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RESUMO

ROSSETO, F. R. Estudos estruturais e funcionais de STM3615 de Salmonella
enterica: uma proteina contendo ambos os dominios GGDEF-EAL envolvidos
na biossintese de c-di-GMP. 2016. 95 p. Tese (Doutorado em Ciéncias) - Instituto
de Fisica de Sao Carlos, Universidade de Sao Paulo, Sao Carlos, 2016.

A formacédo de biofilmes bacterianos € um fendmeno bem conhecido, caracterizado
pela formacdo de uma comunidade bacteriana estatica, embebida em uma matriz
exopolimérica, regulada pela molécula sinalizadora c-di-GMP. Os dominios proteicos
gue catalisam a sintese (GGDEF) e degradacdo (EAL e HD-GYP) de c-di-GMP
estdo presentes em grande quantidade em quase todos os genomas bacterianos
sequenciados até hoje. Dentre as diversas proteinas envolvidas nas vias de
sinalizacdo mediadas por esse nucleotideo, uma grande parcela sdo proteinas
transmembranares que possuem ambos dominios GGDEF e EAL. Funcionalmente,
esses dominios se apresentam em todas combinac¢des: ambos degenerados ou
conservados e combinacdes GGDEF-degenerado/EAL-conservado ou vice-versa.
Enquanto que dominios conservados potencialmente apresentam atividade
catalitica, os degenerados geralmente convertem-se em dominios estruturais ou
receptores de c-di-GMP. Embora recentes estudos estruturais revelaram detalhes de
proteinas com ambos dominios degenerados (LapD) ou ativos (MorA), pouco se
sabe sobre uma das combinacfes mais representativas: GGDEF-degenerado/EAL-
conservado. Nesse trabalho, realizamos um estudo estrutural e funcional da proteina
STM3615 de Salmonella enterica, que apresenta um dominio periplasmatico de
funcdo desconhecida, seguido pelos dominios citoplasmaticos HAMP, GGDEF-
degenerado e EAL-conservado. Através de diferentes construcdes citoplasmaticas
soliveis de STM3615, confirmamos que essa proteina apresenta atividade
fosfodiesterase, mesmo quando o dominio EAL encontra-se isolado. Corroborando
com sua atividade catalitica, estudos em solucao, tais como SAXS e cromatografia
de exclusdo molecular, mostraram que o EAL isolado de STM3615 é dimérico, um
pré-requisito para ser ativo. Utilizando uma construcdo com os dominios GGDEF-
EAL determinamos sua estrutura cristalografica a uma resolucdo de 2,5 A.
Comparada com proteinas de arquitetura proxima, como o receptor de c-di-GMP
LapD de Pseudomonas fluorescens, ou a enzima bifuncional MorA de Pseudomonas
aeruginosa, sua estrutura se assemelha muito mais a essa ultima. Em particular, a
hélice que conecta os dominios GGDEF e EAL possui a mesma extensdo que a de
MorA, maiores que a encontrada em LapD. Como a hélice pequena de LapD esta
relacionada com sua plasticidade conformacional interdominios, a estrutura
apresentada nesse trabalho sugere as proteinas dual domain cataliticamente ativas
(EAL-mono ou bifuncionais) sejam estruturalmente rigidas. Combinando esses
resultados com uma analise computacional feita em outras 150 sequéncias
representativas de proteinas dual domain, propomos mecanismos cataliticos
distintos para as enzimas bifuncionais e as EAL-monofuncionais. Enquanto que



essas ultimas formam dimeros estéveis através do dominio EAL, numa conformacgéo
apta para interagir e degradar c-di-GMP, as enzimas bifuncionais apresentam
transicdes oligoméricas mediadas por interacdo de c-di-GMP com EAL, impondo
atividades ciclase (GGDEF) e fosfodiesterase (EAL) excludentes. Por fim, baseados
nesses mecanismos e na arquitetura de STM3615, ainda especulamos mecanismos
funcionais in vivo compativeis com o tema emergente de interagbes proteicas e
localizacéo do sinal nas vias de sinalizacdo mediadas por c-di-GMP.

Palavras-chave: Biofilme bacteriano. GGDEF-EAL. ¢c-di-GMP.



ABSTRACT

ROSSETO, F. R. Structural and functional studies of STM3615 from Salmonella
enterica: a GGDEF-EAL-containing protein involved in c-di-GMP biosynthesis.
subtitle. 2016. 95 p. Tese (Doutorado em Ciéncias) - Instituto de Fisica de S&o
Carlos, Universidade de Séo Paulo, Sdo Carlos, 2016.

The formation of bacterial biofilms is a well-established phenomenon regulated by
the signaling molecule c-di-GMP, characterized by the establishment of a static
bacterial community embedded in a exopolymeric matrix. The domains responsible
for the synthesis (GGDEF) or degradation (EAL and HD-GYP) of c-di-GMP are
present in multiple proteins in nearly all bacterial genomes sequenced to date.
Among the multiple and structurally diverse proteins involved in c-di-GMP signaling
and biosynthesis, a large class are transmembrane proteins bearing both EAL and
GGDEF domains. Functionally, these domains are presented in all combinations:
both degenerate or conserved and combinations GGDEF-degenerated/EAL-
conserved or vice versa. While the predicted conserved domains exhibit catalytic
activity, the degenerate usually converted into structural domains or c-di-GMP
receptors. While structural studies have revealed details of proteins with both
domains degenerated (LapD) or conserved (MorA), little is known about one of the
most representative combinations: GGDEF-degenerated/EAL-conserved. In this
work, we conducted a structural and functional study of Salmonella enterica
STM3615 protein, which has a periplasmic domain of unknown function, followed by
cytoplasmic domains HAMP, GGDEF-degenerated and EAL-conserved. Through
different soluble cytoplasmic constructs of STM3615, we confirmed that this protein
has phosphodiesterase activity, even with the isolated EAL domain. In agreement
with its catalytic activity, solution studies, such as SAXS and size exclusion
chromatography, showed that STM3615 isolated EAL is dimeric, a prerequisite for
phosphodiesterase activity. Using a construct with the isolated EAL-GGDEF
domains, we determine its crystal structure to a resolution of 2.5 A. Compared to the
architectural closed c-di-GMP receptor LapD from Pseudomonas fluorescens and the
bifunctional enzyme MorA from Pseudomonas aeruginosa, STM3615 structure is
more similar to the latter. In particular, the a-helix connecting the domains GGDEF
and EAL has similar extension, longer than the helix found in LapD. Given that this
helix in LapD is essential for its inter-domain conformational plasticity, the structure
presented in this study suggests the dual domain catalytically active proteins are
structurally rigid. Combining these results with a computational analysis with 150
representative sequences containing the tandem GGDEF-EAL domains, we propose
distinct catalytic mechanisms for bifunctional and monofunctional EAL enzymes.
While the latter form stable dimers through the EAL domain, a conformation
prompted to interact and degrade c-di-GMP, the bifunctional enzymes present
oligomeric transitions mediated by interaction of c-di-GMP with EAL domain,
imposing excluding cyclase (GGDEF) or phosphodiesterase (EAL) activities. Finally,



based on these mechanisms and STM3615 architecture, we also speculated about
functional mechanisms in vivo consistent with the emerging theme of protein
interactions and localized signal involved in signaling pathways mediated by c-di-
GMP.

Keywords: Biofilm bacterial. GGDEF-EAL. c-di-GMP.
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Representacdo da predicdo e disposicdo das hélices
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Modelo de como concentracdes de Pi controlam a formacéo de
biofiimes de P. fluorescens. Esquerda: Em altas concentracfes de
Pi, c-di-GMP se acumula nas células. LapD liga-se a c-di-GMP e
sequestra a protease LapG na membrana interna, promovendo a
manutencdo da adesina LapA na superficie celular. Nessas
condicbes, as bactérias se aderem irreversivelmente em um
substrato permitindo a progressdo do biofilme. Direita: Quando
baixas concentracdes extracelulares de Pi sdo sentidas pelo
sistema dois-componentes PhoR/Pst, uma cascata de sinalizagéo é
disparada resultando na transcricdo da fosfodiesterase da familia
EAL RapA. A atividade de RapA na conversao de c-di-GMP para
pGpG, abaixa 0s niveis intracelulares dessa molécula levando a
dissociacdo de c-di-GMP da LapD. Na forma apo, LapD né&o
consegue interagir com LapG, liberando-a para clivar a parte N-
terminal de seu substrato natural no periplasma, LapA,
promovendo sua remoc¢ado da superficie celular. A liberacdo de
LapA de bactérias no biofilme leva a sua desadeséo da superficie,

