ao que ocorre em E.
coli, como mostra a figura 6D (Pegos, 2014). Esses resultados indicam que X.
citri, apesar de ter uma proteina periplasmatica a mais que E. coli, ainda assim,
conserva 0 mesmo mecanismo de transporte e sinalizacdo, descritos desde a
década de 1990 (Lamarche et al., 2008; Wanner, 1990).
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Figura 6 — Resultados dos estudos realizados em X. citri evidenciam diferencas e similaridades em
relagdo a E.coli. A. Operons ilustrados dos sistemas TCRS e Pst. Em ambos os operons, é possivel
observar genes adicionais para X.citri, como ppX e ppK para o operon do TCRS e phoX e oprO para o
sistema Pst. B. Arvore filogenética é dividida em 5 grupos e mostra ancestral comum entre PstS e PhoX.
Setas e o circulo ilustram, respectivamente, duplicacdo génica e transferéncia horizontal de genes. C.
Esquema de sinalizagdo do sistema Pst na captacdo e transporte de fosfato em Xanthomonas citri.
Proteinas sdo mostradas em cartoon e a membrana é mostrada em cinza. PhoX esta destacada em circulo
vermelho e apresenta efeito compensatério na auséncia de PstS. D. Andlises de protedmica mostram as
diferencas entre os cultivos de X. citri na presenca e auséncia de fosfato e consequentemente, evidenciam
aumento da expressdo de genes relacionados a transporte e sinalizacdo quando fosfato € ausente.
Retirado e modificado de Pegos et al, 2014; Pegos, 2015.

Portanto, caracterizar as vias de sinalizacao e captacéo de fosfato em X.
citri torna-se importante para abranger as os resultados sobre o regulon Pho e
sobre como a regulagdo ocorre nesse microrganismo. Neste projeto, com a
finalidade de compreender a regulacéo e sinalizacdo do TCRS e também do
sistema Pst, visamos caracterizar estruturalmente a proteina repressora PhoU
de X. citri e entender como poderia acontecer sua interacdo com a proteina
PhoR. Uma vez que o Pho Regulon ndo é somente um sistema regulatério para
homeastase celular, mas também, uma complexa conexdo para viruléncia

bacteriana e resposta a estresse, este trabalho torna-se uma importante
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ferramenta para posteriores estudos sobre viruléncia bacteriana e seu

envolvimento no desenvolvimento da patogénese em Xanthomonas citri.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivos gerais

O principal objetivo deste trabalho foi caracterizar funcional e
estruturalmente a proteina repressora PhoU de X. citri e sua interacdo com a
proteina PhoR. Com este intuito, o projeto foi divido em duas etapas

apresentadas abaixo:

2.1.1 Etapa | — Caracterizagdo por bioinformatica, producdo de proteinas e
analises biofisicas e estruturais

» Analises de motivos, topografia e predicdo das estruturas secundarias de
PhoU e PhoR

» Modelagem das proteinas por homologia

» Producao das proteinas recombinantes PhoU e PhoR a partir de células de
E. coli

*» Ensaios de cristalizacdo e difracdo de cristais da proteina PhoU se
possivel, resolucdo da estrutura tridimensional da proteina;

* Ensaios biofisicos das proteinas de interesse

2.1.2 Etapa Il — Analises funcionais

* Producdo de anticorpos contra proteinas PhoU e PhoR para analise da
expressao das proteinas in vitro e in vivo

= Andlises de interacdo da PhoU com PhoR utilizando ensaio de pull-down

» Predicdo de interacdo das proteinas utlizando ferramentas de
bioinforméatica

» Analise da expressao de PhoU e PhoR em diferentes condi¢des de cultivo
utilizando RT-PCR e Western Blot
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3 MATERIAIS E METODOS

3.1 Analises de Bioinformatica

As sequéncias de aminoacidos das proteinas PhoU e PhoR de X. citri
foram obtidas no servidor Kegg (www.genome.jp/kegg/), do Instituto Central de
Bioinformatica para investigacdo em Quimica da Universidade de Kyoto
(www.genome.jp), € posteriormente submetidas ao programa Blastp
(blast.ncbi.nlm.nih.gov) contra o banco de dados nédo redundantes (Blastp X nr)
e 0 banco de dados de proteinas com estruturas tri-dimensionais resolvidas
(Blastp X PDB, Protein Data Bank). Em seguida, foram selecionadas sequéncias
de ortélogos por identidade/similaridade, relevancia na literatura e de
fitopatdgenos de importancia. Todas as sequéncias foram comparadas apos
alinhamento no programa ClustalW (EMBL- EBI, 2016).

Os ortélogos que apresentaram estrutura resolvida e identidade superior
a 30%, e também maiores coberturas, foram usados para a constru¢cdo dos
modelos tri-dimensionais das proteinas usando o programa Modeller 9.16
(WEBB; SALI, 2014). Os modelos de PhoU e PhoR foram baseados nas
coordenadas estruturais dos ortdlogos de Pseudomonas aeruginosa (PDB
4Q25) e Streptococcus mutans (PDB 415S), respectivamente.

As analises das regifes conservadas em ortdlogos, entre PhoU e PhoR
foram realizadas pelo programa Consurf (ASHKENAZY et al.,, 2016). As
sequéncias homologas foram coletadas a partir do UNIREF90, e o algoritimo de
busca foi o HMMER. O alinhamento das sequéncias foi realizado a partir do
programa MAFFT. As sequéncias foram alinhadas, com um valor minimo de
identidade de 35%. O método para célculo das regibes conservadas foi o de
Bayesian (MAYROSE et al., 2004). Todas as estruturas de proteinas e modelos,
analises comparativas, assim como as imagens aqui demonstradas foram
visualizadas ou preparadas no programa Pymol, verséo 1.2.7 (SCHRODINGER,
2015).


http://www.genome.jp/kegg/
http://www.genome.jp/
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3.2 Producdao das proteinas para ensaios funcionais e estruturais

3.2.1 Producéao da proteina PhoU

Cepas de E. coli Tuner (DE3) foram transformadas com o vetor
pET28a.phoU contendo o gene phoU previamente clonado por Pegos (2015). As
cepas recombinantes foram inoculadas em meio LB contendo 50 pg/mL de
canamicina, até atingirem ODsoo de 0.5. A partir desse momento a expressao foi
induzida pela adicdo de 0.4 mM de isopropiltiogalatosideo (IPTG) a 200 rpm, a
37 °C por 3 horas. Uma aliquota de cultura foi retirada antes da inducgéo, e
também ao término do processo, e centrifugadas por 1 minuto a 21.000 g em
centrifuga de bancada (Eppendorf, Hamburgo, HA, Alemanha), para analise de
SDS-PAGE em gel de poliacrilamida 12%. A extracdo das proteinas da fracdo
soluvel foi realizada com 20 mM Tris pH 7.0, 150 mM NacCl, 5% Glicerol, 1 mM
de Fluoreto de Fenilmetilsulfonil (PMSF) e 1 mM Ditiotreitol (DTT). As amostras
foram sonicadas por 6 minutos com intervalos de 30 segundos e centrifugadas
por 60 minutos a 4 °C na velocidade de 28.000 g para clarificagdo do extrato. A
fracdo soluvel foi separada da fracao insolavel e utilizada para as consequentes

purificacfes. PhoU apresenta 26,4 kDa e pl de aproximadamente 5,3.

3.2.2 Purificacé@o da proteina PhoU

A purificacdo das proteinas sollUveis a partir dos extratos soluveis foi
realizada por cromatografia de afinidade a metal imobilizado (IMAC, do inglés
Immobilized Metal Affinity Chromatography) através de resinas de niquel (Ni-
NTA SuperFlow Quiagen, California, CA, USA) imobilizado em coluna de
isopropileno (GE Healthcare Life Sciences, California, CA, USA) de 15 mL, de
acordo com protocolo padréo de purificacdo manual (SAMBROOK, et al., 1989)
e também utilizando equipamento de cromatografia liquida rapida para proteinas
(Fast Protein Liquid Chromatography), o Akta Start (GE Healthcare ). A coluna
utilizada foi a HisTrap de 5 mL (GE Healthcare). A eluicdo das proteinas foi
analisada em gradiente de imidazol de 0 mM a 1 M em tamp&o contendo 20 mM
Tris pH 7.0, 500 mM NacCl, ap6s lavagens com 10 volumes de coluna com

tampao com concentgracdes baixas de imidazol (10 mM e 20 mM). Para testes
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biofisicos, as proteinas recombinantes também foram purificadas por
Cromatografia de Exclusdo Molecular (SEC, do inglés Size Exclution
Chromatography), utilizando-se coluna SuperDex 16/60 75 e 200 pg (GE
Healthcare) em tampéo contendo 20 mM Tris, pH 7.0, 150 mM NacCl, 1 mM PMSF
e 1 mM DTT. As amostras foram concentradas em membranas de 10 MWCO
(Amicon Millipore, Alemanha) para retirada de imidazol. A analise da expressao
e purificacdo das proteinas foi realizada por meio de SDS-PAGE utilizando-se
gel de poliacrilamida 12%.

3.2.3 Producéao da proteina PhoR

Cepas de E. coli Tuner (DE3) foram transformadas com os vetores
pET28a.phoR e pET28aMBP.phoR, (dominio PAS e HK de PhoR fusionado a
proteina maltose-binding protein). O gene phoR foi clonado nos vetores de
expressao pET28a fusionado no N-terminal com cauda de 6 histidinas e vetor
pETMBP fusionado a MBP no N-terminal. Os clones foram confirmados por
sequenciamento e PCR de colonia (PEGOS, 2015).

Adicionalmente, outras cepas foram testadas: Rosetta (DE3), BL21 (DE3),
LEMO21 (DE3), C41 (DE3) e C43 (DE3). As cepas recombinantes foram
inoculadas em meio LB contendo 50 pg/ml de canamicina, com adicdo de
cloranfenicol para a cepa Lemo21 (DE3), até atingirem ODsoo de 0.5. A partir
desse momento a expressao foi induzida pela adicdo de 0.4 mM de IPTG, a 200
rom, a 18 °C durante 18 horas. Uma aliquota de cultura foi retirada antes da
inducdo, e também ao término do processo, e centrifugadas por 1 minuto a
13000 g em centrifuga de bancada (Eppendorf), para andlise em gel SDS page,
utilizando-se gel de poliacrilamida 12%. A extracdo das proteinas da fracdo
soluvel foi realizada com 20 mM Tris pH 7.0, 150 mM NaCl, 5% de Glicerol, 1
mM PMSF, 1 mM de DTT e 1% de Triton X-100. As amostras foram sonicadas
por 6 minutos com intervalos de 30 segundos e centrifugadas por 60 minutos a
4 °C na velocidade de 28.000 g.

