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RESUMO

Os microrganismos podem apresentar-se tanto em forma de vida livre como aderidos a
uma superficie ou interface ar-liquido, formando comunidades complexas e dindmicas
conhecidas como biofilmes. Nos ultimos anos, com 0 avango das pesquisas em nivel
molecular, foi identificado que a maioria das bactérias utilizam guanosina monofosfato
(37-5")-ciclica dimérica (c-di-GMP) como um segundo mensageiro. De forma geral,
essa molécula controla a sinalizacdo celular, viruléncia, comunicagdo entre células e a
expressdo de proteinas relacionadas com o fenotipo de biofilmes, em resposta a sua
concentracdo intracelular. Sua sintese e degradacdo sdo controladas respectivamente por
diguanilto ciclases (DGCs) contendo dominio GGDEF e fosfodiesterases (PDES) que
possuem os dominios EAL ou HD-GYP. Em Pseudomonas aeruginosa (PA14) foi
identificada uma nova classe de receptor especifico para c-di-GMP, a proteina
transmembranar PelD, cuja porcao citoplasmatica contém os dominios GAF e GGDEF
degenerado. Sua modulacdo através desse dinucleotideo controla a producdo de
exopolissacarideos pelos componentes do conservado operon pel e influencia
diretamente na capacidade de formagdo de biofilmes. Devido a escassez de dados a
respeito dos eventos moleculares do mecanismo de sinalizagdo mediado por c-di-GMP,
este trabalho teve como objetivo principal a caracterizacdo biofisica/estrutural da
proteina PelD, bem como o reconhecimento de interacdo entre este ligante e a porcéo
citoplasmatica da proteina. Diversas construgdes solGveis de PelD foram clonadas e
expressas, sendo que uma delas foi cristalizada com sucesso e teve sua estrutura
determinada por iodo-SAD. O modelo final apresentou os dois dominios com
enovelamentos caracteristicos das familias GAF e GGDEF, sendo a interface inter-
dominios composta majoritariamente por residuos hidrofébicos. Visando uma
compreensdo das bases moleculares de reconhecimento e ativacdo de PelD por c-di-
GMP, uma estrutura em complexo com o ligante foi resolvida. Como esperado, o
dinucleotideo foi encontrado no sitio inibitério do dominio GGDEF, onde o motivo
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R*"xxD*"° e o residuo sd0 responsaveis pela maior parte das interacées com c-di-



GMP. No entanto, nenhuma grande mudanga estrutural foi observada entre as formas
apo e holo de PelD, ao contrario de outros sistemas efetores tal como LapD e dominios
PilZ. Apenas uma molécula de c-di-GMP foi encontrada no sitio, contrastando com a
forma dimérica intercalada normalmente ligada aos sitios inibitérios de dominios
GGDEF, tais como em PleD e WspR. Estudos de ITC confirmaram a estequiometria 1:1
em solucdo. Isso mostra a versatilidade dos diversos receptores ja identificados até o
momento, frente a ligacdo desse dinucleotideo. Estudos de bioinformatica identificaram
uma potencial regido de coiled-coil na hélice juxtamembrana de PelD, residuos 115-
160. De modo geral, os resultados aqui apresentados ndo sé contribuirdo para o
entendimento dos mecanismos de regulacdo das vias de sinalizacdo mediadas por c-di-
GMP como, em longo prazo, poderdo levar ao desenvolvimento de agentes contra

infeccGes bacterianas.
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INTRODUCAO

Na maior parte da histéria da microbiologia, 0s microrganismos foram
caracterizados como células livremente suspensas e descritos com base nas
caracteristicas de crescimento em meios de cultura nutricionalmente ricos. (1) A
descoberta de um fenémeno microbiologico, descrita pela primeira vez por van
Leeuwenhoek, que 0s microrganismos juntam-se e crescem universalmente em
superficies expostas, conduziram a estudos que revelaram microrganismos associados
em superficies (biofilmes) e que exibiam um fenétipo distinto no que diz respeito a taxa
de transcricdo de genes e do seu crescimento. (2) Estes biofilmes microbianos tém
demonstrado induzir mecanismos especificos para fixacdo a uma superficie inicial de
desenvolvimento, estrutura da comunidade e dos ecossistemas envolvidos. Além disso,
os biofilmes apresentam grande importancia para a saide publica devido ao seu papel
em certas doengas infecciosas e importancia em uma variedade de infecgdes
relacionadas a dispositivos médicos. (3) Uma melhor compreensdo de processos de

biofilme deve proporcionar novas e eficazes estratégias de controle do biofilme.