.27

.33


file:///Z:/GESTÃO%20DO%20SBI/UGBs/UGB-RE/NORMALIZAÇÃO%20DE%20DISSERTAÇÕES%20E%20TESES/CORREÇÃO%20DE%20DISSERTAÇÕES%20E%20TESES/2016/Tese%20Doutorado%20-%20FBMFB_FINAL%2006102016.docx%23_Toc463598920
file:///Z:/GESTÃO%20DO%20SBI/UGBs/UGB-RE/NORMALIZAÇÃO%20DE%20DISSERTAÇÕES%20E%20TESES/CORREÇÃO%20DE%20DISSERTAÇÕES%20E%20TESES/2016/Tese%20Doutorado%20-%20FBMFB_FINAL%2006102016.docx%23_Toc463598920
file:///Z:/GESTÃO%20DO%20SBI/UGBs/UGB-RE/NORMALIZAÇÃO%20DE%20DISSERTAÇÕES%20E%20TESES/CORREÇÃO%20DE%20DISSERTAÇÕES%20E%20TESES/2016/Tese%20Doutorado%20-%20FBMFB_FINAL%2006102016.docx%23_Toc463598920
file:///Z:/GESTÃO%20DO%20SBI/UGBs/UGB-RE/NORMALIZAÇÃO%20DE%20DISSERTAÇÕES%20E%20TESES/CORREÇÃO%20DE%20DISSERTAÇÕES%20E%20TESES/2016/Tese%20Doutorado%20-%20FBMFB_FINAL%2006102016.docx%23_Toc463598920
file:///Z:/GESTÃO%20DO%20SBI/UGBs/UGB-RE/NORMALIZAÇÃO%20DE%20DISSERTAÇÕES%20E%20TESES/CORREÇÃO%20DE%20DISSERTAÇÕES%20E%20TESES/2016/Tese%20Doutorado%20-%20FBMFB_FINAL%2006102016.docx%23_Toc463598920
file:///Z:/GESTÃO%20DO%20SBI/UGBs/UGB-RE/NORMALIZAÇÃO%20DE%20DISSERTAÇÕES%20E%20TESES/CORREÇÃO%20DE%20DISSERTAÇÕES%20E%20TESES/2016/Tese%20Doutorado%20-%20FBMFB_FINAL%2006102016.docx%23_Toc463598920
file:///Z:/GESTÃO%20DO%20SBI/UGBs/UGB-RE/NORMALIZAÇÃO%20DE%20DISSERTAÇÕES%20E%20TESES/CORREÇÃO%20DE%20DISSERTAÇÕES%20E%20TESES/2016/Tese%20Doutorado%20-%20FBMFB_FINAL%2006102016.docx%23_Toc463598920
file:///Z:/GESTÃO%20DO%20SBI/UGBs/UGB-RE/NORMALIZAÇÃO%20DE%20DISSERTAÇÕES%20E%20TESES/CORREÇÃO%20DE%20DISSERTAÇÕES%20E%20TESES/2016/Tese%20Doutorado%20-%20FBMFB_FINAL%2006102016.docx%23_Toc463598920
file:///Z:/GESTÃO%20DO%20SBI/UGBs/UGB-RE/NORMALIZAÇÃO%20DE%20DISSERTAÇÕES%20E%20TESES/CORREÇÃO%20DE%20DISSERTAÇÕES%20E%20TESES/2016/Tese%20Doutorado%20-%20FBMFB_FINAL%2006102016.docx%23_Toc463598920
file:///Z:/GESTÃO%20DO%20SBI/UGBs/UGB-RE/NORMALIZAÇÃO%20DE%20DISSERTAÇÕES%20E%20TESES/CORREÇÃO%20DE%20DISSERTAÇÕES%20E%20TESES/2016/Tese%20Doutorado%20-%20FBMFB_FINAL%2006102016.docx%23_Toc463598920
file:///Z:/GESTÃO%20DO%20SBI/UGBs/UGB-RE/NORMALIZAÇÃO%20DE%20DISSERTAÇÕES%20E%20TESES/CORREÇÃO%20DE%20DISSERTAÇÕES%20E%20TESES/2016/Tese%20Doutorado%20-%20FBMFB_FINAL%2006102016.docx%23_Toc463598921
file:///Z:/GESTÃO%20DO%20SBI/UGBs/UGB-RE/NORMALIZAÇÃO%20DE%20DISSERTAÇÕES%20E%20TESES/CORREÇÃO%20DE%20DISSERTAÇÕES%20E%20TESES/2016/Tese%20Doutorado%20-%20FBMFB_FINAL%2006102016.docx%23_Toc463598921
file:///Z:/GESTÃO%20DO%20SBI/UGBs/UGB-RE/NORMALIZAÇÃO%20DE%20DISSERTAÇÕES%20E%20TESES/CORREÇÃO%20DE%20DISSERTAÇÕES%20E%20TESES/2016/Tese%20Doutorado%20-%20FBMFB_FINAL%2006102016.docx%23_Toc463598921
file:///Z:/GESTÃO%20DO%20SBI/UGBs/UGB-RE/NORMALIZAÇÃO%20DE%20DISSERTAÇÕES%20E%20TESES/CORREÇÃO%20DE%20DISSERTAÇÕES%20E%20TESES/2016/Tese%20Doutorado%20-%20FBMFB_FINAL%2006102016.docx%23_Toc463598921
file:///Z:/GESTÃO%20DO%20SBI/UGBs/UGB-RE/NORMALIZAÇÃO%20DE%20DISSERTAÇÕES%20E%20TESES/CORREÇÃO%20DE%20DISSERTAÇÕES%20E%20TESES/2016/Tese%20Doutorado%20-%20FBMFB_FINAL%2006102016.docx%23_Toc463598921
file:///Z:/GESTÃO%20DO%20SBI/UGBs/UGB-RE/NORMALIZAÇÃO%20DE%20DISSERTAÇÕES%20E%20TESES/CORREÇÃO%20DE%20DISSERTAÇÕES%20E%20TESES/2016/Tese%20Doutorado%20-%20FBMFB_FINAL%2006102016.docx%23_Toc463598921
file:///Z:/GESTÃO%20DO%20SBI/UGBs/UGB-RE/NORMALIZAÇÃO%20DE%20DISSERTAÇÕES%20E%20TESES/CORREÇÃO%20DE%20DISSERTAÇÕES%20E%20TESES/2016/Tese%20Doutorado%20-%20FBMFB_FINAL%2006102016.docx%23_Toc463598921
file:///Z:/GESTÃO%20DO%20SBI/UGBs/UGB-RE/NORMALIZAÇÃO%20DE%20DISSERTAÇÕES%20E%20TESES/CORREÇÃO%20DE%20DISSERTAÇÕES%20E%20TESES/2016/Tese%20Doutorado%20-%20FBMFB_FINAL%2006102016.docx%23_Toc463598921
file:///Z:/GESTÃO%20DO%20SBI/UGBs/UGB-RE/NORMALIZAÇÃO%20DE%20DISSERTAÇÕES%20E%20TESES/CORREÇÃO%20DE%20DISSERTAÇÕES%20E%20TESES/2016/Tese%20Doutorado%20-%20FBMFB_FINAL%2006102016.docx%23_Toc463598921
file:///Z:/GESTÃO%20DO%20SBI/UGBs/UGB-RE/NORMALIZAÇÃO%20DE%20DISSERTAÇÕES%20E%20TESES/CORREÇÃO%20DE%20DISSERTAÇÕES%20E%20TESES/2016/Tese%20Doutorado%20-%20FBMFB_FINAL%2006102016.docx%23_Toc463598921
file:///Z:/GESTÃO%20DO%20SBI/UGBs/UGB-RE/NORMALIZAÇÃO%20DE%20DISSERTAÇÕES%20E%20TESES/CORREÇÃO%20DE%20DISSERTAÇÕES%20E%20TESES/2016/Tese%20Doutorado%20-%20FBMFB_FINAL%2006102016.docx%23_Toc463598921
file:///Z:/GESTÃO%20DO%20SBI/UGBs/UGB-RE/NORMALIZAÇÃO%20DE%20DISSERTAÇÕES%20E%20TESES/CORREÇÃO%20DE%20DISSERTAÇÕES%20E%20TESES/2016/Tese%20Doutorado%20-%20FBMFB_FINAL%2006102016.docx%23_Toc463598921
file:///Z:/GESTÃO%20DO%20SBI/UGBs/UGB-RE/NORMALIZAÇÃO%20DE%20DISSERTAÇÕES%20E%20TESES/CORREÇÃO%20DE%20DISSERTAÇÕES%20E%20TESES/2016/Tese%20Doutorado%20-%20FBMFB_FINAL%2006102016.docx%23_Toc463598922
file:///Z:/GESTÃO%20DO%20SBI/UGBs/UGB-RE/NORMALIZAÇÃO%20DE%20DISSERTAÇÕES%20E%20TESES/CORREÇÃO%20DE%20DISSERTAÇÕES%20E%20TESES/2016/Tese%20Doutorado%20-%20FBMFB_FINAL%2006102016.docx%23_Toc463598922
file:///Z:/GESTÃO%20DO%20SBI/UGBs/UGB-RE/NORMALIZAÇÃO%20DE%20DISSERTAÇÕES%20E%20TESES/CORREÇÃO%20DE%20DISSERTAÇÕES%20E%20TESES/2016/Tese%20Doutorado%20-%20FBMFB_FINAL%2006102016.docx%23_Toc463598922
file:///Z:/GESTÃO%20DO%20SBI/UGBs/UGB-RE/NORMALIZAÇÃO%20DE%20DISSERTAÇÕES%20E%20TESES/CORREÇÃO%20DE%20DISSERTAÇÕES%20E%20TESES/2016/Tese%20Doutorado%20-%20FBMFB_FINAL%2006102016.docx%23_Toc463598922
file:///Z:/GESTÃO%20DO%20SBI/UGBs/UGB-RE/NORMALIZAÇÃO%20DE%20DISSERTAÇÕES%20E%20TESES/CORREÇÃO%20DE%20DISSERTAÇÕES%20E%20TESES/2016/Tese%20Doutorado%20-%20FBMFB_FINAL%2006102016.docx%23_Toc463598923
file:///Z:/GESTÃO%20DO%20SBI/UGBs/UGB-RE/NORMALIZAÇÃO%20DE%20DISSERTAÇÕES%20E%20TESES/CORREÇÃO%20DE%20DISSERTAÇÕES%20E%20TESES/2016/Tese%20Doutorado%20-%20FBMFB_FINAL%2006102016.docx%23_Toc463598923
file:///Z:/GESTÃO%20DO%20SBI/UGBs/UGB-RE/NORMALIZAÇÃO%20DE%20DISSERTAÇÕES%20E%20TESES/CORREÇÃO%20DE%20DISSERTAÇÕES%20E%20TESES/2016/Tese%20Doutorado%20-%20FBMFB_FINAL%2006102016.docx%23_Toc463598923
file:///Z:/GESTÃO%20DO%20SBI/UGBs/UGB-RE/NORMALIZAÇÃO%20DE%20DISSERTAÇÕES%20E%20TESES/CORREÇÃO%20DE%20DISSERTAÇÕES%20E%20TESES/2016/Tese%20Doutorado%20-%20FBMFB_FINAL%2006102016.docx%23_Toc463598923
file:///Z:/GESTÃO%20DO%20SBI/UGBs/UGB-RE/NORMALIZAÇÃO%20DE%20DISSERTAÇÕES%20E%20TESES/CORREÇÃO%20DE%20DISSERTAÇÕES%20E%20TESES/2016/Tese%20Doutorado%20-%20FBMFB_FINAL%2006102016.docx%23_Toc463598923
file:///Z:/GESTÃO%20DO%20SBI/UGBs/UGB-RE/NORMALIZAÇÃO%20DE%20DISSERTAÇÕES%20E%20TESES/CORREÇÃO%20DE%20DISSERTAÇÕES%20E%20TESES/2016/Tese%20Doutorado%20-%20FBMFB_FINAL%2006102016.docx%23_Toc463598923
file:///Z:/GESTÃO%20DO%20SBI/UGBs/UGB-RE/NORMALIZAÇÃO%20DE%20DISSERTAÇÕES%20E%20TESES/CORREÇÃO%20DE%20DISSERTAÇÕES%20E%20TESES/2016/Tese%20Doutorado%20-%20FBMFB_FINAL%2006102016.docx%23_Toc463598923
file:///Z:/GESTÃO%20DO%20SBI/UGBs/UGB-RE/NORMALIZAÇÃO%20DE%20DISSERTAÇÕES%20E%20TESES/CORREÇÃO%20DE%20DISSERTAÇÕES%20E%20TESES/2016/Tese%20Doutorado%20-%20FBMFB_FINAL%2006102016.docx%23_Toc463598923
file:///Z:/GESTÃO%20DO%20SBI/UGBs/UGB-RE/NORMALIZAÇÃO%20DE%20DISSERTAÇÕES%20E%20TESES/CORREÇÃO%20DE%20DISSERTAÇÕES%20E%20TESES/2016/Tese%20Doutorado%20-%20FBMFB_FINAL%2006102016.docx%23_Toc463598923
file:///Z:/GESTÃO%20DO%20SBI/UGBs/UGB-RE/NORMALIZAÇÃO%20DE%20DISSERTAÇÕES%20E%20TESES/CORREÇÃO%20DE%20DISSERTAÇÕES%20E%20TESES/2016/Tese%20Doutorado%20-%20FBMFB_FINAL%2006102016.docx%23_Toc463598923
file:///Z:/GESTÃO%20DO%20SBI/UGBs/UGB-RE/NORMALIZAÇÃO%20DE%20DISSERTAÇÕES%20E%20TESES/CORREÇÃO%20DE%20DISSERTAÇÕES%20E%20TESES/2016/Tese%20Doutorado%20-%20FBMFB_FINAL%2006102016.docx%23_Toc463598923
file:///Z:/GESTÃO%20DO%20SBI/UGBs/UGB-RE/NORMALIZAÇÃO%20DE%20DISSERTAÇÕES%20E%20TESES/CORREÇÃO%20DE%20DISSERTAÇÕES%20E%20TESES/2016/Tese%20Doutorado%20-%20FBMFB_FINAL%2006102016.docx%23_Toc463598923
file:///Z:/GESTÃO%20DO%20SBI/UGBs/UGB-RE/NORMALIZAÇÃO%20DE%20DISSERTAÇÕES%20E%20TESES/CORREÇÃO%20DE%20DISSERTAÇÕES%20E%20TESES/2016/Tese%20Doutorado%20-%20FBMFB_FINAL%2006102016.docx%23_Toc463598923
file:///Z:/GESTÃO%20DO%20SBI/UGBs/UGB-RE/NORMALIZAÇÃO%20DE%20DISSERTAÇÕES%20E%20TESES/CORREÇÃO%20DE%20DISSERTAÇÕES%20E%20TESES/2016/Tese%20Doutorado%20-%20FBMFB_FINAL%2006102016.docx%23_Toc463598923
file:///Z:/GESTÃO%20DO%20SBI/UGBs/UGB-RE/NORMALIZAÇÃO%20DE%20DISSERTAÇÕES%20E%20TESES/CORREÇÃO%20DE%20DISSERTAÇÕES%20E%20TESES/2016/Tese%20Doutorado%20-%20FBMFB_FINAL%2006102016.docx%23_Toc463598923
file:///Z:/GESTÃO%20DO%20SBI/UGBs/UGB-RE/NORMALIZAÇÃO%20DE%20DISSERTAÇÕES%20E%20TESES/CORREÇÃO%20DE%20DISSERTAÇÕES%20E%20TESES/2016/Tese%20Doutorado%20-%20FBMFB_FINAL%2006102016.docx%23_Toc463598923
file:///Z:/GESTÃO%20DO%20SBI/UGBs/UGB-RE/NORMALIZAÇÃO%20DE%20DISSERTAÇÕES%20E%20TESES/CORREÇÃO%20DE%20DISSERTAÇÕES%20E%20TESES/2016/Tese%20Doutorado%20-%20FBMFB_FINAL%2006102016.docx%23_Toc463598923