3.2.3 Purificacéo da proteina PhoR

Ambas as proteinas PhoR e PhoR_MBP foram purificadas a partir do

lisado por meio de cromatografia de afinidade a metal imobilizado utilizando-se
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coluna HisTrap de Niquel e de Amilose de 5 mL (GE Healthcare), com auxilio de
bomba peristaltica (GE Healthcare). A eluicdo da proteina PhoR foi feita com o
mesmo tampéo de lise, enquanto PhoR_MBP foi purificada em etapas, de 10, 20
e 150 mM de maltose em tampé&o 20 mM Tris pH 7.0, 150 mM NaCl, 1 mM PMSF,
1 mM DTT e 1% de Triton X-100. Para testes biofisicos, as proteinas
recombinantes também foram purificadas por Cromatografia de Exclusao
Molecular (SEC, do inglés Size Exclution Chromatography), utilizando-se coluna
SuperDex 16/60 200 pg e 75 pg (GE Healthcare) em tampé&o contendo 20 mM
Tris pH 7.0, 50 mM NaCl, 1 mM PMSF e 1 mM DTT. A analise da expresséo e
purificacdo das proteinas foi realizada por meio de SDS-PAGE utilizando-se gel
de poliacrilamida 12%.

A producdo das proteinas para obtencdo de anticorpos manteve o0s
mesmos protocolos com a adicdo de 8 M de uréia, de forma que as proteinas
fossem purificadas na forma desenovelada, processo que facilita a resposta

antigénica.

3.3 Ensaios Biofisicos

3.3.1 Dicroismo circular da proteina PhoU

Os espectros de CD das proteinas recombinantes de X. citri foram obtidos
de 192 a 260 nm com o uso do espectropolarimetro JASCO J-810 no Laboratério
de Espectroscopia e Calorimetria (LEC) do Laborat6rio Nacional de Biociéncias
(LNBio). Os espectros foram coletados em cubetas de quartzo com caminho
optico de 1 mm (Helma Analytics, Plainview, NY, USA). As amostras de proteina
foram testadas em concentracdo de 10 yM, em tampao contendo 10 mM Tris pH
8.0 e 25 mM NaCl. Um total de 20 leituras consecutivas foram realizadas para
cada amostra. Os dados foram corrigidos de acordo com a contribuigédo da linha
base do tampéao, e as elipticidades observadas (mdeg) foram convertidas em
elipticidade residual média [0], dando origem a um diagrama com a curva de

estrutura secundaria, segundo a formula a seguir (SHARPE, 2012):

Ellipticity(mdeg).10°
Pathlenght(mm).[Protein](uM).n

0 (deg.cm?.dmol™1) =
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onde, Ellipticity refere-se ao dado bruto oriundo do aparelho em deg, Path length,
o caminho 6ptico em milimetros, [Protein], a concentracdo de proteina utilizada,
em micromolar, e n, 0 numero de ligacdes peptidicas da proteina em estudo.

A previsdo de estrutura secundaria foi obtida apos a analise dos dados do
servidor online Dichroweb (WHITMORE; WALLACE, 2004). Os ensaios para
analise de PhoU em diferentes pHs foram realizados com tampao citrato/fostato
pHs 4.0, 5.6, 7.0 e 8.0 numa concentracao final de 10 mM. Também foram
avaliadas possiveis modificagcfes estruturais na proteina PhoU em decorréncia
da interacdo com ions Magnésio (MgClz) e Manganés (MnClz), conforme
mencionado na literatura (GARDNER et al., 2014). Varias concentracdes foram
testadas, mas os ensaios finais foram realizados com uma concentragéo de 25

UM para os ions e 10 uM de proteina, em volume de 200 pL.

3.3.2 Espalhamento Dinémico de Luz (DLS) da proteina PhoU

DLS é uma técnica que fornece informacdes sobre o raio hidrodindmico
da proteina e sobre a homogeneidade da amostra (padrdes de
monodispersividade e polidispersividade, dependendo das populacbes e
estados oligoméricos da amostra). Resultados satisfatorios sédo requeridos para
ensaios de cristalizacdo e espalhamento de raio-x a baixos angulos (Small Angle
X-ray Scattering — SAXS) (WARDELL; JAKOBSSON; NILSSON, 1993). As
analises foram realizadas a uma temperatura de 20 °C, utilizando 30 pL das
amostras na concentracao final de 38 uM, em aparelho ZetaSizer (MALVERN,
Malvern, MA, UK), em parceria com o Laboratério de Espectrometria e
Calorimetria, no Laboratério Nacional de Biociéncias (LNBio, Campinas — SP).

3.3.3 Ensaio de Fluorescéncia para determinacéo de interacdo com ligantes.

Os ensaios de fluorescéncia foram monitorados no fluorimetro
Multrifrequency Phase Fluorimeter do Laboratorio de Espectroscopia e
Calorimetria do LNBio, CNPEM, Campinas, SP. As bandas de excitacdo e
emissdo foram de 4 e 8 nm, respectivamente. As cubetas utilizadas possuem
caminho oOptico de 10 mm e a temperatura controlada por termostato foi de 20
°C. A Fluorescéncia foi medida no comprimento de onda de excitacdo de 280 nm



37

(para deteccdo de ambos aminoéacidos: triptofanos e tirosinas) e o espectro de
emissao foi coletado no intervalo de 300 a 400 nm. Todas as medidas foram
realizadas no tampéo contendo 10 mM Tris pH 7.0 e 50 mM NacCl, a 20 °C, na
presenca dos dois ligantes: Manganés e Magnésio (GARDNER, 2014). A
concentracdo utilizada de proteina PhoU foi de 2 uM, e as concentracfes de
ligantes foram tituladas nas concentracdes finais de 5, 10, 25, 50, 75, 100 e 500
MM, a partir de solugdo estoque de 1 mM de MgCl2 e MnCl.. Os ligantes
magnésio e manganés foram lidos somente em tampéao, nas mesmas condicoes,
como controle negativo. Os experimentos foram realizados em triplicata, cujas

médias foram calculadas, e os valores subtraidos dos valores do tampé&o.

3.3.4Ensaios de cristalizagdo da proteina PhoU

Foram testados, inicialmente, 2 kits comerciais (SaltRx™ 1, SaltRx™ 2,
Hamptom Research, Aliso Viejo, CA, USA), disponiveis no Laboratério de
Biologia Estrutural Aplicada — LBEA. As placas de 24 poc¢os foram montadas com
gotas contendo 1 pL da solugéo do poco, adicionadas de 1 pL de amostra de
protéina, com concentracfes variadas de 4,5 a 18 mg/ml. Outras propor¢des
foram testadas: 1:1, 1:2 e 2:1 (concentracdo de proteina em razdo da proporcao
de solugéo). Utilizou-se o mecanismo de difusédo de vapor através do método da
gota pendurada (hanging drop). As placas foram incubadas a 18 °C. A
visualizacdo das placas foi feita por meio de microscopio (Leica, Wetzlar, HE,

Alemanha), e as fotos foram obtidas a partir do software do préprio equipamento.

3.4 Ensaios Funcionais

3.4.1 Producéao de anticorpos policlonais anti-PhoU e anti-PhoR

A producéao dos anticorpos anti-PhoU e anti-PhoR foi feita em colaboragéo
com o grupo dos Professores Luis Carlos Ferreira e Rita Ferreira do ICB 1I-USP.
Para a obtencgdo dos anticorpos, amostras de 250 pL da proteina PhoU e PhoR
(2 mg/ml) foram misturadas com adjuvante LST (toxina de Eschericia coli) na
proporcao 1:1 para cada dose. Foram realizadas trés inoculagcdes sub-cutaneas
(doses) em 1 camundongo fémea do tipo Balb-C para cada proteina. O intervalo

de tempo entre as doses foi de quinze dias. O soro retirado do plexo oftalmico
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foi limpo por centrifugacao, titulado e testado em ensaios de Western Blot na
diluicdo de 1:1000, 1:5000 e 1:10000 e 1:15000.

3.4.2 Andlises por Western Blot para detec¢do de PhoU e PhoR em diferentes
condi¢Bes de cultivo

PhoU é uma proteina induzida na caréncia de fosfato, enquanto PhoR é
produzida de forma constitutiva, porém, com maior rendimento também na
caréncia de fosfato, devido a ativacdo do regulon. Para deteccdo desses
mecanismos in vitro, X.citri foi inoculada em diferentes condi¢des de cultivo. As
cepas de Xanthomonas citri (XAC306) foram crescidas em meio minimo A
(descrito por Levinthal, 1962), e em meio A com adicdo de 10 mM de fosfato, o
qual chamamos de A+Pi. Dessa forma, seria possivel avaliar se as proteinas
seriam produzidas, como descrito na literatura. Além disso, um controle foi
realizado (meio LB) para analisarmos o comportamento das proteinas em meio
rico. As células foram crescidas a 30 °C, centrifugadas a 5000 g, e lavadas com
agua trés vezes, seguidas de centrifugacbes a 3100 g. Posteriormente, o0s
in6culos ja padronizados a uma O.Deoonm = 0,2 foram adicionados aos diferentes
meios de cultura, que foram incubados a 30 °C em plataformas com rotacao a
180 RPM. Amostras foram retiradas em 24h, 48h, 72h e 96h. Aliquotas foram
centrifugadas, preparadas com tampao de amostra (para SDS-PAGE) e
refrigeradas para posterior aplicacdo em gel. A deteccdo das proteinas nas
diferentes condicBes de cultivo foi feita através de Western Blot.

Para deteccdo da viabilidade dos anticorpos anti-PhoU e anti-PhoR
nesses ensaios, foi utilizado protocolo descrito por Sambrook e colaboradores
(1989). Amostras de PhoU e PhoR em meio A, A+Pi e LB foram fervidas e
submetidas a eletroforese em gel de poliacrilamida-SDS. ApGs a corrida, o gel
foi submerso no tampéao de transferéncia (150 mM Tris, 50 mM Glicina e 20% de
Metanol), assim como a membrana de PVDF (Polyvinylidene fluoride) (Merck,
Kenilworth, NJ, USA.) e filtros de papel. Depois de 10 minutos imersos, a corrida
de transferéncia foi realizada por 30 minutos, a 100 V, através de sistema de
transferéncia (BioRad, Santo Amaro, SP, Brasil). Terminada a corrida, as
membranas foram blogueadas com 5% de leite desnatado em tampao Tris-
Buffer-Saline (TBS - 150 mM Tris, 50 mM NaCl) e foram lavadas


https://en.wikipedia.org/wiki/Polyvinylidene_fluoride
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sucessivamente com TBS 1 X. Em seguida, foram submetidas aos anticorpos
anti-PhoU, e anti-PhoR, nas diluicbes de 1:15000, 1:10000, 1:5000 e 1:1000,
durante uma noite, sob leve agitacdo. Depois desse periodo, as membranas
foram lavadas sucessivamente, e por fim, o anticorpo secundario IgG Mouse,
conjugado a fosfatase alcalina (Merck) foi diluido na proporcédo de 1:20000 e
incubado por duas horas. A revelacdo da membrana foi realizada por meio de
reacdo colorimétrica derivada da reacdo da fosfatase alcalina e seu substrato
NBT-BCIP AP (Merck).
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

Para melhor clareza dos resultados, os mesmos foram apresentados em
duas partes: parte | referente a caracterizacdo de PhoU, através das analises de
bioinformatica, purificacio e ensaios biofisicos e a parte Il, referente as anélises
de bioinformética, expresséo e purificagdo de PhoR.