O biofilme consiste de colnias de bactérias inseridas em uma matriz polimérica
extracelular por elas mesma produzida. (4) Essa estrutura estabelecida do biofilme
compreende células microbianas e exopolissacarideos (EPS), que apresenta uma
arquitetura definida, e fornece um ambiente ideal para a troca de material genético entre
as células. A mesma constitui ainda como forma de protecdo que permite ao
microrganismo sobreviver em ambientes adversos. Além disso, as células também
podem comunicar através do sistema de quorum sensing, que por sua vez pode afetar

processos do biofilme, como o desprendimento. (4-5)

Estima-se que mais de 90% dos microrganismos vivem sob a forma de biofilmes
e praticamente ndo existe nenhuma superficie que ndo possa ser ou vir a ser colonizada
por bactérias. (5-6) Quanto a sua composicéo, a mesma é dependente das condi¢fes do
meio como: temperatura, composi¢do do meio, pressdo, pH e oxigénio (3-6) e nédo é
necessariamente uniforme, podendo até englobar particulas sélidas (argilas, areias,

particulas orgéanicas) provenientes do meio onde esta imerso. (7-8)



Dos microrganismos frequentemente encontrados no biofilme, as bactérias
apresentam-se como o grupo predominante. As elevadas taxas de reproducéo, grande
capacidade de adaptacdo e de producdo de substancias e estruturas extracelulares, sdo as
principais caracteristicas que fazem das bactérias organismos com grandes capacidades
de producéo de biofilme. (9-10) Pseudomonas, Bacillus, Flavobactrium, Staphylococus,
sd0 0s géneros mais comuns de bactérias produtoras de biofilme ainda que umas
apresentem, naturalmente, uma maior aptiddo que outras. A familia de bactérias mais
pesquisada, em termos de adesdo a superficies pertence a Pseudomonadaceae, sendo o

género Pseudomonas 0 mais estudado. (3)

A bactéria patogénica Pseudomonas aeruginosa por sua vez, produz uma matriz
extracelular, os exopolissacarideos (EPS) que tém despertado grande interesse em
aplicacgBes industriais e na area médica, (11) como também tém sido considerados como
um problema, interferindo nos mecanismos imunologicos contra infec¢Bes bacterianas.
(12-13,14) Apesar dos EPS serem os componentes da matriz extracelular mais estudado,
existe uma grande variedade de EPS que ainda permanece ndo caracterizada. Por
exemplo, o exopolissacarideo pel produzido durante a formacdo de biofilmes por um
conjunto de genes presentes em Pseudomonas aeruginosa, ndo apresenta estrutura e

composicao conhecida. (15-18)

Nos ultimos anos, com o avango das pesquisas em nivel molecular, foi
identificado que a maioria das bactérias inclusive Pseudomonas aeruginosa, utilizam
guanosina monofosfato (3"-57)-ciclica dimérica (c-di-GMP) como um segundo
mensageiro.(19-23) De forma geral, essa molécula controla a sinalizagdo celular,
viruléncia, comunicacdo entre células e a expressdo de proteinas relacionadas com o
fenotipo de biofilmes, em resposta a sua concentragcdo intracelular. Sua sintese e
degradacdo sdo controladas respectivamente por diguanilto ciclases (DGCs) contendo
dominio GGDEF e fosfodiesterases (PDES) que possuem os dominios EAL ou HD-
GYP. (24-25) Em Pseudomonas aeruginosa (PA14) foi identificada uma nova classe de
receptor especifico para c-di-GMP, a proteina transmembranar PelD, cuja porcao
citoplasmatica contém os dominios GAF e GGDEF degenerado. (26-28) Sua modula¢édo
através desse dinucleotideo controla a producdo de exopolissacarideos pelos
componentes do conservado operon pel e influencia diretamente na capacidade de

formacéo de biofilmes. (29-30)



Devido a escassez de dados a respeito dos eventos moleculares do mecanismo
de sinalizacdo mediado por c-di-GMP, este trabalho teve como objetivo principal realizar
a caracterizacdo estrutural da proteina PelD de Pseudomonas aeruginosa (PA14) para
compreender seu mecanismo de ativacdo por c-di-GMP. Para tanto foi necessério
determinar protocolos de expressdo e purificacdo para as construcdes sollveis da porcao
citoplasmatica da proteina transmembranar PelD de Pseudomonas aeruginosa (PA14),
cristalizar e resolver a estrutura da mesma com e sem o ligante c-di-GMP e por fim
realizar estudos em solugdo com PelD para investigar suas formas oligoméricas e
afinidade por c-di GMP.

CONCLUSOES

O trabalho aqui apresentado teve como foco o estudo biofisico e estrutural de
construgdes sollveis da proteina PelD de Pseudomonas aeruginosa (PA14), com e sem
o0 dinucleotideo c-di-GMP. Nossa contribuicdo para tanto se baseou na determinacéo
dos protocolos de clonagem, expressédo e purificagdo, bem como o estudo estrutural de
interacdo de PelD com c-di-GMP. E também foi realizada a determinacdo de parametros
termodindmicos frente a ligagcdo com o c-di-GMP, utilizando técnicas analiticas e fisico-

quimicas.

Concluiu-se, portanto através das estruturas cristalograficas de PelD que a
mesma apresenta os dominios GAF e GGDEF degenerado na sua porcao citoplasmaética,
assim como previsto por bioinformatica e também que apenas uma molécula de c-di-
GMP liga-se ao dominio GGDEF degenerado. Sendo que, essa estequiometria foi

confirmada pela técnica de ITC, onde a mesma mostrou-se de 1:1.

Devido a grande complexidade nas vias de sinalizagdo mediadas por c-di-GMP,
esse trabalho contribuiu significativamente para o entendimento do processo de
sinalizacdo relacionado ao polissacarideo pel, pois a proteina PelD é essencial para sua

formagéo.
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