Figura 5 -

Figura 6 -

Figura 7 -

Figura 8 -

Figura 9 -

sendo que as bactérias plancténicas sem LapA ficam impedidas de

se aderirem novamente a uma SUPerfiCie. ........ccccceeeeriiiiiiiiiiiieeee e

A) Modelos estruturais para a proteina LapD completa na forma
auto-inibida e ativa ligada a c-di-GMP baseados nas estruturas
cristalinas e estudos in vitro e in vivo. Somente a forma ligada com
c-di-GMP é capaz de ligar-se a LapG no periplasma. O dominio
HAMP foi modelado por homologia com base em alinhamentos
sequenciais e informacbes estruturais disponiveis.>* B) Modelo
para o controle da formacédo de biofiime mediado por LapD. O
desenho representa o modelo atual baseado nas analises

estruturais @ outros resultados. 2 .....oooouee i

Representacdo da predi¢do e disposi¢cdo dos dominios REC, PAS,

GGDEF e EAL da FimX de Pseudomonas aeruginosa.............ccc..e......

A) Alinhamento estrutural do complexo PilZ-FImXEAL e LapD
GGDEF-EAL apo. As estruturas estdo coloridas de forma a
identificar as diferentes regides, sendo a PilZ (amarelo), FimXEAL
(verde e azul) e GGDEF (salmao), EAL (ciano) e hélice S (laranja)
da LapDGGDEF-EAL. A ligacdo do c-di-GMP na FimX esta
disposta na cor vermelha. O barril TIM do dominio EAL da LapD e
FimX foram usados como base do alinhamento estrutural. B) A
figura ilustra a proposta de mecanismo para as duas possiveis
conformagdes dos dominios GGDEF-EAL da FimX dadas através
da interacdo com PilZ e c-di-GMP. Na linha superior, podemos
observar os dominios GGDEF-EAL em conformacgéo fechada na
auséncia de c-di-GMP e PilZ, de forma similar ao observado com a
apo-LapDGGDEF-EAL.** Essa conformacdo é estabilizada pela
interacdo do barril TIM do dominio EAL com a hélice S (superior
esquerda), onde na LapDGGDEF-EAL, essa conformacdo impede
a interacdo da proteina com c-di-GMP. Como os dominios GGDEF-
EAL da XacFimX e P. fluorescens LapD apresentam,
respectivamente, apenas 25% e 39% de identidade e similaridade
de sequéncia, nao foi possivel elucidar se o c-di-GMP poderia se
ligar a FimX em conformacdo fechada (como indicada na
representacdo transparente — superior direita). Nas figuras na
regido central e abaixo, observamos que os dominios GGDEF e
EAL podem se dissociar, passando entdo para a conformacao
aberta, que permite a ligacdo de c-di-GMP (estrela vermelha) e

tAMBDEM A PilZ.50 ettt

Representacdo Da predicdo e disposicdo das hélices
transmembranares e dominios PAS, GGDEF e EAL da MorA de

Pseudomonas aeruginosa. TM: Hélice transmembranar. .....................

Estrutura Cristalografica dos dominios GGDEF-EAL da MorA. A)
Na presenca de c-di-GMP, a estrutura da MorA apresenta a
formacdo de um dimero. B) Com a sobreposi¢do das estruturas
nos dois estados oligoméricos, mondémero (azul claro) na auséncia
de c-di-GMP e dimero (azul escuro) na presenca de c-di-GMP. A
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Figura 10 -

Figura 11 -

Figura 12 -

Figura 13 -

Figura 14 -

Figura 15 -

Figura 16 -

hélice repressora, a5 destacada também em (A), muda a
orientacdo e tamanho (C) de acordo com o estado oligomérico da
enzima, afetando estruturalmente a posicdo dos asparticos que
coordenam a ligacdo do Mg?*, onde no monémero néo ha atividade
pois os asparticos ficam afastados do sitio ativo, porém, a extensao
do loop na forma dimérica permite que os residuos se posicionem
de forma a coordenar os metais e o substrato de forma adequada

para promover a hidrélise.20...........cccoviiii i

Presenca de mutantes de GG(D/E)EF/EAL de Salmonella
typhimurium UMR1 no bolo fecal de ratos tratados com
estreptomicina. Ratos tratados com estreptomicina foram
infectados com quatro grupos de cepas (selvagem e trés mutantes
de GG(D/E)EF/EAL). As variacbes dos mutantes no intestino dos
ratos foram avaliadas pela contagem de unidades de colGnias
formadas (CFU) por grama de fezes até 30 dias depois da
infecgdo. Trés dos vinte mutantes (STM2672, STM3615 e
STM4551) sumiram de forma mais rapida do intestino dos

o7 T 0 [0 g To (o] g o o 13RS

Predicado de hélices transmembranares da STM3615 realizada pelo
servidor TMHMM. As regides vermelhas demonstram a alta
probabilidade de regides transmembranares no N-terminal

(peptideo sinal) e logo antes do domino HAMP. ............cccccvvvvvvinennnnnns

Andlise da delimitacdo dos dominios HAMP (verde), GGDEF

(vermelno) @ EAL (QzZUI) .....uuuiiiiiiiiiiiiiii

Andlise computacional para predicdo de estruturas secundarias da

STM3615 pelo servidor PSIPRED..........coooooiiiii,

Representacdo da predicdo e disposicdo dos dominios
periplasmatico, HAMP, GGDEF, EAL e hélices transmembranares
da STM3615 de Salmonella enterica. TM: Hélice Transmembranar,

DP: dominio periplasmatiCo. ............ccooveeeeiiiiiiiiiiii e

Clonagem das construgfes da STM3615: Analise eletroforética do
produto de PCR e de restricdo em gel de agarose 0,8%. (A) e (C)
MM) Padrdo de massa molecular, 1) DP36-145 (327 Kb); 2) DP36-150
(342 Kb); 3) DP36-15 (357 Kb); 4) DP4150 (312Kb); 5) DPA415%
(327Kb); 6) DP46-145 (342 Kb); 7) DP4-150 (297 Kb); 8) DP46-145
(312Kb). (B) e (D) MM) Padrdo de massa molecular, 1) HAMP-
GGDEF-EAL68657 (1467 Kb); 2) HAMP-GGDEF-EAL73-657 (1452
Kb); 3) GGDEF-EAL?07657 (1350 Kb) 4) GGDEF-EAL?31657 (1278
Kb); 5) GGDEF-EAL236657 (1263 Kb); 6) GGDEF-EAL24-657 (1248

Purificacdo da construcdo GGDEF_EAL?%26%8 (A) Gel SDS-PAGE
15%, onde podemos observar: (A) (1) Marcador molecular, (2) Pré-
Inducéo, (3) Induzido, (4) Pellet, (5) Sobrenadante, (6) Eluicdo da
coluna de afinidade, (7) Clivagem com UPL1 e (8) GGDEF_EALZ"
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Figura 17 -

Figura 18 -

Figura 19 -

Figura 20 -

Figura 21 -

657 ap6s cromatografia de exclusdo molecular. (B) Cromatograma
de exclusdo molecular da GGDEF_EAL?42%6 com a coluna

SUPErdex7’s 16/60. .......oouuuuiiiieee e

Cromatografia de Exclusdo Molecular analitica: dominios
citoplasmaticos HAMP-GGDEF-EAL1846%8 (preto), GGDEF-EAL?**
668 (vermelho), EALS3%92%68 (azul), HAMP-GGDEF!84%° (verde) e
GGDEF?#23%9 (magenta) da STM3615. A) Curvas de eluicdo das
construgcbes na coluna superdex200 10/300: HAMP-GGDEF-
EAL'4-668: 12 94 mL, GGDEF-EAL?42:668; 13,42 mL, EAL: 15,23 mL,
HAMP-GGDEF1-3%9: 1564 mL e GGDEF?2423%99; 18,21 mL. B)
Calibracdo da coluna superdex200 10/300 com proteinas-padrao e
ajuste dos pontos experimentais na curva de calibracdo dos
dominios. C) Gel SDS 15% de amostras dos dominios HAMP-
GGDEF-EAL813%9 (1) GGDEF-EAL242668 (2) EAL392668 (3),

HAMP-GGDEF181-39 (4) @ GGDEF242-3% (5)..........oovvosveerseersesresenees

Curvas de espalhamento de raios-X a baixo angulo, curvas de
distribuicdo de distancias e modelos de SAXS. Podemos observar
gue para as trés constru¢cées, HAMP-GGDEF-EAL (A), GGDEF-
EAL231-657 (B) e EAL (C), as curvas de experimentais se ajusta bem
em relacdo aos modelos de baixa resolucao obtidos e também as
estruturas cristalograficas mostrando na insercdo as curvas de
Guiniert? gque demonstram a qualidade satisfatéria dos dados
obtidos. Todos os modelos apresentados foram comparados a
estrutura cristalografica dos dominios GGDEF-EAL, obtida neste
trabalho, apresentadas em trés disposi¢des, rotacionadas de 90°
em relacdo a anterior. A figura D, ilustra a sobreposicdo das curvas
de distribuicAo de distancias e dos trés modelos obtidos.
Observamos também que conforme esperado, as curvas de
distribuicdo de distancias possuem diametros maximos diferentes
para cada uma das construcfes analisadas, sendo maior para a