4.1 PARTE | — Analises da proteina PhoU

4.1.1 Identificagdo de motivos e regides conservados em PhoU e modelagem
molecular por homologia

PhoU de X. citri € uma proteina de 236 amino&cidos, o que equivale a
uma massa molecular de 26,37 kDa. Seu ponto isoelétrico € estimado em 5.37,
e sua estrutura secundaria predita € predominantemente de a-hélices, como
evidenciado também em ortélogos da literatura (LEE et al., 2014; LIU et al., 2005;
OGANESYAN et al., 2005.).

Os ortélogos de PhoU ja publicados e disponiveis no Protein Data Bank
demonstram que a proteina pode se apresentar na forma de dimeros, ou até
mesmo trimeros, sempre contendo seis a-hélices em cada molécula (bunch).
Como néo ha informacdes sobre a funcdo ou estrutura de PhoU de X. citri,
realizaram-se analises de bioinformatica essenciais para as etapas posteriores
em bancada.

A sequéncia de PhoU foi obtida no Banco de dados KEGG (referéncia
T00084, XAC1573) e submetida ao software Blast x nr (dados ndo redundantes),
para identificacdo de ortélogos em outras espécies, conforme mostrado na
Tabela 1. Os dados demonstram que PhoU além de ser conservada no género
Xanthomonas, também o é entre diversas espécies de fitopatdgenos, incluindo,
Xylella fastidiosa (cobertura de 99% e identidade de 80%) e Agrobacterium sp.,
(cobertura de 97% e identidade de 45%), o que reitera sua importancia para o
desenvolvimento desses microrganismos (Tabela 1). Em seguida, o Blastp X
PDB foi realizado para identificar proteinas com estrutura resolvida que
apresentam similaridade estrutural com PhoU de X. citri. Seis estruturas de

proteinas que apresentaram conservacdo com PhoU foram identificadas como
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proteinas regulatorias do sistema Pst e comparadas com a sequéncia da PhoU
de X. citri (Tabela 2).

Tabela 1 - Possiveis ortélogos da proteina PhoU de X. citri identificados em outros microrganismos
fitopatdgenos com o auxilio do programa Blastp contra o banco de dados nao redundante (Blastp x nr).

Microrganism Protein/ Role Query Coverage Identity

Phosphate Specific Transport System

Xanthomonas campestris , 100% 99%
Regulatory Protein
Xylella fastidiosa Phosphate Specific Transp.or‘t System 99%, 20%
Regulatory Protein
Phosphate Specific Tr rt Syst
Agrebacterium sp osphate speciiic ransp.o ystem 97% A5%
Regulatory Protein
Pseudomonas syringae Phosphate Specific Trans p.or‘t System 96% 355
Regulatory Protein
Ralstonia sp Phosphate Specific Transp.or‘t System 88% 355t
Regulatory Protein
Phosphate Specific Tr rt Syst
Burkolderia megalochromosomata osphiaté specllic fransport System 57% 35%

Regulatory Protein

Tabela 2 - Ortélogos da proteina PhoU de X. citri com estrutura tridimensional resolvida identificados com
0 auxilio do programa Blastp contra o banco o Protein Data Bank (Blastp x PDB).

Micrarganism Protein/ Role Query Coverage Identity PDB Referance

PhoU like protein -
Aquifex Aelicus Phosphate Uptake 91% 33% 1T8B A  Oganesyan et al, 2005
Regulator

Phosphate Uptake

Pseudomonas aeruginosa 94% 35% 4025 Lee et al, 2014
Regulator

Aquifex Aelicus Phosphate Uptake 83% 35% 1T72 A Oganesyan et al, 2005
Regulator
Phosphate

Streptococcus pneumoniae Transport System 91% 27% 210M Zhang et al, 2006
Regulatory

Protein

Geobacillus stearothermophifus Phosphate Uptake 96% 35% 1XWM  Oganesyan et al, 2005

Regulator
Phosphate Uptak
Thermotoga maritima osphate Uptake 74% 30%  1SUM Liu et al, 2005

Regulator

As sequéncias dos ortélogos com estruturas ja publicadas no PDB,

descritas no material e métodos, foram submetidas a um alinhamento maultiplo
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feito por ClustalW e posteriormente submetidas ao programa ESPrit, (ROBERT;
GOUET, 2014) para identificacdo de dominios ou regides conservados. Para a
construgéo do modelo tri-dimensional de PhoU de X. citri, utilizou-se o programa
Modeller 9.16 (WEBB; SALI, 1993) e as coordenadas estruturais da proteina de
P. aeruginosa (LEE et al., 2014; cédigo PDB 4Q25), a qual apresenta identidade
de 35% e cobertura (94%), além de ser um ortélogo filogeneticamente mais
proximo de X. citri (dados ndo mostrados).

O modelo de PhoU apresenta seis estruturas de hélices alfa, organizadas
paralelamente em um conjunto (Figura 7A). A sobreposicdo das estruturas ja
depositadas no PDB, em relacdo a PhoU de X. citri, mostrou que o modelo se
adequa as demais estruturas, e que estas possuem conservacao estrutural entre
as espécies, uma vez que todas apresentaram R.M.S.D (Route Mean Square
Deviation) entre si, menor que 1.2 A (Figura 7B).

Adicionalmente, o modelo de PhoU de X. citri foi funcionalmente validado
pois apresentou em posicdo e sequéncia, a conservacao dos quatro motivos
identificados em toda a familia PhoU, sequéncias do tipo E(D)xxxD, (LEE et al,
2014; LIU, et al., 2005; OGANESYAN et al, 2005). Estes motivos foram
primeiramente descritos por Liu e colaboradores (2005) os quais mostraram a
interagcdo destes residuos com ions metélicos, classificando PhoU como uma
metaloproteina. Os motivos do N-terminal, formados a partir das hélices 2 e 3,
foram descritos como formadores de um sitio tetranuclear, enquanto os motivos
do C-terminal, nas hélices 5 e 6, formariam o sitio trinuclear de ligacdo a metal
(Figura 7C). Segundo 0 mesmo artigo, esses sitios sdo importantes para a
formacdo do dimero de PhoU em Thermotoga maritima, além da possivel
contribuicdo de ions metalicos como co-fatores para o funcionamento de PhoU,
no sistema Pst-PhoRB.

Os motivos E(D)xxxD continuaram a ser estudados por outros
pesquisadores. Em 2014, Lee e colaboradores também demonstraram uma
importante correlagdo desses residuos, conservados da familia PhoU, com a
formacdo de dimeros e ligacdo a metais, como Zinco e Ferro, mas sem
evidéncias diretas em relagéo a sua influéncia para o correto funcionamento da
proteina PhoU. Gardner e colaboradores (2014) mostraram que manganés € um
ligante de PhoU e que este poderia influenciar a localizacdo da proteina a

membrana, o que discutiremos na sesséo 4.1.5. Uma vez que PhoU de X. citri
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conserva todos o0s motivos encontrados nos ortélogos funcionalmente

caracterizados, supde-se que sua funcdo e mecanismo de acéo seja similar no

fitopatdégeno.

PhoU_Xac
1WXM Gst
1T8B_Aae
4Q25 Pae
2I0M Stn
1SUM_Tma

159 163
| |
EDARLDA
MDHRVDE
KDDTVDE
YDKTVDR
KDEQIDQ
MDSKVDD
DXXXD
Motif 3
ab5

LERIGDH
TERTADH
YERIADH
LERIGDH
LERFADY
IEIIADY
EXXXD
Motif 4
o6

PDB r.m.s.d. ID (%)
1SUM_Tma 1.2A 30
1IXWM_Gst 0.7A 35
210M_Stn 09A 27
4Q25_Pae 04A 35
1T8B_Aae 09A 35

a8 102
| |
IERIGDY
IERIADF
LERMGDE
LERIGDE
LERMGDH
TENIADK
EXXXD
Motif 2
a3

57 €4

| |
VNDEAIDALEHA
DEDGSIDALEEE
KGDDTIDLLEVD
EIDDQINQMEEN
NKDHAINQGQSA
ADEEVVDQMEVE

DXXXDXXE

Motif 1

o2

Figura 7 - Analise de motivos, ligantes e alinhamento multiplo de PhoU de X. citri com ortélogos. A.
Modelo da estrutura tridimensional da proteina PhoU baseado em ort6logo de Pseudomonas aeruginosa
(PDB 4Q25). B. Sobreposicdo de estruturas de PhoU publicadas no Protein Data Bank, com seus
respectivos r.m.s.d e identidade de sequéncia. C. Identificagcdo dos motivos conservados como sitios de
ligacdo a metais. Dados publicados pela primeira vez em 2005, relatando os sitios em Thermotoga maritima
(PDB 1SUM). No detalhe, amino&cidos conservados em destaque. A esquerda, sitio trinuclear de ligacdo a
metal, e a direita, sitio tetranuclear. Esferas verdes representam Ferro como ligante, enquanto a esfera
laranja representa Niquel. D. Alinhamento realizado utilizando o programa ClustalW (EMBL-EBI, 2016)
evidenciando a conservacao de aminoacidos. Os 4 motivos conservados estdo ordenados conforme sua
disposicdo na imagem C: 1° motivo DxxxDxxE, 2°Motivo: ExxxD, 3°Motivo: DxxxD, 4° Motivo: ExxxD.
Elaborado pelo Pymol, versdo 1.2.7. (SCHRODINGER, 2016).
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Adicionalmente, em comparacdo com estudos realizados por Lee e
colaboradores (2014), foi possivel também, comparar o potencial eletrostastico
das superficies com algumas das proteinas citadas no trabalho. Os autores
identificaram as semelhancas e diferencas entre Pae_PhoU (4Q25), Aae_PhoU
(1T8B) e Tma_PhoU (1SUM). Diante dessas informacdes, o mesmo foi realizado
para Xac_PhoU. Os resultados demonstram que, assim como Tma_PhoU,e
Ae_PhoU, Xac PhoU possui centro da cavidade dimérica carregado
negativamente, enquanto Pae_Phou possui cavidade carregadas positivamente
(Figura 8A). O mesmo pode ser observado para as proteinas enquanto
mondmeros. Os resultados sugerem que PhoU de X. citri pode manter as
caracteristicas dos sitios trinucleares e tetranucleares de ligagdo a ions

metalicos, relatado por Liu e colaboradores (2005) (Figura 8B).