HAMP-GGDEF-EAL e menor para EAL (D)......ccooovviiiiiiiii

Caracterizacao do produto da hidrélise do c-di-GMP pela GGDEF-
EAL242668 Na figura A apresentamos o cromatograma completo e
em B destacamos os picos que foram submetidos para analises de
espectrometria de massas. As curvas em preto representam o c-di-
GMP, utilizado aqui como controle do experimento (condicdo
inicial), com pico em aproximadamente 9.3 minutos. As curvas em
azul, referem-se ao produto da reacdo enzimética da construcédo
GGDEF-EAL?#2668 com c¢-di-GMP, o pGpG, com pico em

aproximadamente 9 MINULOS...........oiviiiiiiiie e

Espectro de massas dos produtos de reacédo com a fosfodiesterase
com c-di-GMP. Os picos com a relagdo carga/massa equivalentes
a 6915 e 709.6 correspondem ao c-di-GMP e 5pGpG,

FESPECHVAMENTE. ...uiiiiiiii e e e e e e e e e e e e eaees

Caracterizagdo da atividade enzimatica das constru¢des HAMP-
GGDEF-EAL84668  HAMP-GGDEF!81-3%99  GGDEF?#?-3%, GGDEF-

.58

.65


file:///Z:/GESTÃO%20DO%20SBI/UGBs/UGB-RE/NORMALIZAÇÃO%20DE%20DISSERTAÇÕES%20E%20TESES/CORREÇÃO%20DE%20DISSERTAÇÕES%20E%20TESES/2016/Tese%20Doutorado%20-%20FBMFB_FINAL%2006102016.docx%23_Toc463598935
file:///Z:/GESTÃO%20DO%20SBI/UGBs/UGB-RE/NORMALIZAÇÃO%20DE%20DISSERTAÇÕES%20E%20TESES/CORREÇÃO%20DE%20DISSERTAÇÕES%20E%20TESES/2016/Tese%20Doutorado%20-%20FBMFB_FINAL%2006102016.docx%23_Toc463598935
file:///Z:/GESTÃO%20DO%20SBI/UGBs/UGB-RE/NORMALIZAÇÃO%20DE%20DISSERTAÇÕES%20E%20TESES/CORREÇÃO%20DE%20DISSERTAÇÕES%20E%20TESES/2016/Tese%20Doutorado%20-%20FBMFB_FINAL%2006102016.docx%23_Toc463598935
file:///Z:/GESTÃO%20DO%20SBI/UGBs/UGB-RE/NORMALIZAÇÃO%20DE%20DISSERTAÇÕES%20E%20TESES/CORREÇÃO%20DE%20DISSERTAÇÕES%20E%20TESES/2016/Tese%20Doutorado%20-%20FBMFB_FINAL%2006102016.docx%23_Toc463598937
file:///Z:/GESTÃO%20DO%20SBI/UGBs/UGB-RE/NORMALIZAÇÃO%20DE%20DISSERTAÇÕES%20E%20TESES/CORREÇÃO%20DE%20DISSERTAÇÕES%20E%20TESES/2016/Tese%20Doutorado%20-%20FBMFB_FINAL%2006102016.docx%23_Toc463598937
file:///Z:/GESTÃO%20DO%20SBI/UGBs/UGB-RE/NORMALIZAÇÃO%20DE%20DISSERTAÇÕES%20E%20TESES/CORREÇÃO%20DE%20DISSERTAÇÕES%20E%20TESES/2016/Tese%20Doutorado%20-%20FBMFB_FINAL%2006102016.docx%23_Toc463598937
file:///Z:/GESTÃO%20DO%20SBI/UGBs/UGB-RE/NORMALIZAÇÃO%20DE%20DISSERTAÇÕES%20E%20TESES/CORREÇÃO%20DE%20DISSERTAÇÕES%20E%20TESES/2016/Tese%20Doutorado%20-%20FBMFB_FINAL%2006102016.docx%23_Toc463598937
file:///Z:/GESTÃO%20DO%20SBI/UGBs/UGB-RE/NORMALIZAÇÃO%20DE%20DISSERTAÇÕES%20E%20TESES/CORREÇÃO%20DE%20DISSERTAÇÕES%20E%20TESES/2016/Tese%20Doutorado%20-%20FBMFB_FINAL%2006102016.docx%23_Toc463598937
file:///Z:/GESTÃO%20DO%20SBI/UGBs/UGB-RE/NORMALIZAÇÃO%20DE%20DISSERTAÇÕES%20E%20TESES/CORREÇÃO%20DE%20DISSERTAÇÕES%20E%20TESES/2016/Tese%20Doutorado%20-%20FBMFB_FINAL%2006102016.docx%23_Toc463598937
file:///Z:/GESTÃO%20DO%20SBI/UGBs/UGB-RE/NORMALIZAÇÃO%20DE%20DISSERTAÇÕES%20E%20TESES/CORREÇÃO%20DE%20DISSERTAÇÕES%20E%20TESES/2016/Tese%20Doutorado%20-%20FBMFB_FINAL%2006102016.docx%23_Toc463598937
file:///Z:/GESTÃO%20DO%20SBI/UGBs/UGB-RE/NORMALIZAÇÃO%20DE%20DISSERTAÇÕES%20E%20TESES/CORREÇÃO%20DE%20DISSERTAÇÕES%20E%20TESES/2016/Tese%20Doutorado%20-%20FBMFB_FINAL%2006102016.docx%23_Toc463598937
file:///Z:/GESTÃO%20DO%20SBI/UGBs/UGB-RE/NORMALIZAÇÃO%20DE%20DISSERTAÇÕES%20E%20TESES/CORREÇÃO%20DE%20DISSERTAÇÕES%20E%20TESES/2016/Tese%20Doutorado%20-%20FBMFB_FINAL%2006102016.docx%23_Toc463598937
file:///Z:/GESTÃO%20DO%20SBI/UGBs/UGB-RE/NORMALIZAÇÃO%20DE%20DISSERTAÇÕES%20E%20TESES/CORREÇÃO%20DE%20DISSERTAÇÕES%20E%20TESES/2016/Tese%20Doutorado%20-%20FBMFB_FINAL%2006102016.docx%23_Toc463598937
file:///Z:/GESTÃO%20DO%20SBI/UGBs/UGB-RE/NORMALIZAÇÃO%20DE%20DISSERTAÇÕES%20E%20TESES/CORREÇÃO%20DE%20DISSERTAÇÕES%20E%20TESES/2016/Tese%20Doutorado%20-%20FBMFB_FINAL%2006102016.docx%23_Toc463598937
file:///Z:/GESTÃO%20DO%20SBI/UGBs/UGB-RE/NORMALIZAÇÃO%20DE%20DISSERTAÇÕES%20E%20TESES/CORREÇÃO%20DE%20DISSERTAÇÕES%20E%20TESES/2016/Tese%20Doutorado%20-%20FBMFB_FINAL%2006102016.docx%23_Toc463598937
file:///Z:/GESTÃO%20DO%20SBI/UGBs/UGB-RE/NORMALIZAÇÃO%20DE%20DISSERTAÇÕES%20E%20TESES/CORREÇÃO%20DE%20DISSERTAÇÕES%20E%20TESES/2016/Tese%20Doutorado%20-%20FBMFB_FINAL%2006102016.docx%23_Toc463598937
file:///Z:/GESTÃO%20DO%20SBI/UGBs/UGB-RE/NORMALIZAÇÃO%20DE%20DISSERTAÇÕES%20E%20TESES/CORREÇÃO%20DE%20DISSERTAÇÕES%20E%20TESES/2016/Tese%20Doutorado%20-%20FBMFB_FINAL%2006102016.docx%23_Toc463598937
file:///Z:/GESTÃO%20DO%20SBI/UGBs/UGB-RE/NORMALIZAÇÃO%20DE%20DISSERTAÇÕES%20E%20TESES/CORREÇÃO%20DE%20DISSERTAÇÕES%20E%20TESES/2016/Tese%20Doutorado%20-%20FBMFB_FINAL%2006102016.docx%23_Toc463598937
file:///Z:/GESTÃO%20DO%20SBI/UGBs/UGB-RE/NORMALIZAÇÃO%20DE%20DISSERTAÇÕES%20E%20TESES/CORREÇÃO%20DE%20DISSERTAÇÕES%20E%20TESES/2016/Tese%20Doutorado%20-%20FBMFB_FINAL%2006102016.docx%23_Toc463598937
file:///Z:/GESTÃO%20DO%20SBI/UGBs/UGB-RE/NORMALIZAÇÃO%20DE%20DISSERTAÇÕES%20E%20TESES/CORREÇÃO%20DE%20DISSERTAÇÕES%20E%20TESES/2016/Tese%20Doutorado%20-%20FBMFB_FINAL%2006102016.docx%23_Toc463598938
file:///Z:/GESTÃO%20DO%20SBI/UGBs/UGB-RE/NORMALIZAÇÃO%20DE%20DISSERTAÇÕES%20E%20TESES/CORREÇÃO%20DE%20DISSERTAÇÕES%20E%20TESES/2016/Tese%20Doutorado%20-%20FBMFB_FINAL%2006102016.docx%23_Toc463598938
file:///Z:/GESTÃO%20DO%20SBI/UGBs/UGB-RE/NORMALIZAÇÃO%20DE%20DISSERTAÇÕES%20E%20TESES/CORREÇÃO%20DE%20DISSERTAÇÕES%20E%20TESES/2016/Tese%20Doutorado%20-%20FBMFB_FINAL%2006102016.docx%23_Toc463598938
file:///Z:/GESTÃO%20DO%20SBI/UGBs/UGB-RE/NORMALIZAÇÃO%20DE%20DISSERTAÇÕES%20E%20TESES/CORREÇÃO%20DE%20DISSERTAÇÕES%20E%20TESES/2016/Tese%20Doutorado%20-%20FBMFB_FINAL%2006102016.docx%23_Toc463598938
file:///Z:/GESTÃO%20DO%20SBI/UGBs/UGB-RE/NORMALIZAÇÃO%20DE%20DISSERTAÇÕES%20E%20TESES/CORREÇÃO%20DE%20DISSERTAÇÕES%20E%20TESES/2016/Tese%20Doutorado%20-%20FBMFB_FINAL%2006102016.docx%23_Toc463598938
file:///Z:/GESTÃO%20DO%20SBI/UGBs/UGB-RE/NORMALIZAÇÃO%20DE%20DISSERTAÇÕES%20E%20TESES/CORREÇÃO%20DE%20DISSERTAÇÕES%20E%20TESES/2016/Tese%20Doutorado%20-%20FBMFB_FINAL%2006102016.docx%23_Toc463598938
file:///Z:/GESTÃO%20DO%20SBI/UGBs/UGB-RE/NORMALIZAÇÃO%20DE%20DISSERTAÇÕES%20E%20TESES/CORREÇÃO%20DE%20DISSERTAÇÕES%20E%20TESES/2016/Tese%20Doutorado%20-%20FBMFB_FINAL%2006102016.docx%23_Toc463598938
file:///Z:/GESTÃO%20DO%20SBI/UGBs/UGB-RE/NORMALIZAÇÃO%20DE%20DISSERTAÇÕES%20E%20TESES/CORREÇÃO%20DE%20DISSERTAÇÕES%20E%20TESES/2016/Tese%20Doutorado%20-%20FBMFB_FINAL%2006102016.docx%23_Toc463598938
file:///Z:/GESTÃO%20DO%20SBI/UGBs/UGB-RE/NORMALIZAÇÃO%20DE%20DISSERTAÇÕES%20E%20TESES/CORREÇÃO%20DE%20DISSERTAÇÕES%20E%20TESES/2016/Tese%20Doutorado%20-%20FBMFB_FINAL%2006102016.docx%23_Toc463598938
file:///Z:/GESTÃO%20DO%20SBI/UGBs/UGB-RE/NORMALIZAÇÃO%20DE%20DISSERTAÇÕES%20E%20TESES/CORREÇÃO%20DE%20DISSERTAÇÕES%20E%20TESES/2016/Tese%20Doutorado%20-%20FBMFB_FINAL%2006102016.docx%23_Toc463598939
file:///Z:/GESTÃO%20DO%20SBI/UGBs/UGB-RE/NORMALIZAÇÃO%20DE%20DISSERTAÇÕES%20E%20TESES/CORREÇÃO%20DE%20DISSERTAÇÕES%20E%20TESES/2016/Tese%20Doutorado%20-%20FBMFB_FINAL%2006102016.docx%23_Toc463598939
file:///Z:/GESTÃO%20DO%20SBI/UGBs/UGB-RE/NORMALIZAÇÃO%20DE%20DISSERTAÇÕES%20E%20TESES/CORREÇÃO%20DE%20DISSERTAÇÕES%20E%20TESES/2016/Tese%20Doutorado%20-%20FBMFB_FINAL%2006102016.docx%23_Toc463598939
file:///Z:/GESTÃO%20DO%20SBI/UGBs/UGB-RE/NORMALIZAÇÃO%20DE%20DISSERTAÇÕES%20E%20TESES/CORREÇÃO%20DE%20DISSERTAÇÕES%20E%20TESES/2016/Tese%20Doutorado%20-%20FBMFB_FINAL%2006102016.docx%23_Toc463598939

EAL24%668 @ EALS92-399  A) As construcdes que possuem o dominio
GGDEF, foram incubadas com GTP e analisadas posteriormente
por HPLC. A figura nos mostra que para nenhuma construcao
foram obtidos picos de c-di-GMP, ou seja, os dominios GGDEF
encontram-se na forma inativa. B) As constru¢cdes que possuem
dominio EAL foram submetidas a ensaios com o substrato c-di-
GMP e como podemos observar na figura ampliada (C), todas elas
apresentaram um pico correspondente a pGpG, mostrando que
todas as CconNStruGies SA0 AtIVAS. .......ccoveeeeeeiieiiiiiiie e ee e e e e eeaaens 66

Figura 22 - Cristais e padrdes de difracdo da GGDEF_EAL?%2:6¢8 A) Cristais
obtidos na condicdo 15% tacsimate pH7,0 (Hampton), 0,1 M
HEPES pH7,0 e 4% PEG 3350 e padrio de difracdo a 3,5 A. B)
Cristais obtidos com a proteina contendo selenometionina na
condi¢cdo 10% m/v PEG4000, 20% v/v Glicerol, 0,03 M Haletos e
0,1 M MES/Imidazol pH 6,5 e padrdo de difracdo a 2,8 A. C)
Cristais obtidos na condicdo 10% m/v PEG 8000, 20% v/v
Etilenoglicol, 0,03 M NPS e 0,1 M MES/Imidazol pH 6,5 e padréo
de difraCBo @ 2,5 A. ..o 68

Figura 23 - Cristais do DP#6-150, Cristais obtidos para a construgdo DP#5150 na
condi¢do 10% m/v PEG 20000, 20% v/v PEG MME 550, 0,02 M de
D-glicose, D-manose, D-galactose, L-fucose, D-Xilose, N-acetil-D-
glucosamina, 0,1 M bicina/Trizma base pH8,5...........coooiiiiiiii, 70

Figura 24 - Estrutura cristalogréfica dos dominios GGDEF e EAL da STM3615.
A) Estrutura, na forma de um homodimero ativo para
fosfodiesterase, com cada unidade em cores diferentes,
destacando os dominios GGDEF (azul) e EAL (verde), unidos por
uma hélice a (amarelo). B) ldentificagdo da conformacdo dos
dominios EAL (em verde) formado por 8 hélices a e 8 fitas B na
conformacdo de um barril alpha-beta e GGDEF (em azul), na
conformacao de um sanduiche alpha-beta, composto por uma folha
B central de 4 fitas B antiparalelas, envolta por 5 hélices a.................... 71

Figura 25 - Conservacdo de residuos dos dominios GGDEF e EAL da
STM3615. A) A figura apresenta a analise de conservagdo dos
residuos necessarios para promover a atividade catalitica do
dominio EAL gerada pelo programa WebLogo, sendo eles o E444,
N502, E534, E537, D564 ,K588 e E621, respectivamente. B)
Sobreposicdo do dominio EAL da STM3615 com o c-di-GMP da
estrutura da fosfodiesterase de Thiobacillus denitrificans
(PDB:3N3T), destacando a posicdo dos residuos E444, N502,
E534, E537, D564 ,K588 e E621, identificados como responsaveis
pela hidrdlise do c-di-GMP. C) Através do alinhamento mdaltiplo de
sequéncias e o score dado a conservacdo dos residuos pelo
programa Consurf, podemos verificar que a regido mais
conservada dos dominios é a regido catalitica do barril do EAL,
mostrada ao lado esquerdo da figura. D) Sobreposi¢cao do dimero
dos dominios GGDEF_EAL da STM3615 com o c-di-GMP do PDB
3N3T, onde observa-se que as moléculas de c-di-GMP estdo em
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Figura 26 -

Figura 27 -

Figura 28 -

Figura 29 -

posicOes relativas diferentes se comparadas entre as unidades

INIONOMIBIICAS. .. et eee e e et

Comparacdo das hélices entre os dominios GGDEF e EAL:
STM3615, MorA, FimX e LapD. Através da sobreposicdo das
estruturas é podemos observar que as quatro estruturas possuem
uma hélice a na regido que conecta os dominios, porém, as hélices
das proteinas com residuos cataliticos conservados, STM3615 e
MorA, tem tamanho proporcionalmente maior que os receptores de
c-di-GMP, LapD e FimX, fazendo com que sua estrutura esteja em

uma forma mais €SteNAida. .. .. ovinieeeee e

Conservacao dos dominios GGDEF e EAL. Podemos observar que
entre as sequéncias apresentadas, somente a WspR possui o0 sitio
de inibicho RxxD e a regido catalitica GGEEF conservadas. As
demais proteinas estdo divididas entre as ativas e ndo ativas para

FOSTOIESIEIASE. . .eneeeeeeeee e e

Predicdo de estrutura secundaria de sequéncias com EAL
conservado e degenerado. As diversas sequéncias da regido da
hélice que conecta os dominios GGDEF e EAL, determinadas pelo
alinhamento da sequéncia conhecida para a STM3615, possuem
um padrdo onde a hélice sempre esta entre duas fitas betas,
porém, ao compararmos as hélices do grupo com EAL conservado
e nao conservado, observa-se um padrdo diferente entre elas,
onde aquelas com EAL conservado sdo maiores e com média de
21 residuos e aquelas com EAL degenerado sdo menores, ou

duplas, em média com 15 resSiduOS. .........coovvrviiiiiiieeiiieeecee e,

Representacdo do numero de sequéncias com dominios GGDEF-
EAL quanto a atividade, predicdo de estrutura secundaria e sitio
inibitério do dominio GGDEF. A) Entre as 150 sequéncias, nota-se
gue a maior parte encontra-se na porcdo onde os residuos
fundamentais para a catalise estdo conservados e a minoria na
parcela em que apenas os residuos cataliticos do dominio GGDEF
nao estdo conservados. B) O numero de residuos entre as fitas das
extremidades onde encontra-se a hélice ndo apresenta grandes
variacbes, porém, ao analisar o tamanho das hélices, observa-se
uma similaridade entre o niumero de residuos que formam a hélice
que conecta os dominios GGDEF e EAL para a fracdo em que
residuos cataliticos conservados apenas no dominio EAL ou para
ambos os dominios, sugerindo entdo que de maneira geral estes
possuem hélices estendidas, enquanto para o caso em que temos
apenas o dominio GGDEF conservado e GGDEF-EAL néo
conservados, os dados sugerem hélices mais curtas. C) Entre as
sequéncias analisadas, para o0s dominios GGDEF-EAL
conservados, a presenca do sitio inibitério RxxD estava presente
em pouco mais da metade das sequéncias, sugerindo dois
mecanismos distintos para a regulacéo da sintese e degradacao de
c-di-GMP nessa situacdo. A presenca do RxxD no caso onde
nenhum dos dominios apresenta 0s residuos cataliticos
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Figura 30 -

Figura 31 -

Figura 32 -

Figura 33 -

conservados ou conservados apenas no EAL, possuem baixa taxa
de sitio inibitério, provavelmente porque este ndo tem nenhum
papel fundamental nas duas situacdes, diferentemente do caso
onde apenas os residuos cataliticos do dominio GGDEF estdo
conservados, em que todas as sequéncias apresentaram RxxD

(o0 ] g1 =1 877 Lo [0 TN UE TP

Andlise da sequéncia de aminoacidos e estrutura cristalografica da
MorA de acordo com a atividade catalitica. A) Alinhamento da
sequéncia de MorA e WspR de Pseudomonas aeruginosa,
mostrando a auséncia do sitio inibitério que é dado pelo motivo
RxxD, destacado em azul, cinco residuos a esquerda do motivo
GGDEF. B) Segundo Phippen e colaboradores, a atividade
catalitica de diguanilato ciclase ocorre em construcbes que
apresentam somente o dominio GGDEF ou simultaneamente de
acordo com a construcdo que apresenta os dominios GGDEF-EAL,
0 que nao é justificado por (C), ja que quando o dominio EAL
encontra-se na forma dimérica, os dominios GGDEF estdo em

disposi¢cdes opostas, 0 que ndo permitem sua atividade catalitica. .....

Comparacao das hélices a5 do monémero e dimero da MorA e
STM3615. A) e B) Se comparada as hélices a5 do monémero (lilas)
e dimero da MorA (vermelho), a estrutura da STM3615 (azul)
apresenta essa hélice mais proxima ao monémero da MorA,
mesmo apresentando o dimero na estrutura cristalografica obtida.
C) Se compararmos uma regido um pouco maior que apenas as
hélices, notamos que os residuos da STM3615 estdo em
disposicdo nas quais poderiam coordenar os dois metais
necessarios para promover a hidrélise do c-di-GMP e a fenilalanina
que coordena o c-di-GMP no sitio catalitico encontra-se em

posicao intermediéria a tirosina do monémero e dimero da MorA. ......