A

Pae_PhoU (dimero) Aae_PhoU (dimero) Tma_PhoU (dimero) Xac_PhoU (dimero)

Pae_PhoU (monémero) Aae_PhoU (mondmero) Tma_PhoU (mondmero) Xac_PhoU (monémero)

Figura 8 - Comparacéo do potencial eletrostatico de PhoU entre diferentes espécies. A. Comparagdo
entre as formas diméricas das proteinas. Circulo tracejado em amarelo mostra a cavidade e identificam a
carga dessas regifes. Quanto mais vermelhas, mas negativas, quanto mais azuis, mais positivas. B.
Comparacéo entre os potenciais na forma monomeérica. Circulos tracejados em preto mostram a superficies
dos motivos E(D)XXXD. Esferas amarelas e verde identificam os ions metdlicos ferro e niquel,
respectivamente, em Tma_PhoU. Xac_PhoU apresenta perfil parecido ao de Tma_PhoU, podendo
conservar as caracteristicas dos sitios de ligagcdo a metal. As figuras de Pae_PhoU, Aae_PhoU e
Tma_PhoU foram retiradas e modificadas de Lee et al. (2014) e Xac_PhoU teve seu potencial eletrostatico
calculado através do Pymol, vers&o 1.2.7. (SCHRODINGER, 2016).
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4.1.2 Purificacdo da proteina PhoU para ensaios funcionais e estruturais

O gene phoU foi amplificado e clonado no vetor pET28a (PEGOS, 2015).
O vetor foi inserido na linhagem de E. coli Tuner DE3 por transformacéo através
de eletroporacéo. O lisado proteico contendo PhoU foi extraido inicialmente com
tampéao (10 mM Tris, pH 8.0, NaCl 500 mM,) e sonicacdo conforme descrito em
material e métodos. Apos a purificacdo de afinidade a metal, realizada
manualmente e no AKTA, PhoU foi eluida com gradiente de imidazol de 0 a 1 M.
Tanto na purificagcdo manual, quanto na cromatografia automatizada, PhoU foi
purificada mas apresentou-se pouco soluvel logo apds a IMAC.

Estratégias foram adotadas para tentar diminuir a perda de proteina,
incluindo (1) adicdo de agentes solubilizantes como detergentes (Triton X-100),
(I) adicéo de DTT, (lll) eluicdo da amostra diretamente em tampéao para assim,
promover diluicdo instantdnea da proteina e consequentemente, do Imidazol,
(IV) didlise da proteina para retirada de imidazol e (V) mudanca de tampao.
Foram também testados os tampbGes HEPES, pH 7.0 e Fosfato pH 7.0
juntamente com aditivos (Figura 9). Entretanto, o tamp&o Tris permaneceu a

melhor op¢ao para a proteina.
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Figura 9 - Comparacao entre cromatogramas de purificagdo de PhoU de X. citri utilizando diferentes
tampdes. A. IMAC e SEC com tampéao Tris 20 mM pH 7.0. B. IMAC e SEC em tamp&o HEPES 20 Mm, pH
7.0. C. IMAC e SEC em tampé&o Fosfato 20 mM pH7.0. As amostras em tampdo Hepes e Fosfato
apresentaram grandes perdas, entre uma purificag@o e outra. Os resultados das SEC demonstram picos

com menos de 100 mAu para Hepes e Fosfato, mostrando que o tampéo Tris € a melhor op¢éo para o
protocolo de purificagdo de PhoU.

Contudo, apesar de identificarmos Tris como melhor tampéo para PhoU
de X. citri, nenhuma das abordagens testadas foi satisfatéria em diminuir a
precipitacdo da proteina. Nesse sentido, utilizamos como alternativa a adicédo de
arginina ao tampao, o que tem sido indicado como um fator de solubilizacéo e
estabilizacdo de proteinas em solucdo (ARAKAWA; KITA, 2014; HONG et al.,
2017). A adicdo de arginina foi feita diretamente nas amostras de PhoU
purificadas ap6s IMAC e também, ao tampdao de purificacdo da cromatografia de
exclusédo molecular.

Apés a purificacdo por IMAC observou-se, nitidamente, que houve
reducdo da precipitacdo ao final desta etapa, dada a diminui¢do da turbidez da
amostra. Entretanto, os resultados da SEC mostraram que a amostra foi
totalmente degradada, impedindo a continuacdo deste protocolo (dados néo
mostrados). Por fim, a obtencdo de PhoU foi padronizada com tampéao 20 mM
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Tris, pH 7.0, 500 mM NacCl, 1 mM PSMF, 1 mM DTT e 5% de glicerol para IMAC,
e reducdo de NaCl para 150 mM, para a SEC, o que favoreceu os melhores
resultados para ambas as cromatografias (Figura 10A e 10B). A purificacdo por
SEC foi realizada no Akta Start (GE Healthcare) conforme material e métodos.
PhoU apresentou dois picos de eluicdo por volta de 46 e 60 mL, sendo o maior
pico, em 46 mL. Este resultado sugeriu que a grande maioria da proteina se
encontra em estado oligomérico complexo. A amostra referente ao maior pico foi
aplicada em gel de SDS-PAGE né&o redutor (sem beta-mercaptoetanol) e
apresentou-se, pelo menos, na forma de dimeros em solucao (Figura 10F). Estes
dados foram reprodutiveis em todas as analises realizadas, como discutiremos
nas préximas sessdes. O rendimento final apés a SEC corresponde em média a
5.0 mg/mL (Figura 10).
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Figura 10 - Etapas de purificagcdo da proteina PhoU por IMAC e SEC representada por
cromatogramas e géis de poliacrilamida. A. Cromatograma de afinidade mostra o pico da proteina PhoU
eficazmente eluido. B. Gel de poliacrilamida 12% mostra processo de producéo e purificacdo da proteina
PhoU. M — Marcador. 1- Amostra de cultura apés indugdo. 2- Amostra de l'isado. 3- Amostra de cultura
antes da inducdo. (Controle negativo). 4 a 8 — purificagdo da proteina PhoU por Imac. 4 — Flow Through. 5
a 7 —lavagens com tampé&o contendo de 20 a 50 mM de imidazol. 8 — PhoU eluida com 500 mM de Imidazol.
C. Cromatograma da purificagdo de PhoU por SEC demonstra a presen¢a de dois picos. D. Gel de
poliacrilamida 12% mostra as amostras oriundas da SEC. la-1c séo fra¢des do pico 1, enquanto 2a e 2b,
do pico 2. E F. Comparacao de amostras purificadas apés SEC em gel redutor (E) e gel ndo-redutor (F)
mostra que PhoU pode se apresentar na forma de dimeros (ou mais) em solugdo. As amostras da figura
9E e 9F séo referentes ao pico 1 da SEC.

4.1.3 Ensaios de cristalizacdo da proteina PhoU

A proteina PhoU, produzida de forma recombinante, foi utilizada para
ensaios de cristalizacdo. Os Kits Salt RX1-HRE109 e SaltRX2 — HRE112
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(Hamptom Research) foram utilizados para o0s screenings iniciais. A
concentracdo da proteina utilizada inicialmente foi de 8.5 mg/ml.

Dentre as condi¢fes e variacdes testadas, somente na condicdo com 1.5
M de fosfato de aménio e 0.1 M de Tris pH 8.5 (kit Salt RX1), foi possivel observar
0 aparecimento de um cristal triangular, com dimensdes pequenas. Todos 0s
ensaios de refinamento foram entdo, baseados nesta condicdo mais promissora.
As condi¢cbes de refinamento para a condicdo citada acima, assim como a
propor¢éo de proteina para a condicdo em cada gota estdo presentes na tabela
3.

Tabela 3 — Condic¢des de refinamento para cristalizagdo da proteina PhoU. A tabela mostra quantidade de
sal (Fosfato de Aménio) contra o pH utilizado, tendo como base o tamp&do TRIS-HCL. A propor¢éo da
quantidade proteina: solucao de cristalizagdo para € indicada, sendo padronizada para todas as condi¢des.

Concentracdo Sal pH 7.2 pH 7.6 pH 8.0 pH 8.3 pH 8.5 pH 8.7
13 M 1:1, 2:1, 1:2 1:1, 2:1,1:2 1:1,2:1,1:2 1:1,2:1,1:2 1:1,2:1,1:2 1:1,2:1,1:2
1.4 M 1:1, 2:1, 1:2 1:1, 2:1,1:2 1:1,2:1,1:2 1:1,2:1,1:2 1:1,2:1,1:2 1:1,2:1,1:2
15M 1:1, 2:1, 1:2 1:1, 2:1,1:2 1:1,2:1,1:2 1:1,2:1,1:2 1:1,2:1,1:2 1:1,2:1,1:2
1.6 M 1:1, 2:1, 1:2 1:1, 2:1,1:2 1:1,2:1,1:2 1:1,2:1,1:2 1:1,2:1,1:2 1:1,2:1,1:2

No refinamento, muitos cristais foram observados com formatos
diferentes, conforme apresentado na Tabela 4. Os cristais foram formados em
média apos dois meses da preparacao das gotas, e foram levados para a linha
de luz MX2, no Laboratério Nacional de Luz Sincrotron (LNLS), em Campinas,
Sédo Paulo, para serem submetidos a difracdo de raio-X. Porém, nenhum dos
cristais obtidos difratou. Muitos dos cristais apresentaram padréo
correspondente a cristais de sal, muito provavelmente devido a alta quantidade
de fosfato na condicdo. Outros cristais eram demasiadamente pequenos, 0 que

pode ter dificultado a qualidade da difracéo.
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Tabela 4- Condig8es especificas aonde foram encontrados supostos cristais da proteina PhoU

Protein Salt (M)

Buffer (M)

Protein

Cristal

Concentration

PhoU

PhoU

PhoU

PhoU

PhoU

PhoU

PhoU

PhoU

PhoU

1.4 Ammonium
Phosphate

1.4 Ammonium
Phosphate

1.6 Ammonium
Phosphate

1.3 Ammonium
Phosphate

1.3 Ammonium
Phosphate

1.6 Ammonium
Phosphate

1.6 Ammonium
Phosphate

1.6 Ammonium
Phosphate

1.6M
Ammonium
Phosphate

0.1 Tris pH 8.5

0.1 Tris pH 8.5

0.1 Tris pH 8.7

0.1 Tris pH 8.0

0.1 Tris pH 8.7

0.1 Tris pH 8.0

0.1 Tris pH 8.0

0.1 Tris pH 8.5

0.1 Tris pH 8.0

18 mg/ml

4.5 mg/ml

9 mg/ml

18 mg/ml

9 mg/ml

9 mg/ml

18 mg/ml

4.5 mg/ml

9 mg/ml

Novos ensaios de cristalizacdo foram realizados, porém sem sucesso.

Foram observadas muitas gotas com precipitados, e, nesse sentido, foram

realizadas diversas diluicbes da proteina para diminuir esse problema.

Entretanto, ndo foram encontrados cristais em condi¢des cujo fosfato estivesse
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ausente. Adicionalmente, foram realizados ensaios de desenovelamento térmico
da PhoU em diferentes tampdes para verificacdo das melhores condi¢cGes para
estabilizacdo da proteina. Apesar de alguns tampdes terem mostrado o aumento
da temperatura de desenovelamento de PhoU, em nenhum deles foi possivel
obter a proteina em larga escala, sem precipitacao.

Uma das hipdteses para esse impasse pode estar relacionada a qualidade
da proteina quanto a sua polidispersividade. Em ensaios de DLS, com diferentes
replicatas, foi possivel verificar que a proteina se encontrava com alto indice de

polidispersividade, como veremos no topico a seguir.

4.1.4 Ensaio de Espalhamento Dinamico de Luz (DLS) da proteina PhoU

Ensaios de espalhamento dinamico de luz (DLS, do inglés Dinamic Light
Scattering) séo capazes de fornecer informacdes sobre o raio hidrodinamico da
proteina e consequentemente, informagbes sobre a monodispersividade
populacional (homogeneidade estrutural). Essas caracteristicas sé&o
imprescindiveis para o sucesso de ensaios de cristalizacdo e de espalhamento
de raios-X a baixos angulos (SAXS) (WARDELL; JAKOBSSON; NILSSON,
1993). Nesse sentido, ensaios de DLS foram realizados para proteina PhoU,
apo0s a cromatografia de exclusdo molecular. Diferentes amostras foram
analisadas durante o andamento do projeto, no sentido de acompanhar as
melhorias dos métodos de purificacao.

Os resultados obtidos durante o trabalho demonstram avancos em se
tratando da monodispersividade da proteina (Figura 11). Porém, ainda que
atingindo melhores resultados, a proteina PhoU ainda permaneceu polidispersa,
0 que pode ter dificultado enormemente os ensaios de cristalizagcédo. Tentativas
de obter informac0des através da técnica de SAXS (Small Angle X-ray Scattering),
na linha SAXS 2, do Laboratério Nacional de Luz Sincrotron, em Campinas,
também foram inviabilizadas, provavelmente, devido a essas caracteristicas. A
técnica de SAXS é importante para obter informacgdes a respeito do envelope da
proteina, e, portanto, suas caracteristicas superficiais. Entretanto, apesar dos
esforgos constantes em tornar a proteina monodispersa, as tentativas ndo foram
bem-sucedidas durante o tempo em que este projeto foi desenvolvido. Como

relatado no processo de purificacdo da proteina, aditivos e trocas de tampéao
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melhoraram as condic¢oes finais de purificacdo (Figura 11B), mas nao foram
suficientes para obtencédo de uma proteina monodispersa. Entretanto, apesar da
altima amostra (Figura 11B) ter apresentado média de 75% de
polidispersividade, devido a um pico maior que 1000 nm de raio hidrodinamico
(n&o mostrado na figura), é possivel ver que uma melhora significativa ocorreu
na obtencdo da proteina, e, portanto, futuramente, resultados melhores podem

ser obtidos.

Proteina % % Massa KDa (estimativa) Proteina % % Massa KDa (estimativa)

PhoU_Pico 1 108,0 nm 8,0 116 4,4 Acima de 1000 PholU_Pico 1 2,2nm 201 13,6 99,7 21

PhoU_Pico 2 544,4 nm 16,0 884 95,6 Acima de 1000 PhoU_Pico 2 6,1 nm 29,0 223 03 236

Volume (porcentagem)

Volume (Porcentagem)

st

T hy
Tamanho (r.nm) amanho (r.nm)

Figura 11- Resultados obtidos a partir de Espalhamento Dindmico de Luz (DLS). A. Amostra de PhoU
mostra polidispersividade alta e picos que correspondem a agregados de proteinas, com estimativa de
10000 KDa. B. Amostra de PhoU apresenta picos menos agregados, e o pico 1 corresponde, provavelmente
ao mondmero em solugdo. Ambas as amostras sao derivadas de purificacdo por cromatografia de exclusdo
molecular, e sdo correspondentes ao mesmo pico no cromatograma. Raio — corresponde ao raio
hidrodindmico coletado pelo aparelho. %PD — porcentagem de polidispersividade. %lIntes. — Intensidade do
espalhamento em porcentagem. % Massa — quantidade de proteina que aquele pico representa no todo.
kDa estimativa — estimativa dado pelo aparelho a respeito do peso molecular das amostras. Dados obtidos
diretamente das andlises brutas no aparelho de DLS (MALVERN), do Laboratério de Espectroscopia e
Calorimetria, no Laboratorio Nacional de Biociéncias, em Campinas, Sdo Paulo.

4.1.5 Avaliacdo da estrutura secundaria de PhoU por Dicroismo Circular —
Influéncia do pH sobre a estrutura.

A utilizagdo do espectropolarimetro é uma técnica espectroscopica que
utiliza luz circular polarizada para avaliacdo do enovelamento e determinacéo de
estrutura secundaria de proteinas e outras moléculas. Isso se deve ao fato de a
proteina possuir ligacdes peptidicas assimétricas que acabam por promover o
fenémeno de dicroismo circular (CORREA; RAMOS, 2008).

As andlises para dicroismo circular (CD, do inglés Circular Dichroism)

foram preparadas conforme descrito em material e métodos de maneira em que
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a concentragao fosse de 10 uM em um volume final de 200 uL na cubeta. Para
as analises de ligante, foram considerados 25 uM para cada ligante, MgClz e
MnClz. Ja em relacdo as analises de pH, 10 uM da proteina foram adicionadas
aos tampdes com pH 4.0, 5.6, 7.0 e 8.0 (tampdo padrdo da proteina), em
concentracéo final de 10 mM.

Os resultados gerados nessa analise confirmaram que PhoU possui
estrutura secundaria caracteristica de alfa-hélice (Figura 12) em tampé&o padrao
de 10 mM Tris e de 25 mM NaCl, pH 7.0, em uma faixa de absor¢do de 200 nm
a 260 nm. Nesses ensaios, foi possivel observar que PhoU purificada
encontrava-se enovelada com o perfil similar ao de seus ortélogos — perfil de
alfa-hélice, com picos proeminentes em 208 e 222 nm, assim como também foi
observado nos ensaios de bioinformatica (Figura 12).

Em relagdo ao comportamento da proteina PhoU frente as diferentes
concentracdes de pH, o que se pbde observar € que, conforme o pH declina,
PhoU sofre mudancas conformacionais relevantes (Figura 12), tanto em termos
de perda de estrutura secundaria, como alteragdo do conteddo destas
estruturas, como pode-se verificar pela mudanca dos perfis apresentados. Em
pH 8.0, PhoU apresenta dois picos minimos, um em 208 nm e um em 222 nm, 0
gue corresponde a estrutura de alfa-hélices. Em pH 4.0, por exemplo, a estrutura
€ totalmente alterada em comparacdo com os demais. Essas caracteristicas
eram esperadas, uma vez que a quantidade de cations presentes em pH acido
altera drasticamente a superficie eletrostatica da proteina. Nesses resultados,
porém, ndo foi possivel obter a leitura em comprimento de onda abaixo de 200

nm, pois a corrente estava muito alta.
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Figura 12- Espectro de Dicroismo Circular para PhoU obtidos a partir de diferentes pHs. PhoU, como
esperado, apresenta perda de estrutura conforme o pH declina, do pH 8.0 para pH 4.0. Analises realizadas
em tampao Tris 10 mM, NaCl 25 mM, com concentracao final de 10 pM da proteina. Ensaios realizados no
Laboratério de Calorimetria e Espectroscopia do CNPEM, em Campinas, Sdo Paulo.

4.1.5 Analise de ligantes por Dicroismo Circular e ensaio de fluorescéncia —
Influéncia do manganés e do magnésio sobre a estrutura de PhoU

Gardner e colaboradores (2014), relataram que PhoU possui interacao
com 0s metais manganés e magnésio. Esses dados foram obtidos através de
ensaios de fluorescéncia, facilitados pela mutacdo de um dos residuos proximos
aos supostos sitios de ligagdo. Os pesquisadores encontraram Kd (constante de
dissociacao) do ligante manganés de 18.8 uM e 85 uM do ligante magnésio em
relacdo a PhoU. Nesse sentido, e ainda baseados nas analises de bioinformatica
apresentadas no item 4.1.1, avaliamos a possivel interacdo de PhoU a metais.

Para conseguirmos realizar os ensaios de dicroismo circular e
fluorescéncia, primeiramente, trés amostras da proteina PhoU foram obtidas. A
primeira delas foi uma amostra diretamente oriunda da purificacéo por IMAC, a
gual chamaremos a partir de agora de PhoU_IMAC. Em seguida, realizou-se
ensaio de purificagdo por Exclusdo Molecular, cujo cromatograma revela a
presenca de dois picos, os quais chamaremos PhoU_SEC1 e PhoU_SEC2.
Essas amostras foram concentradas ou diluidas até atingir 1 mg/ml, o

correspondente a aproximadamente 38 uM, sendo posteriormente diluidas para
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10 uM. A leitura acumulativa de cada amostra foi feita sem ligantes (Figura 13)
e com ligantes (Figura 14). Quando na presenca de ligantes, a concentracao
final, utilizada para cloreto de manganés e cloreto de magnésio, foi de 25 uM a
partir de solucéo estoque de 1 mM.

As medidas acumulativas de leitura do dicroismo circular mostram um
padrao diferenciado para as amostras, quando observadas individualmente, sem
ligantes. Aparentemente, PhoU_IMAC e PhoU_SEC1 apresentam perfis
parecidos de estrutura secundaria (Figura 13), o que é esperado, de acordo com
os estados oligoméricos muito parecidos de perfil molecular em solucéo, para
estas amostras. Ja em relacdo a amostra PhoU_SEC2, o que se observa é uma
proteina com estrutura menos ordenada, provavelmente na forma de monémero
ou dimero em solucao, devido a sua eluicdo mais tardia na cromatografia de

exclusdo molecular.
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Figura 13 - Espectro de Dicroismo Circular para diferentes amostras de PhoU. PhoU_IMAC e
PhoU_SEC1 apresentam perfil espectral bastante parecido, caracteristicos de a-hélices, com picos em 208
e 222 nm. PhoU_SEC2, por sua vez, apresenta pico espectral que difere do das outras amostras. Analises
realizadas em tampéo Tris 10 mM pH 7.0, NaCl 25 mM, com concentracéo final de 10 pM da proteina.
Ensaios realizados no Laboratério de Calorimetria e Espectroscopia do CNPEM, em Campinas, Sao Paulo.

Curiosamente, a adicdo de manganés nas amostras PhoU_IMAC e
PhoU_SEC1 proporcionou o0 mesmo comportamento da molécula, observando-
se pouquissima mudanca estrutural. Em contrapartida, a adicdo de manganés
na amostra PhoU_SEC2 provocou uma mudanca drastica na estrutura da

proteina (Figura 13). Isso sugere que a captacdo de ligantes pode estar ligada
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diretamente ao estado oligomérico da amostra, uma vez que, em estados
oligoméricos mais complexos, PhoU pode apresentar seus residuos de ligacéo
menos expostos, 0 que consequentemente, dificulta a interagdo com pequenos
ligantes. Entretanto, quando a proteina se encontra na forma dimérica ou
monomerica, os sitios de ligacdo, passam a ser mais expostos, favorecendo a
interacdo com os ligantes, o que poderia explicar o comportamento observado
nestes ensaios (Figura 14).