Proposta de mecanismo para MorA. Em baixos niveis de c-di-GMP,
os dominios GGDEF encontram-se na forma dimérica com seus
sitios cataliticos com arranjo face-a-face, inativando a
fosfodiesterase e contribuindo para o aumento do pool de c-di-GMP
local (esquerda). Ja em altos niveis de c-di-GMP, a fosfodiesterase
toma a forma dimérica, inativando a fosfodiesterase, auxiliando na

regulacéo do pool de c-di-GMP local (direita). ........c.coovvvviieiiieeeeeeennnn,

Hipétese de mecanismo de acdo da STM3615. A STM3615,
através de interacbes com outras proteinas como diguanilato
ciclases (DGC) e fosfodiesterases (FDE) controlam o pool de c-di-
GMP constante. Um estimulo no dominio periplasmético é
transmitido através do dominio HAMP, alterando o pool de c-di-
GMP, através do deslocamento de algumas das proteinas
envolvidas no mecanismo, diminuindo a concentracdo local do

nucleotideo e sinalizando a dispersao do biofilme bacteriano..............
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1 INTRODUCAO

Recentemente, muita énfase tem sido dada a nocdo de que culturas
bacterianas ndo s0 existem como uma suspensdo de células individuais, mas
também aparecem e funcionam como comunidades multicelulares, os chamados

biofilmes.12

As bactérias possuem dois estagios de vida distintos: plancténica, onde as
células séo individuais e comportam-se independentemente, e biofilmes. Um biofilme
€ definido por uma comunidade bacteriana que adere a uma superficie e produz
uma matriz que envolve as células bacterianas, constituida de polissacarideos

extracelulares, proteinas e DNA (Figura 1).

Células

plancténicas o Desprendimento

O W -

g

Adesao

Secregao Crescimento

Substrato

Células
fixadas

Colonizagao e Biofilme maduro
formacao do biofilme (macrocoldnia)

Figura 1 - Representacéo do ciclo de formacao de biofilme. Bactérias podem reversivelmente aderir
a superficies. Expressdo de moléculas de adesdofornece uma forte base para que as

A

bactérias se tornem estaticas, levando a colonizagdo. As células entdo secretam uma
matriz extracelular consistente de moléculas poliméricas, induzindo a formacdo de
macrocol6nias. Cada estagio coincide com um padrdo de expressao de distintos genes,
sugerindo que a formacao de biofilme € um processo altamente regulado. Por fim, as
bactérias podem desprender-se da colbnia, novamente através de processos ativos e
regulados.?

Fonte: Adaptada de O'TOOLE; KAPLAN; KOLTER.?

Em particular, a formacdo de biofilmes desempenha um papel crucial nas
infec¢des hospitalares, na colonizacdo patologica de 6rgaos, implantes e cateteres,
e infeccBes causadas por patégenos oportunistas.'® Frequentemente, tais infeccdes
estdo além dos tratamentos tradicionais por apresentarem uma maior resisténcia
contra antibidticos, principalmente devido a alta concentracdo de bactérias
embebidas em uma matriz polimérica protetora e pela facilidade de transferéncia

horizontal de genes.1®
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1.1 Vias de sinalizacao mediadas por c-di-GMP

Ocupando papel central no processo de formacdo de biofilme, encontra-se
uma molécula mensageira encontrada apenas no mundo microbiano, a guanosina
monofosfato (3’-5-)-ciclica dimérica (c-di-GMP), responsavel pelo controle da
secrecdo, adesdo, motilidade celular e aumento na citotoxicidade!® (Figura 2). De
forma geral, niveis aumentados de c-di-GMP resultantes de alta atividade das
ciclases GGDEF levam a um aumento na formacdo de biofiime e inibem a
mobilidade mediada por flagelos.'”-1® Reciprocamente, baixos niveis do nucleotideo,
associados com a atividade fosfodiesterase das proteinas contendo o dominio EAL,
suprimem a adesdo de adesinas extracelulares, promovendo a dispersdo do
biofilme, e aumento da viruléncia bacteriana. Embora tais efeitos gerais tenham sido
demonstrados em varios estudos de super-expressdo,l’'® a atividade redundante
entre diferentes proteinas contendo dominios GGDEF e EAL no mesmo genoma é

somente aparente.

Frequentemente, proteinas com organizacdo de dominios e atividades
cataliticas similares apresentam respostas fisiolégicas distintas.'%2° Esse é
exatamente o caso para a familia de proteinas contendo GGDEF e/ou EAL em P.
aeruginosa. Um estudo em escala gendmica demonstrou que apenas algumas
proteinas apresentavam a tendéncia mencionada, correlacionando ciclases e
fosfodiesterases com aumento e diminuicdo da formagdo de biofilme,
respectivamente. Outras, no entanto, mostraram relacdo inversa ou nenhuma,
sugerindo que essas proteinas tenham funcdes especificas, atividades distintas e/ou

diferentes modos de regulagdo.'#

Os dominios proteicos responsaveis pela sintese e degradacéao de c-di-GMP,
as enzimas diguanilato ciclases (DGC) da familia GGDEF e as fosfodiesterases
(PDE) das familias EAL ou HD-GYP, respectivamente, tem sido identificados em
grande nimero e em quase todos os genomas bacterianos sequenciados até hoje.’
Tais dominios s&o encontrados sozinhos ou associados a outros modulos
sinalizadores. Também podem fazer parte de sistemas de sinalizacdo dois-
componentes, sugerindo uma correlagdo com a deteccdo de estimulos ambientais.

Apesar de recentes progressos comecarem a elucidar o funcionamento de algumas
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enzimas chaves dessa via,?*??> pouco se sabe sobre 0s mecanismos enzimaticos e

regulatérios que controlam os niveis celulares de c-di-GMP.
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Diguanilato Fosfodiesterases \
ciclases
- . "
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Mobilidade Viruléncia Formacao de Progresséo do ciclo celular
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de adesao

Figura 2 - Estrutura e fungdes fisiologicas de c-diGMP. A nivel celular, c-di-GMP é controlado por
diguanilato ciclases que possuem dominios GGDEF (vermelho) e fosfodiesterases
especificas que apresentam dominios EAL ou HD-GYP (azul). c-di-GMP pode, por
exemplo, reduzir a mobilidade por baixa expresséao flagelar em Pseudomonas aeruginosa
ou interferir com a fungdo motor de flagelos em Escherichia coli e C. crescentus. Baixos
niveis de c-di-GMP s&o necessarios para a expressado de genes de viruléncia aguda (por
exemplo, em Vibrio cholerae).'* Em todas as bactérias testadas, altas concentractes de c-
di-GMP estimularam a variacdo das fun¢bes associadas a biofilmes, como a formacéo de
fimbrias e varias outras matrizes de exopolissacarideos. 14

Fonte: Adaptada de HENGGE.**

1.2 Bioquimica da sintese e degradacéao de c-di-GMP

1.2.1 Sintese do c-di-GMP: o dominio GGDEF

A evidéncia genética apresentada por algumas pesquisas, como a de
Ausmees e colaboradores, sugere que o dominio GGDEF pode ser suficiente para
atividade de diguanilato ciclases.? 2325 Andlises de bioinforméatica da sequéncia e
estrutura do dominio GGDEF realizadas por Pei e Grishin relacionaram os dominios
a atividade de ciclases.?® Os autores descobriram que o dominio GGDEF possui

funcdo de adenilato/guanilato ciclases?’-? e propuseram que o dominio GGDEF é
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uma diguanilato ciclase predito por um loop envolvendo um motivo muito
conservado, GG(D/E)EF, sendo parte do sitio de ligacdo do substrato (GTP).
Posteriormente pesquisadores mostraram que a forma fosforilada da PleD é capaz
de converter GTP em c-di-GMP in vitro.?°-31

Benziman e colaboradores?® revelaram o mecanismo de -catalise dos
dominios GGDEF para formacédo de c-di-GMP a partir de duas moléculas de GTP
em uma reagdao de dois passos, com 5-pppGpG como intermediario e duas
moléculas de pirofosfato como subproduto. A natureza do dinucleotideo c-di-GMP
implica na necessidade dos dominios GGDEF se apresentarem como homodimeros
ativos, onde dois monémeros se juntam para formar um sitio ativo na interface
dimérica.®?> Cada mondmero do dominio GGDEF contribui com uma molécula de
GTP para a formagdo de uma ligacdo fosfodiester intermolecular. Nessa
configuragdo, o motivo GG(D/E)EF forma um hairpin,?® sendo que as duas primeiras
glicinas estdo envolvidas na ligacdo de GTP, enquanto o terceiro residuo do motivo
(asparagina/glutamico) é indispensavel para a catalise e também tem o papel de
coordenar ions metélicos juntamente com o quarto residuo do motivo, o &cido

glutamico.33-34

1.2.2 Hidrélise do c-di-GMP: dominios EAL e HD/GYP

Desde a elucidacdo funcional do dominio GGDEF quanto a sintese de c-di-
GMP, o dominio EAL passou a ser visto como possivel responsavel pela hidrélise do
dinucleotideo. Benziman e colaboradores purificaram uma fosfodiesterase de G.
xylinus e mostraram que essas proteinas hidrolisam c-di-GMP em di-GMP linear, ou
seja, 5’-pGpG. Para que haja atividade especifica das fosfodiesterases com c-di-
GMP, é necesséria a presenca de Mn?* ou Mg?*, enquanto que na presenca de Ca?*
a reacéo é fortemente inibida.®® A atividade do dominio EAL depende da estrutura
dos dois céations metalicos, coordenados por duas moléculas de agua, envolvidas

com o ataque hidrolitico na ligacéo fosfodiester do c-di-GMP.
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O produto da hidrdlise do c-di-GMP, 5-pGpG é posteriormente degradado
para um mondmero de pG aparentemente por enzimas diferentes que apresentam
atividade independente de Ca?*.2® Assim como o dominio GGDEF, os dominios EAL
com atividade de fosfodiesterase se caracterizam também como dimeros ou outros
oligbmeros in Vvitro.?2373 O estado dimérico é critico para a ativacdo da
fosfodiesterase,% 4° sendo compativel para promover a hidrélise quando a unidade

funcional do dominio EAL esta ligada com c-di-GMP.3538

1.3 Proteinas Dual Domain

Frequentemente os dominios GGDEF e EAL aparecem de forma isolada ou in
tandem na mesma cadeia. Essa Ultima classe de proteinas representa um enigma,
dada a potencial presenca de atividades antagbnicas na mesma enzima. No entanto,
a presenca dessas proteinas € recorrente nos genomas sequenciados até o
momento e representam uma grande parcela das proteinas contendo GGDEF ou
EAL, colocando-as em um papel central nas vias de sinalizacdo mediadas por c-di-
GMP. Quando presentes na mesma cadeia polipeptidica, os dominios GGDEF e
EAL podem se apresentar ambos ativos ou inativos, ou ainda um inativo e outro
ativo, sendo que os inativos podem ser receptores de c-di-GMP em interacdes
proteina-proteina ou proteina-RNA. Em geral esses dominios estdo presentes, por
exemplo, em proteinas modulares em conjunto com dominios REC, GAF, HAMP ou
PAS.41'42

Dentre essas diversas proteinas GGDEF-EAL envolvidas nas vias de
sinalizacdo mediadas por c-di-GMP, uma grande parcela, aproximadamente 70%,
possui hélices transmembranares (TM), responsaveis pelo ancoramento dessas
proteinas a membrana ou conexdo de dominios citoplasmaticos a dominios do
periplasma (DP). O dominio N-terminal DP geralmente é responsavel pelo
reconhecimento de estimulos ambientais e celulares'’43, como oxigenacdo do meio,
luminosidade, falta de nutrientes, antibiéticos ou até moléculas sinalizadoras, que

podem ativar os dominios citoplasmaticos com atividade diguanilato ciclase ou
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fosfodiesterase para entdo regular os niveis de c-di-GMP e consequentemente a

fisiologia e comportamento bacteriano.