Os mesmos ensaios foram feitos para os metais magnésio e ferro. Porém,
magneésio, apesar de ser substituto do manganés em muitas reacdes celulares
(YANG, 1983), ndo mostrou nenhum efeito sobre as amostras. Ja em relacéo ao
ferro (utilizado na forma de FeSOa), notou-se que sua adicdo causava um
aumento na precipitacdo da amostra. Estes resultados poderiam indicar que na
adicao de ferro (e possivel interagdo com 0 mesmo), a proteina sofre alteracdes
estruturais que levam a agregacdao e a evidente precipitacao.

Com a finalidade de validarmos os dados de interacéo da proteina PhoU
com o ligante manganés, ensaios de fluorescéncia intrinseca de tirosina e
triptofano foram realizados para deteccdo de mudancas nos padrdes através da
adicao do ligante. Sabendo que préximo aos sitios de interacdo a metal existem
duas tirosinas (Y103 e Y166), é possivel obter um sinal satisfatério de
fluorescéncia. Além disso, PhoU possui cinco tirosinas e um triptofano (W212,
10 residuos de distancia do motivo quatro), que podem gerar uma informacao
confiavel (Figura 14). Dados da literatura também relatam que a excitacdo da
tirosina promove uma consequente excitacao do triptofano e, portanto, a adi¢cao
do ligante poderia ser percebida de forma adequada (LAKOWICZ, 1999)

A proteina PhoU_SEC2 foi analisada na concentracéo de 2 uM juntamente com
25 uM de manganés. O resultado mostra que a proteina sozinha apresenta pico
maximo de fluorescéncia na ordem de 4000 unidades arbitrarias (u.a) em 320
nm. Com a adi¢do do ligante observou-se a reducao drastica da fluorescéncia
para 1000 u.a., sem deslocamento do comprimento de onda. Estes dados sao
condizentes com o ganho de estrutura observado nos resultados do CD, e com
a possivel interagcdo da proteina ao ligante, especificamente na regido esperada,
de tirosinas e triptofano (Figura 13). Neste caso, a interacdo do manganés nos
sitios seria a responsavel pela diminuicdo do espectro. Adicionalmente, outro

dado importante é tirado destas andlises. O fato do comprimento de onda do pico
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maximo de fluorescéncia ndo ser alterado mostra que a interacdo da proteina
com os ligantes ndo promove deslocamento dos residuos para regides mais ou
menos expostas, o0 que esta de acordo com os dados publicados por Gardner e
colaboradores (2014), sugerindo fortemente que o manganés possa, mesmo, ser

um metal ligante de PhoU.
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Figura 14 — Resultado de Dicroismo Circular e Fluorescéncia Intrinseca dos amino4cidos arométicos
de PhoU de X. citri na presengca de manganés. A. Espectro de dicroismo circular da amostra evidencia
um ganho de estrutura na presenca do ligante Manganés (MnClz). B. Espectro de fluorescéncia mostra
perda de unidades de fluorescéncia quando Manganés é adicionado. C. Representacdo da ligacdo de
Manganés (esferas amarelas) a proteina PhoU de X. citri em cinza claro. Os motivos de interacdo a metal
estdo marcados de cinza escuro, e as tirosinas proximas ao sitio em vermelho. Figuras D e E representam
0s residuos os motivos e residuos em detalhe. Elaborado pelo Pymol, versdo 1.2.7., de acordo com o
modelo de PhoU_Xac.

A ligacdo de manganés para uma proteina supostamente repressora €
tratada por Gardner e colaboradores (2014) como um fator essencial para a
ativacdo de PhoU e sua consequente localizacdo a membrana em E. coli. Lubin
e colaboradores (2016), relatam também, que PhoU nao formaria um complexo

repressor em Caulobacter crescentus, mas que estaria préxima a membrana
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para a sinalizacao do sistema Pst e Phor-PhoB. A questao €, porque o manganés
€ importante para proteinas e para a célula bacteriana?

A revisao feita por Papp-Wallace e Maguire (2006) relata que o manganés
é primordial para a viruléncia bacteriana. Os transportadores ABC Nrampl e
Nrampll para manganés sao encontrados em diversas bactérias patogénicas,
como Salmonella typhimurium, Staphilococcus aureus, Shigella flexneri,
Enterococcus feacalis, Bacilus antracis, dentre outras bactérias virulentas.
Entretanto, o que tem chamado a atencdo é o fato de o manganés poder
substituir bioquimicamente, o ferro, magnésio e outros ligantes em enzimas
especificas, mas ainda assim, possuir muitas proteinas dependentes somente
de sua acdo (manganés dependentes), como por exemplo, a enzima superoxido
dismutase, cujos estudos sdo desenvolvidos baseados no transportador de
manganeés.

Papp-Wallace e Maguire (2006) relatam, ainda, a importancia do
manganés na fosforilagcdo proteica, e aqui, o ponto chave de nossa discusséao.
S. typhimurium possui, por exemplo, duas fosfatases totalmente dependentes do
ion manganés, a PrpA e PrpB. Estudos em busca de homodlogos da proteina,
encontraram também as Ser/Tre/Tir quinases YniA/YcfN, em eucariotos, das
quais necessitam do ion para uma correta atividade.

Esses estudos, ainda que distantes dos objetivos aqui relatados,
embasam este trabalho e garantem uma conexao pouco relatada: a importancia
do manganés para proteinas envolvidas em processos de fosforilagdo e
desfosforilacdo bacteriana. O alinhamento entre a proteina PhoU e as enzimas
PrpA e PrpB de S. typhimurium mostram que alguns residuos séo conservados,
especificamente os residuos localizados nos motivos de ligacdo a metal de PhoU
(dados ndo mostrados). Esta andlise estaria em concordancia com a interacéo
de PhoU com PhoR fosforilada e mostram que, de alguma forma, esses motivos
Sdo importantes para enzimas como essas, relacionadas a fosforilagdo ou
desfosforilacdo de outras proteinas. Adicionalmente, demonstram a importancia
do manganés para a célula bacteriana e requerem maior direcionamento em
relacdo a ensaios especificos, podendo ampliar as barreiras ainda existentes
sobre o conhecimento de metaloproteinas, ainda pouco abordadas pela

literatura.



58

4.1.6 Ensaios Funcionais utilizando Western Blot: deteccdo de PhoU em
diferentes condicfes de cultivo

Com o intuito de testar os anticorpos produzidos para PhoU/PhoR,
amostras derivadas de expressao proteica foram submetidas ao gel de
poliacrilamida-SDS, transferidas para membrana de PVDF, e incubadas com
anticorpos anti-PhoU e anti-PhoR. A figura 14 mostra que as amostras das
proteinas, em diferentes concentracbes, puderam ser reconhecidas pelos
anticorpos, numa proporc¢éao de 1:15.000 (Figura 14). Este resultado demonstra

gue os anticorpos sao capazes de reconhecer as proteinas recombinantes.
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Figura 15 - Verificac&o dos anticorpos anti-PhoR e anti-PhoU por Western Blot A. Gel de poliacrilamida
12%, seguido de membrana de PVD revelada por reacao colorimétrica com NBC-BCIP. A. O teste foi
realizado com amostras da producdo da proteina PhoR. M, Marcador; 1- Controle negativo (lisado de E.
coli). 2- PhoR 4 mg/ml, 3 — PhoR 2 mg/ml, 4 — PhoR 1 mg/ml. B. M, Marcador; 1- Controle negativo (lisado
de E. coli). 2- PhoU 4 mg/ml, 3 — PhoU 2 mg/ml, 4 — PhoU 1 mg/ml.
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Nesse sentido, foram realizados ensaios para determinacéo da expressao
das proteinas dos extratos celulares de X. citri em diferentes condi¢cdes de
cultivo. Para isso, cepas de X. citri foram crescidas em meio Luria Bertani (LB)
sem sal, Meio A e Meio A+Pi, conforme a literatura (Pegos, 2014, 2015). Os
in6culos de meio A foram crescidos em triplicata por 72 horas e os inéculos em
meio LB sem sal foram crescidos por 24 horas, ambos a 30 °C. Os extratos foram
centrifugados a 10.000 g por 15 minutos, e foram ressuspensos de maneira que
todos fossem padronizados para uma ODsoo nm de 0.4.

As amostras foram aplicadas em gel de poliacrilamida 12%, transferidas
para membrana de PVDF, e incubadas com anticorpo anti-PhoU, conforme
secédo 3.4.2. O meio LB sem sal foi utilizado como controle, enquanto que o Meio
A é um meio minimo, definido, escasso em muitos nutrientes e indicativo para

ativacao de proteinas do regulon Pho. Era esperado que a proteina PhoU fosse
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detectada nesse meio, uma vez que, em tese, o gene de phoU somente é
expresso na auséncia de fosfato. Em meio A+Pi, supririamos a caréncia de
fosfato e a proteina ndo deveria ser produzida. Entretanto, os resultados
demonstraram a presenca de bandas inespecificas apds a revelagdo. Para
diminuir a possivel interacédo inespecifica, testes com maior tempo de bloqueio
foram feitos, porém sem sucesso. Estes resultados ainda sédo preliminares e
devem ser repetidos. E possivel, por outro lado, que o anticorpo que fora
produzido com a proteina desenovelada, ndo seja capaz de reconhecer a
proteina nativa. Além disso, os extratos das amostras de X. citri ndo apresentam
resolucao no gel, talvez devido ao tempo de fervura, a qualidade de preparacdo
das amostras ou ao processo de revelacdo ndo muito sensivel. Diferentes tipos
de revelacdo devem ser testados, como por exemplo, a que utiliza corante

fluorescente (Figura 16).

A B
> >
< X Q X QD
é\lg’ ) Q\ov. é}ov o}o\' ) é’\o‘? é}ov é}o\'
A\ ¢ A\ A\ A\ N A\ N\ A\
: .
26 kDa. 26 [kDa

Figura 16 - Verificacdo da expresséo da proteina PhoU em diferentes condi¢cBes de cultivo através
de Western Blot. A. Gel de poliacrilamida 12%. B. Membrana de PVDF revela bandas inespecificas através
do método de revelacéo colorimétrica com NBT-BCIP. Meio A+ Pi significa a adicdo de 10 mM de fosfato
ao meio minimo A. LB — Meio Luria Bertani. PhoU é o controle positivo da revelagéo.

4.2 PARTE Il — Analises da Proteina PhoR

4.2.1 Construcdo do modelo molecular de PhoR baseado em homologia

PhoR, a histidina quinase do sistema de dois-componentes de X. citri, é
uma proteina com peso molecular de 49.7 kDa, possui 447 aminoacidos e ponto
isoelétrico tedrico de 9.23, sendo constituida em sua grande parte por estruturas
secundarias em forma de hélices e alcas. Utilizando-se a ferramenta Blastp X nr

e Blastp X PDB evidenciamos que a sequéncia de PhoR de X. citri apresenta
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conservagao com algumas proteinas ou dominios de outras histidina-quinases,
inclusive com estrutura resolvida (Tabela 5).

Baseados nestas similaridades e reproduzindo a metodologia descrita
para PhoU, o modelo da proteina PhoR foi construido com as coordenadas
estruturais do ortdlogo de Streptococcus mutans (WANG, et al, 2013; codigo
PDB 4I5S), dada sua maior cobertura de alinhamento (81%), e identidade de
28% (Tabela 5).

Tabela 5 - Ortélogos da proteina PhoR de X. citri identificados com o auxilio do programa Blastp contra
Protein Data Bank (Blastp x PDB).

Microrganism Protein/Role Query Coverage Identity PDB Reference

Streptococos mutans Histidine Kinase 81% 28% 4158 Wang et al, 2013
Lactobacilos plantarum Histidine Kinase 49% 32% 4U7N Cai et al, 2015
Caulobacter crescentus Histidine Kinase 50% 36% 4Q20 Childers et al, 2014
Thermotoga maritima Sig;r:I?:;e;:teein 50% 35% 4JAS Podgornaiaet al, 2013
Thermotoga maritima Histidine Kinase 50% 36% 2C2A Marina, et al 2015
Thermotoga maritima Sig:r:lri]:;e;f;teein 50% 33% 3DGE Casino et al, 2009

T f
Escherichia coli K-12 Signr:"i':;;f;fem 47% 30%  4BIU  Mechalyetal, 2012
Escherichia coli K-12 Sig.:\raal?:;e;f:fein 47% 30% 4BV Mechaly et al, 2014
Escherichia coli K-12 Transferase 47% 29%  4BIW Mechaly et al, 2015

Signaling Protein

Quatro dominios diferenciados séo descritos, conforme apresentado na
Figura 17 : (i) o dominio Duff (UGnico transmembranar), cuja funcdo €
desconhecida; (ii) dominio PAS, (Per Aint Sim, nomeados a partir de proteinas
de Drosophila) e responséavel pela interacdo com ligantes; (iii) dominio histidina
quinase, responsavel pela fosforilagdo e desfosforilagdo; e (iv) o dominio
ATPase, responsavel pela quebra de ATP (PODGORNAIA et al, 2013; WANG et
al, 2013). Todos os dominios foram conservados em PhoR de X. citri.

A
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Putative conserved domains have been detected, click on the image below for detailed results.
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Figura 17 — Modelo da estrutura tri-dimensional da proteina PhoR de X. citri e conservacdo de
motivos. A. Resultado do Blastp evidenciando os dominios encontrados na sequéncia de PhoR. B e C.
Modelo da PhoR de X. citri, gerado a partir das coordenadas estruturais da proteina PhoR de S. mutans
mostrado em cartoon em duas versdes: evidenciando a formacgéo do dimero (duas moléculas coloridas de
amarelo e azul, respectivamente) e apresentando a localizagdo dos dominios preditos. Os dominios séo:
Duff: dominio transmembrana sem fung¢éo conhecida (em rosa); PAS: do inglés per-aint-sim, dominio de
interacdo com ligantes (verde anil); HK, dominio Histidina Quinase (amarelo e cinza), no qual ocorre
fosforilagéo e desfosforilacdo. ATPase: dominio aonde ocorre ligagdo do ATP (em verde). Figura gerada no
programa Pymol, vers&o 1.2.7. (SCHRODINGER, 20186).

Segundo Wang e colaboradores (2013), o dominio Duff, também
denominado HAMP (oriundo das primeiras letras onde pode ser encontrado, -
em inglés - Histidinas kinases, Adenylyl, Methyl acceptance and Phosphate
proteins) ou ainda TMD (Transmembrane Domain), pode ter um papel importante
na mediagcdo dos sinais transmembranares nas mais diferentes condic¢des.
Porém, em se tratando do regulon Pho, diferentemente do que ocorre com outras
proteinas histidinas quinases, acredita-se que 0s sinais possam ser gerados a
partir de respostas citoplasmaticas mediadas por PhoU e pelo sistema Pst
(Vuppada et al., 2018).
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4.2.2 Analise das regides de interacdo entre PhoU e PhoR

O mecanismo de interacdo entre PhoU e PhoR em E. coli vem sendo
estudado por Gardner e colaboradores (2014; 2015), visando compreender quais
seriam os residuos envolvidos, papel dos metais e mecanismos de sinalizacao.
Baseados em analises de mutantes, verificaram que Alal47 e Arg148 de PhoU
poderiam ser responsaveis pela interacdo com PhoR em E. coli. Utilizando a
metodologia de varredura de mutagénese, 0os autores mostraram que em PhoR,
alguns residuos do dominio PAS, localizado logo ap6s o dominio TMD
pareceram essenciais para interacdo com PhoU. Tais residuos estariam
localizados nas regifes dos aminoacidos 141-146 e 157-162.

Para testar essas informacdes, os autores ainda realizaram ensaios de
docking, que foram validados por ensaios de Direct Coupling Analysis, um
meétodo que identifica covariancia entre residuos, através da medi¢cdo do poder
gue um residuo pode exercer sobre outro. Os modelos de docking mostraram
que PhoU de E. coli possui potencial para interagir tanto com o dominio PAS
quanto com o dominio histidina quinase de PhoR, indicando a atuacao da PhoU
como auxiliadora na acdo quinase ou fosfatase de PhoR. Os autores supdem
gue as conformac@es de PhoR seriam dependentes da interacdo com PhoU em
E. coli, e que estariam sujeitas também a interacdo de PhoU com o sistema Pst
(Figura 18).

Figura 18 - Anédlises de Docking e Direct Coupling Analysis (DCA) mostram possivel residuos de
interacdo entre PhoU e PhoR de E. coli. A. Modelo de PhoR em superficie. Em vermelho, residuos 141-
146, em roxo, 157-162. B. Modelo de interacéo gerado através de Docking. Em amarelo, PhoR, e em
vermelho, PhoU. C. Representagdo em cartoon da interacdo entre PhoU e PhoR. Esferas verdes
representam os residuos K157-S162, enquanto as esferas azuis representam os residuos A147 e R148.
Retirado de Gardner et al. (2015).
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Para avaliarmos se os residuos identificados nas proteinas de E. coli
identificadas atuantes no processo de interacdo entre PhoU e PhoR eram
conservados em geral, e nas proteinas de X. citri, realizamos andlises de
conservacdo com o programa Consurf, um website responsavel pela
identificacdo de regides funcionais em proteinas e outras informacdes
(ASHKENAZY et al., 2016).

O algoritimo, neste caso, encontra as sequéncias homologas, remove as
redundancias e as sequéncias néo relacionadas e alinha as sequéncias que
considerar relevantes através de softwares como ClustalwW ou MAFFT. Em
seguida, o programa reconstrdi arvores filogenéticas (caso necessario) e calcula
a conservacao através de algoritimos especificos, como o Bayesian (MAYROSE
et al.,, 2004). Por fim, os resultados obtidos podem ser projetados em 3D e
visualizados pelo Pymol. O padrdo de cores gerado no Consurf para representar
a conservacao de residuos entre proteinas, varia do azul para o roxo, da menor
para a maior conservagao, respectivamente.

Primeiramente, realizamos a caracterizacdo da conservacdo de PhoUs
utilizando como input a estrutura de PhoU de E. coli para as analises do
programa. O célculo de conservacao foi inicialmente avaliado utilizando-se 2727
sequéncias de ortdlogos de PhoU e os resultados séo apresentados na estrutura
de PhoU com os residuos coloridos conforme o grau de conservacéo. Observou-
se que dos residuos descritos por Gardner e colaboradores (2015), Asp150
apresentou alto grau de conservacao na maioria das sequéncias, seguido por
Alal47 e Argl48, os quais ndo sdo conservados (Figura 19A, residuos
mostrados como esferas). Estes residuos estdo localizados préximos a
extremidade C-terminal da proteina em uma interface que em geral, também nao
apresenta conservacao (Figura 19B, maioria dos residuos coloridos em tons de
azul). Por outro lado, evidenciamos que na interface oposta de PhoU e da
localizacdo dos residuos (apos giro de 180°), o padrdo de conservacdo dos
residuos € significativamente alto. Este dado poderia sugerir que esta regido €
importante funcionalmente, talvez para a formacéo de dimeros de PhoU, como
encontrados no ortélogo de T. maritima (LIU et al., 2005), para a interagcdo com
PstB, a ATPase do sistema Pst, ou até mesmo, interagdo com a propria PhoR.

Além disso, verificamos que a regido de maior conservacdo apresenta 0s
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residuos de interacdo com o0s metais ou motivos da familia PhoU, conforme
apresentado anteriormente.

Ainda, usando as sequéncias de ort6logos com estrutura resolvida,
comparamos a regido onde localizam-se os residuos de E. coli e mostramos que
X. citri s6 conserva o Asp 150 (Figura 18C), sugerindo que este residuo também
em X. citri, seria importante para manter a estrutura e cargas da PhoU para

interagcdo com PhoR.
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Figura 19 — Anélises de conservacao de ortdlogos da proteina PhoU pelo programa Consurf. A. PhoU
de E. coli representada em cartoon cinza evidenciando os trés residuos identificados por Gardner e
colaboradores (2015) que supostamente interagem com PhoR. Os residuos sdo apresentados em esferas
e coloridos de acordo com o padrdo de cores de conservagdo determinado pelo programa Consurf. B.
Estruturas apresentadas em superficie mostrando a conservagdo dos residuos. A maior conservacgao
(coloragéo pink e purpura) é evidenciada em uma das faces da proteina, oposta a da posicéo dos residuos.
C. alinhamento da regiéo onde se localizam os residuos de E. coli com as demais sequéncias de PhoU de
ortélogos. Os residuos de interacdo A147, R148 e D150 sdo numerados e grifados.

Apbs a analise de conservacdo de PhoU, prosseguimos com as analises
de PhoR. 817 sequéncias foram comparadas e usadas nas analises do programa
para determinacdo da conservacao. Os resultados sdo apresentados na Figura
20.