Proteinas que apresentam os dominios GGDEF e EAL in tandem ainda sao
pouco descritas na literatura, com informacdes e estruturas apenas de algumas
disponiveis como a LapD de Pseudomonas fluorescens®844 MorA%45 e Fimx46-48 de
Pseudomonas aeruginosa e STM3615 de Salmonella entérica,>*° sendo a ultima, a
proteina de interesse do presente trabalho.

1.3.1 LapD — Pseudomonas fluorescens

Entre as proteinas transmembranares citadas, uma arquitetura (figura 4) de
particular interesse encontra-se de forma muito recorrente nos genomas bacterianos
sequenciados (704 sequéncias na base PFAM). Em comum, essa sub-classe
apresenta na porcdo C-terminal os dominios EAL e GGDEF seguido do dominio
HAMP, um médulo sinalizador muito encontrado em proteinas bacterianas
responsavel por mediar dimerizagdo e ativacdo atravées de mudancas
conformacionais.® Conectado ao dominio HAMP, em direcdo ao N-terminal, aparece
uma unica hélice transmembranar que liga a por¢ao citoplasmatica da proteina ao
dominio periplasmético, este geralmente bem variante, e de funcdo desconhecida,
exceto por um Unico caso. Somente uma proteina com tal arquitetura foi estudada
até o momento, LapD de P. fluorescens, sendo que seu mecanismo de sinalizacao
do citoplasma para o periplasma abriu um novo paradigma nas vias de sinalizacéao

mediadas por c-di-GMP.6:9.44
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Figura 3 - Representacdo da predicdo e disposicao das hélices transmembranares e dos dominios

periplasmatico, HAMP, GGDEF e EAL da LapD de Pseudomonas fluorescens. TM: Hélice
transmembranar; DP: Dominio periplasmatico.

Fonte: Elaborada pelo autor.

Resumidamente, em condi¢cdes de baixos niveis de c-di-GMP intracelular, a
proteina LapD encontra-se auto-inibida, permitindo que LapG, uma cisteino protease
periplasmatica, degrade especificamente a por¢cdo N-terminal de LapA, liberando-a
da superficie celular e promovendo a desestabilizacdo do biofilme. A medida que os
niveis de c-di-GMP aumentam, a ligacdo do nucleotideo na parte citoplasmatica de
LapD promove um aumento da afinidade de seu dominio periplasmatico por LapG,
sequestrando-a para a membrana interna. Dessa forma, a adeséo celular € mantida

através da localizacéo de LapA na superficie da bactéria (figura 4).°

Quando néo ligada a c-di-GMP, LapD assume uma forma auto-inibida onde o
dominio EAL no C-terminal interage com uma hélice a (denominada de hélice S) da
continuacdo do dominio HAMP. Nessa conformacéo o sitio de ligacdo a c-di-GMP
encontra-se parcialmente obstruido na interface de interacdo e o0 dominio
periplasmatico de LapD é incapaz de ligar-se a LapG, e, portanto, essa protease tem
acesso e cliva a adesina LapA, liberando-a a superficie celular (Figura 5). Um
aumento nos niveis de c-di-GMP intracelular promove um rompimento das
interacbes inibitérias através da ligacdo do nucleotideo no dominio EAL,
acompanhado provavelmente de grandes mudancas conformacionais que permitem
a homodimerizacdo do mesmo. O acoplamento da dimerizacéo e ligacado de c-di-
GMP pode contribuir adicionalmente para a eficiéncia da ativacdo, prevenindo a
reversdo para o estado auto-inibido. Varias mutagfes no modulo citoplasmético e no
dominio HAMP levam a ativacdo constitutiva de LapD.® Esses dados sugerem que
de fato as intera¢des auto-inibitorias intrinsecas sdo necessarias para que o sistema
adote uma conformacdo ativa constitutivamente. Nesse sentido, a liberacdo do

dominio EAL complexado com c-di-GMP da interacdo com a hélice S pode relaxar o
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receptor, transmitindo as mudangas conformacionais para o dominio periplasmatico

através do dominio HAMP, resultando no sequestro de LapG (figura 5).44
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Figura 4 - Modelo de como concentracbes de Pi controlam a formacdo de biofilmes de P.
fluorescens. Esquerda: Em altas concentracdes de Pi, c-di-GMP se acumula nas
células. LapD liga-se a c-di-GMP e sequestra a protease LapG na membrana interna,
promovendo a manutencao da adesina LapA na superficie celular. Nessas condi¢fes,
as bactérias se aderem irreversivelmente em um substrato permitindo a progressao do
biofilme. Direita: Quando baixas concentracdes extracelulares de Pi sdo sentidas pelo
sistema dois-componentes PhoR/Pst, uma cascata de sinalizagdo é disparada
resultando na transcricio da fosfodiesterase da familia EAL RapA. A atividade de RapA
na converséao de c-di-GMP para pGpG, abaixa os niveis intracelulares dessa molécula
levando a dissociacdo de c-di-GMP da LapD. Na forma apo, LapD ndo consegue
interagir com LapG, liberando-a para clivar a parte N-terminal de seu substrato natural
no periplasma, LapA, promovendo sua remocao da superficie celular. A liberagdo de
LapA de bactérias no biofilme leva a sua desadesdo da superficie, sendo que as
bactérias planctdnicas sem LapA ficam impedidas de se aderirem novamente a uma
superficie.

Fonte: Adaptada de NEWELL.®
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Figura 5 - A) Modelos estruturais para a proteina LapD completa na forma auto-inibida e ativa ligada

a c-di-GMP baseados nas estruturas cristalinas e estudos in vitro e

in vivo. Somente a

forma ligada com c-di-GMP ¢é capaz de ligar-se a LapG no periplasma. O dominio HAMP
foi modelado por homologia com base em alinhamentos sequenciais e informactes
estruturais disponiveis.®* B) Modelo para o controle da formagéo de biofilme mediado por
LapD. O desenho representa o modelo atual baseado nas andlises estruturais e outros

resultados. 6-°

Fonte: Adaptada de NAVARRO.#

1.3.2 FimX — Pseudomonas Aeruginosa

A FimX de P. aeruginosa também apresenta dominios GGDEF-EAL in tandem

(Figura 6). Tal proteina esta envolvida diretamente no comportamento celular de P.

aeruginosa, sendo um receptor de c-di-GMP de alta afinidade, regulando a

motilidade e formacéo de biofilme.*6-47
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Figura 6 - Representagéo da predicao e disposi¢cdo dos dominios REC, PAS, GGDEF e EAL da
FimX de Pseudomonas aeruginosa.
Fonte: Elaborada pelo autor.

Estudos iniciais com esta proteina levaram a duas propostas de mecanismos
moleculares para a FimX e suas consequéncias no funcionamento celular. Em um
modelo, o c-di-GMP se ligaria ao dominio EAL da FimX com alta afinidade e formaria
um complexo com parceiros de ligacdo que seriam regulados através da ligacdo do
c-di-GMP ao dominio EAL. Em um modelo alternativo, um outro dominio EAL ou
proteina com dominios GGDEF-EAL poderiam formar complexos especificos com a
FimX através interacdes semelhantes aos homodimeros formados pelo dominio EAL
da FimX. Neste processo, 0 heterodimero faria com que a atividade catalitica do
dominio EAL (ou GGDEF no caso de dual domains), das proteinas que formaram
interagdes com a FimX, fossem reprimidas (Figura 7).#8%0 Posteriormente, novas
pesquisas sobre a FimX confirmaram alguns dos pontos propostos e identificaram
gue a FimX pode mudar a conformacdo dos dominios GGDEF-EAL através da

interacdo com a proteina PilZ e ¢c-di-GMP (Figura 7). >
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Figura7- A) Alinhamento estrutural do complexo PilZ-FImXEAL e LapD GGDEF-EAL apo. As
estruturas estdo coloridas de forma a identificar as diferentes regides, sendo a PilZ
(amarelo), FIimXEAL (verde e azul) e GGDEF (salm&o), EAL (ciano) e hélice S (laranja)
da LapDGGDEF-EAL. A ligacdo do c-di-GMP na FimX est& disposta na cor vermelha. O
barril TIM do dominio EAL da LapD e FimX foram usados como base do alinhamento
estrutural. B) A figura ilustra a proposta de mecanismo para as duas possiveis
conformacdes dos dominios GGDEF-EAL da FimX dadas através da interagdo com PilZ
e c-di-GMP. Na linha superior, podemos observar os dominios GGDEF-EAL em
conformacéo fechada na auséncia de c-di-GMP e PilZ, de forma similar ao observado
com a apo-LapDGGDEF-EAL.# Essa conformacao é estabilizada pela interagdo do barril
TIM do dominio EAL com a hélice S (superior esquerda), onde na LapDGGDEF-EAL,
essa conformacdo impede a interacdo da proteina com c-di-GMP. Como os dominios
GGDEF-EAL da XacFimX e P. fluorescens LapD apresentam, respectivamente, apenas
25% e 39% de identidade e similaridade de sequéncia, ndo foi possivel elucidar se o c-
di-GMP poderia se ligar a FimX em conformagdo fechada (como indicada na
representacdo transparente — superior direita). Nas figuras na regido central e abaixo,
observamos que os dominios GGDEF e EAL podem se dissociar, passando entdo para a
conformacdao aberta, que permite a ligacdo de c-di-GMP (estrela vermelha) e também da
Pilz.50

Fonte: Adaptada de GUZZ0O.%

1.3.3 MorA — Pseudomonas Aeruginosa

Phippen e colaboradores determinaram a estrutura cristalografica dos
dominios GGDEF-EAL proteina reguladora de motilidade A (MorA), conservada em

espécies de Pseudomonas.*® Além dos dominios GGDEF e EAL, a porgdo
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citoplasmatica contém quatro dominios sensores PAS (Per-Arnt-SIM homology)®?,
como mostra a predicdo de dominios na figura 8. A proteina é localizada na
membrana com duas hélices transmembranares no N-terminal, podendo afetar a
motilidade da bactéria®®, além de estar relacionada com formacdo de flagelos e
fimbrias, que sdo requisitos necessarios para dispersdo e formacdo de biofilme
bacteriano®°3, Os motivos GGDEF e EAL estdo conservados para a MorA,

indicando atividades de fosfodiesterase e diguanilato ciclases na mesma proteina.®
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Figura 8 — Representacdo Da predicdo e disposicdo das hélices transmembranares e dominios PAS,
GGDEF e EAL da MorA de Pseudomonas aeruginosa. TM: Hélice transmembranar.

Fonte: Elaborada pelo autor.