DUFF
3329

PAS

HK
ATPase

Residuos Conservagdo
de cores

Yoy

Variagdo nos aminodcidos

ASP111
LYS115

CYs137
ASP141
LEU143
ASP145
THR157
GLU159
VAL161
ASP169
PHE171
THR173
ARG175
SER189

«
>
L

RN

OV W R RNV R RN R RN

5,G,T,D,N
M,QA,G,T,V,N,FKL,IS,R,EH
H,E,S,KFV,N,CM,D,R,I,LTAQY
QG,ATKH,ESR,D
IL,LF,M,T,S
Y,Q.A,G,T,P,L,R,D,V,N,F,KS,H,E
M,V,N,K,S,E,H,Y,Q.AG,P,TLIRD
I,L,F,N,D,E,W,5,QM,T,P,G,A
LLV,NKFT,AQMY
T,P,G,Q,Y,D,5,R,H,EN,K
LI,D,R,W,QY,P,T,A,G,V,N,F,KS,H,E
TAM,Y,SH,ELLV,N,F
RS,HELNKQ
G,AT,KN,V,LE,R,S,D

variavel

3 4 5 6

conservado

PhoR_Xac VDRNSQRVQWFNKAAGGLLGLHHPGDMGVSIVERLQPLPLAHWLAAGRNAEPMLDAASPADPDLRLNLRLIPYSDDY-~——- W
PhoR_Eco TTEEGG-IFWCNGLAQQILGLRWPEDNGONILNLLRYPEFTQYLKTRDFSRPLNLVLNTGR-~--HLEIRVMPYTHKQ-~~~~ L
4I5S_Smu TDRSGK-ITVINDMAQKQLNVTREQALECNILDILDDDSYTYNDLITKTPEIVLTRRDEYDEFITLRIRFALNRRESGFISGL

* * *.2 o¥3s ¥ :

Fogh,

65

Figura 20 - Andlises de conservacdo de ortélogos da proteina PhoR pelo programa Consurf. A.
Dimero de PhoR com a cadeia A mostrando a conservacédo de residuos segundo cédigos de cores do
Consurf e cadeia B (em amarelo) somente para evidenciar a localizagdo no complexo. B. Representagdo
da cadeia A em superficie mostrando a conservacgédo de residuos segundo o padréao de cores do programa
Consurf. A proteina apresenta alta conservacao de residuos (coloragdo purpura) na regido de interface
entre as cadeias. A nomenclatura dos dominios é fornecida para uma das cadeias para que a visualizagdo
da conservacgéo fosse facilitada. C. Cadeia A da PhoR de S. mutans em cartoon evidenciando apenas 0s
residuos do dominio PAS que, quando mutados, alteram a sinalizagdo e interagdo. As cores sdo
representadas de acordo com o programa. D. Residuos de PhoR mutados em E. coli e a variacdo
encontrada em 817 ortélogos de PhoR usados para a andlise no Consurf. E. Alinhamento das sequéncias
de PhoR de X. citri, E. coli e S. mutans evidenciando a conservacgao dos residuos que mais alteraram o

comportamento da proteina e interagdo com PhoU.
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Nota-se, na proteina PhoR, que a regido transmembrana e o dominio
ATPase séo as regides de maior conservagcao entre o conjunto de ortélogos
(Figura 20A e 20B). Adicionalmente, observa-se que, como evidenciado em
PhoU, uma das interfaces de PhoR € altamente conservada em relacao a outra
face (180° de giro). Neste caso, sabemos que esta € a regido de interacao entre
as duas cadeias, e que de fato, a conservacdo seria importante para a
manutencdo desta estrutura funcional. A conservacdo no dominio ATPase era
esperada uma vez que proteinas que ligam ATP conhecidamente apresentam
conservacao. Por outro lado, fazendo uma analise da regido PAS e dos residuos
putativos de interacdo com PhoU, notamos que a conservacao € muito baixa,
com destaque apenas para os residuos de maior conservacao que sao Aspl11,
Leul43 e Serl89 (Figura 20C, coloridos em purpura e rosa claro).

Finalmente, as analises das duas proteinas mostram gue a conservacao
dos residuos putativos de interagdo ndo é alta na maioria dos ortdlogos,
sugerindo que a interacdo poderia ndo ser mediada especificamente por um ou
outro residuo, mas por uma regiao inteira e suas caracteristicas eletrostaticas. A
analise deste perfil nas proteinas ndo foi efetuada porque as coordenadas
estruturais do complexo PhoR e PhoU de E. coli, conforme obtido por Gardner e

colaboradores (2015), ndo é disponivel.

4.2.3 Expressao e purificacdo da proteina PhoR

Em relacéo a proteina PhoR, testes de expresséo foram realizados para
obtencado da proteina na forma solavel, porém a proteina manteve-se insoluvel
na maioria das cepas. O gene de phoR, (dominio PAS+HK) foi amplificado
anteriormente e clonado nos vetores pET28a (PEGOS, 2015). O vetor foi
inserido nas células de E. coli Tuner DE3, BL21 DE3, Rosetta DE3, por
transformacao através de eletroporacéo, e em E. coli C43, C41 e Lemo21, por
transformacao através de choque térmico. A inducdo foi realizada a 37 °C por 4
horas e a 18 °C durante 18 horas, em diferentes concentragbes de IPTG,
totalizando 60 condi¢des. Apenas a cepa LEMO21 apresentou um baixo nivel de
expressao para pET28a.phoR, porém nao satisfatorio.
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Segundo a literatura, PhoR, de fato, apresenta dificuldades em ser
expressa na forma soluvel (WANG et al., 2013). Portanto, diferentes estratégias
vém sendo utilizados pelos mais diversos grupos, no sentido de expressar
apenas determinados dominios, de maneira a facilitar sua solubilidade.

Alternativas foram entéo, utilizadas para producao da proteina como o0 uso
de agentes solubilizantes como Triton 1-100x e glicerol, porém sem sucesso. A
proteina PhoR, portanto, foi clonada em pET28a-MBP, cujo clone foi gentilmente
cedido pela Dra. Vanessa Rodrigues Pegos. A cauda de MBP é capaz de
proporcionar maior solubilidade a proteina, que somente foi obtida na forma
soluvel quando expressa a 18 °C por 16 horas. PhoR_MBP foi expressa na cepa
Tuner (DE3), com adi¢ao de 0.4 mM de IPTG, lisada e purificada em tampé&o 20
mM Tris, 150 mM NaCl, 2% Triton X-100 e 5% Glicerol em coluna His-Trap de
Amilose, em etapas de lavagens (10 volumes de coluna de tampédo + 20 mM
Maltose) e eluida com solucdo de tampédo + 150 mM Maltose (Figura 17). Uma
vez que PhoR foi purificada de forma adequada, com rendimento médio final de
5 mg/ml, demos continuidade as analises que consistiam em realizar ensaio de

Pull Down, para testar a interacdo entre as proteinas PhoU e PhoR.

4.2.4 Ensaio de Pull Down para verificacdo da interacdo entre as proteinas PhoU
e PhoR de X. citri

Um dos objetivos deste trabalho consistia em verificar a interagdo das
proteinas PhoU e PhoR por meio de ensaio de pull down e consequentemente,
analisar os resultados por espectrometria de massas. Nesse sentido, delineamos
um experimento onde PhoR deveria ser retida na membrana de amilose, e em
seguida, PhoU seria adicionada. Ao final, apés a adicdo de maltose, as amostras
seriam aplicadas em geéis nativos. Se PhoR interagisse com PhoU, deveriamos
observar um padrdo de migracao diferente do que o apresentado para as
proteinas isoladas.

Este ensaio foi realizado a partir de uma quantidade semelhante de PhoU
e PhoR, oriundas da IMAC. A concentracao das proteinas foi padronizada em
aproximadamente 4 mg/ml. Em primeiro lugar, a proteina PhoR foi inserida na

coluna. Em seguida, fizemos uma lavagem com tampao Tris 20 mM e NaCl 150
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mM. Posteriormente, PhoU foi inserida na coluna, também seguida de lavagem
com tampao. Por fim, eluimos as proteinas com tampao Tris 20 mM, NaCl 150
mM e 150 mM de maltose. Todas as amostras foram coletadas (Figura 21).
Infelizmente, os resultados deste ensaio nao foram conclusivos para evidenciar
a interacdo entre ambas as proteinas. PhoU foi eluida durante a lavagem e a

proteina PhoR foi eluida ao final, com 150 mM de Maltose (Figura 21).

L1 L2 L3 E1 E2 E3
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Figura 21 - Expresséo e Purificacdo de PhoU e PhoR para ensaio de Pull Down. A. Expressdo da
proteina PhoU. B. Purificacdo de PhoU e obtencao da proteina Pura. C. Expressédo da proteina PhoR. D.
Purificacdo da proteina PhoR em afinidade de bancada utilizando coluna de Amilose para obtencdo da
proteina. Os resultados de expresséo e purificagdo mostram que as proteinas foram produzidas com 6timo
rendimento. Expressdo em Meio LB, Indugcdo por 0.4 mM IPTG e lise por sonicacdo. Purificacdo de
bancada: M- Marcador de peso molecular; TO — Antes da inducéo; TF- Amostra Final, apds inducdo com
0.4 mM IPTG; FS- Fracao soltvel; FI- Fracdo insoltvel. PhoU foi expressa a 37°C por 4 horas e PhoR_MBP
a 18°C overnight. E. Resultado da andlise de Pull Down. Os resultados demonstraram que PhoR foi retida
na coluna, mas PhoU néo. PhoR foi eluida sem a presenc¢a de PhoU. Gel de poliacrilamida 12%.
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5 CONCLUSOES E PERSPECTIVAS

Os resultados apresentados neste trabalho mostram que a proteina PhoU
de Xanthomonas axonopodis pv. citri apresenta homologia com as proteinas
PhoU de outros microrganismos, como Xilela fastidiosa e Agrobacterium sp., o
que indica que sua presenca seja importante para estes fitopatdgenos. Além
disso, mediante alinhamento de sequéncias e através da analise das estruturas
ja depositada no Protein Data Bank, foi possivel observar que PhoU possui
conservacgao estrutural entre as espécies, e, portanto, apresenta conservacao de
todos os motivos e residuos funcionais, de acordo com a compara¢do com 0s
seus respectivos ortlogos.

Ainda conseguimos mostrar que a proteina recombinante PhoU,
apresentou enovelamento esperado e sofreu alteragdes conformacionais na
presenca de ao menos um dos seus possiveis ligantes, manganés. Estes dados
corroboram as discussoes da literatura, das quais relatam que a presenca dos
cations ajudaria a localizacdo da proteina proxima a membrana plasmatica e,
também, na interacdo com PhoR. Adicionalmente, ressaltamos que PhoU
também pode interagir com PstB, a ATPase do sistema Pst, e que a presenga
destes elementos também seria um mecanismo para aumentar ou diminuir a
interacdo entre as mesmas. Além disso, esses dados sdo importantes para
estudos futuros, relacionando a importancia de manganés aos mecanismos de
fosforilacdo e desfosforilagcéo proteica.

Também foi possivel produzir e purificar a proteina PhoR, porém, néo foi
possivel obter dados da interacéo entre ambas através de ensaios de Pull Down.
Entretanto, os protocolos aqui gerados podem contribuir para a elucidacéo de
aspectos importantes na sinalizacao do transporte de fosfato, futuramente.

Apesar de nédo terem sido obtidos os resultados de interacdo desejados,
os ensaios de bioinformatica, podem futuramente, facilitar a obtencdo de
informagdes do complexo inteiro de sinalizag&do, por meio do direcionamento
fornecido a partir do estudo dos residuos especificos de interacao.

Finalmente, este trabalho abriu uma série de perspectivas para o estudo
sobre a regulacao dos sistemas de captagéo e sensoriamento de fosfato em X.

citri, o que ainda é pouco estudado. Uma vez que, desde a década de 80, quando
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a proteina PhoU foi primeiramente descrita, até o atual momento, os
mecanismos pelo qual a proteina interage ainda permanecem néo elucidados,
este trabalho representa importantes avangos na caracterizacao de PhoU em X.
citri. Sua continuacdo serd realizada por dois projetos de mestrado no grupo, e

sua finalizacdo sera relevante para os sistemas aqui descritos e relatados.
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