Neste mesmo estudo, Phippen e colaboradores observaram que a MorA
(porcdo citoplasmatica) encontra-se no estado monomérico na auséncia de c-di-
GMP e dimérico na presenca do nucleotideo. Observando a estrutura cristalografica,
precisamente no dominio EAL, notamos que a dimerizacao proporciona mudancas
estruturais na hélice a5, de forma com que quando no monémero, esta hélice
encontra-se mais estendida que no dimero, e um loop maior nesta regido permite
gue os residuos cataliticos e aqueles que coordenam o c-di-GMP no sitio de ligacao

estejam em posicao adequada para receber o nucleotideo (Figura 9).
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Figura 9 — Estrutura Cristalografica dos dominios GGDEF-EAL da MorA. A) Na presenca de c-di-
GMP, a estrutura da MorA apresenta a formacdo de um dimero. B) Com a sobreposicdo
das estruturas nos dois estados oligoméricos, monémero (azul claro) na auséncia de c-
di-GMP e dimero (azul escuro) na presenca de c-di-GMP. A hélice repressora, a5
destacada também em (A), muda a orientagdo e tamanho (C) de acordo com o estado
oligomérico da enzima, afetando estruturalmente a posicdo dos asparticos que
coordenam a ligacdo do Mg?*, onde no monémero ndo ha atividade pois os asparticos
ficam afastados do sitio ativo, porém, a extensdo do loop na forma dimérica permite que
os residuos se posicionem de forma a coordenar os metais e 0 substrato de forma
adequada para promover a hidrélise.*°

Fonte: Adaptada de PHIPPEN. 1°

1.3.4 STM3615 — Salmonella enterica

Outro caso interessante refere-se ao organismo Salmonella entérica serovar

Typhimurium. Andalises gendmicas mostram que esse organismo possui apenas uma
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proteina transmembranar com a mesma arquitetura da LapD, a STM3615, no
entanto seu dominio periplasmatico é totalmente diferente e nenhum homologo de
LapG foi encontrado e seu dominio EAL possui todos dos residuos essenciais para

catalise conservados.

Ahmad e colaboradores mostraram que cepas mutantes, com a STM3615
deletada, foram encontradas severamente atenuadas na coloniza¢ao do intestino em
camundongos tratados com estreptomicina (Figura 10).> Além disso, essa proteina
foi identificada recentemente como uma das grandes responsaveis por regular a
formacdo do biofilme bacteriano em Salmonella. Anwar e colaboradores
demonstraram in vivo que a delecdo das proteinas dsbA e dsbB (dissulfeto oxidase
periplasmatica e dissulfeto oxidoredutase citoplasmatica, respectivamente) causam
aumento na formacéao de biofilme, mas curiosamente, quando a proteina STM3615 é
deletada, os efeitos causados pela delecdo das dsb sdo anulados. Esses pontos
demonstram a possibilidade de variagdes no sistema estudado de P. fluorescens e
levanta a hipotese de diferentes funcionalidades e parceiros de interacdo para 0s

dominios periplasmaéticos dessa classe de proteinas.*®
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Figura 10 — Presenca de mutantes de GG(D/E)EF/EAL de Salmonella typhimurium UMR1 no bolo
fecal de ratos tratados com estreptomicina. Ratos tratados com estreptomicina foram
infectados com quatro grupos de cepas (selvagem e trés mutantes de GG(D/E)EF/EAL).
As variagbes dos mutantes no intestino dos ratos foram avaliadas pela contagem de
unidades de colbnias formadas (CFU) por grama de fezes até 30 dias depois da
infeccdo. Trés dos vinte mutantes (STM2672, STM3615 e STM4551) sumiram de forma
mais rapida do intestino dos camundongos.®

Fonte: AHMAD. et al. °
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E importante também destacar que varias outras sequéncias contendo a
mesma arquitetura possuem um alto grau de conservacao dos residuos putativos
dos dominios EAL e/ou GGDEF necessarios para atividade enzimatica. Dessa
forma, podemos especular que mecanismos semelhantes ao descrito para LapD
possam também ser aplicAveis nesses sistemas, nos quais mudancas
conformacionais causadas por interacdes proteicas no periplasma possam ser
transmitidas através do dominio HAMP para os dominios cataliticos EAL ou GGDEF
em um mecanismo de sinalizagdo de “fora-para-dentro”, regulando a atividade
fosfodiesterase ou diguanilato ciclase, e portanto, levando a mudancas nos niveis de

c-di-GMP intracelular.
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2 OBJETIVOS

Como objetivo geral, este trabalho buscou desvendar o0os mecanismos
moleculares da proteina STM3615 de Salmonella enterica serovar thyphimurium,
com a finalidade de compreender seu papel na formacao de biofilme em Salmonella
e outras bactérias. Além da importancia fisioldgica ja observada dessa proteina em
S. enterica, sua arquitetura de dominios contendo um GGDEF degenerado e um
EAL conservado (potencialmente ativo) prové um modelo ideal para o estudo de um

dos tipos mais representativos e ainda pouco conhecido de proteinas dual domain.
Para isso, os objetivos especificos foram:

- Clonagem das regides codificantes da STM3615 e de seus diferentes dominios

soluveis isolados, a partir do DNA genémico de Salmonella enterica;

- Determinacéao de protocolos de expresséao e purificacdo das diferentes construcdes

obtidas;
- Ensaios enziméticos para determinacao de atividade e produtos de hidrolise;

- Estudos bioquimicos e biofisicos em solucdo para determinacdo dos estados

oligoméricos dos diferentes dominios da STM3615;

- Ensaios cristalograficos envolvendo diversas construcdes dos dominios sollveis da
STM3615;

- Propostas de mecanismo para a STM3516.

- Andlises de sequéncias de aminoacidos estruturas para elucidacdo de proteinas

que apresentam dominios GGDEF-EAL.
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3 METODOLOGIA

3.1 Clonagem das construcdes da STM3615

Para desenhar os primers necessarios para amplificar a regido codificante do
gene de interesse e obtermos construgdes adequadas para a realizacao do trabalho,
buscamos algumas informacbes relevantes sobre a STM3615, baseadas na
predicdo de hélices hidrofébicas (servidor TMHMM?®4) (Figura 11), pela delimitacdo
dos dominios (servidor PFAM®), bem como uma andlise computacional das

estruturas secundarias da proteina (servidor PSIPRED®) (Figuras 12 e 13).
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Figura 11 — Predicéo de hélices transmembranares da STM3615 realizada pelo servidor TMHMM. As
regides vermelhas demonstram a alta probabilidade de regides transmembranares no N-
terminal (peptideo sinal) e logo antes do domino HAMP.

Fonte: Elaborada pelo autor

Sequence search results
Show the detailed description of this results page.
We found 3 Pfam-A matches to your search sequence (all significant)

; PUGGDEF ;

Show the search options and sequence that you submitted.

Return to the search form to look for Pfam domains on a new sequence.

Significant Pfam-A Matches

Show or hide all alignments.
— — — " Envelope | Aligoment | M | man | oo prodiced
e Star [ end | st | enai | <core activo sios
3 65 69

HAMP  HAMP domain Family 160 233 162 229 45.4 6.5e-12

GGDEF Diguanylate cyclase, GGDEF domain Domain CLO276 242 394 247 394 6 161 161 41.0 1.4e-10
EAL EAL domain Domain 413 648 415 648 3 237 237 217.5 1.6e-64

Figura 12 — Andlise da delimitacdo dos dominios HAMP (verde), GGDEF (vermelho) e EAL (azul)
realizada pelo servidor PFAM.

Fonte: Elaborada pelo autor.
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cont: JI-nNNNNNANNNRNNANNRRNRRNNARARRRRNARRRRRN cont : JINNNRNRRNNRNNsnaRRNN: 000 AnaNRRR-RRRNNS! cont: JinnnannnnlilEssan-anlRRANNRRRRRRRRNRN!
Frad: ( Prad: I ——— — Predi T )}————————————
Pred: Pred: Pred: CHHHHCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCC
AR MAMVARVVMMEVEVFCTVLLEHLVQONR INTATOLESTAR AR: RETLLLTLVEKLKSVLAPRMVLTQVSGYDEAIIAHCVREP AA: GLROLOHMKSLPVDILKIDKMEVOGLPDDHSMY TAITLIA
1o 20 30 10 290 300 310 320 570 580 590 600
cone: JuznNNNNNEsiNARNRRNNRo-00Rn--RRNNN-0N cont : JANNNRNRRNNRNNS=:0ao-0 00000 a00nlnna 00NNt cont: JINBNNaERBnnnRRNRNRERRRRNN 500 nnRRREN
Fred: FO ) —— — Frac: I Prad:
Pred: ceee ce Pred: ce Prad: HHCCCCEEEECCCCHRHHHHHRHCCCCCCCCCCCCCCCCH
AA: SVREPLSSATLKADLPGAETILESIKPAGVVSRADVVLEN AA: WHAITLGOOILTI INERLPIOGI QLRPSCSIGIAMYYGDL AA: RSLNLOLTAEGVENEAQRAWLEQAGVITVAQGFLFARFVFA
50 60 70 50 330 340 350 360 610 620 630 640
PR BRI | 1| [ V][R | ee—— | | [ ] cont: JINNNNNARNNRNRNNENR-NENnRNnaRRRRRARRRRNR! cont: JINNNNNNEBNRRNNRN!
Pred: ey g Pred: g i Pred: )
Pred: CHHHHHCCCCCCCCHHHHHHHHCCCCCEECCCCCCCCCCC Prad: Pred: CC!
AA: QFQALRKRFIPERPVEVMUTRLFELPVQISLEVYSLERPA AR: TAEAL v SKITQTQFFDPAQUEARQORLT AA: DIFEERYLSHENPDYRS
50 100 110 120 370 380 390 400 650
cont: JINNnnENRNRNN-oRNNRNRNARERERRRRRRNRRRRRNR! cont : JINNNRNARNE=NN-RENann-onn R ARRNRRRR-0n0N! Legend:
prea: T Pred: —— > —
Pred: ccC Pred: HHHHHHHHHACCCCEEEE . . L
AA: NPQPLAYLVLQADSYRMYKFVMSALSTLVTIYLLLSLI LT AA: EESDILTALONHQFAIWLOPQVEMRSGNVLSAEALLRNOQ D = heliz Conf: ], al lI[ - confidence of prediction
1‘30 iae 1.50 1‘30 410 420 430 440 - 4
cone: JINNINRNNANRRRNNNRRRNNE:E R0 Dnn0nnonns! cont : JIIERERNEBa0220000 20on N RENNRNNANERNER! - ckrand Pred: predicted cecondary structure
e Y Pred: —
Pred: HHHHHHHHHHHHH HHHHH HHHHH CCCCC CCCCEEEECCCC Pred: CCCCCCCH cCl :
AA: VAIAWCVNRLIVHPLRKTARELNDIPQQELIGHQLALPRL AA: POGSWELPEGLIERIESCGLMVTVGYWY LEESCROLARWD - coil AX: target cequence
ivo isn 1'90 zloo 450 460 470 430
cone: janilNNNRNRENR:=-ARNRIRRERENREN =0 RRRER! cont : JANNNNEzBNNNE N30 NN RRNNRRNNRE-RRRNNNS!
Pred: ) Pred: P
Pred: CCCCCCCCEEEEEEHHHHHHHANHHHARHHRHCC CCCCC cc Pred: HCC CHHCC ceceeee
AA: HC NLNQQLMORQ e AR EM‘JTLFLS\/"NLSALDLMHP‘GM\/'SDLLELI:HR'{RI\}PGTJ:.
210 220 230 210 490 500 510 520
cont: JNNRNNNNRNREARI N AnsRRRE=0RREnonnnRRlnant cont: JanlaaoaannlANNNRRNRRNARNN:NR:Ron-nRRRNRE!
i E— ey Prec: > ——
Prad: CCCCCCCCeCHE Pred: EEEECCCCC ccee
AA: NKAFLMALLEQVITROOQT TALITVTCETLRDTAGVLOETQ AA: ILEVTESRRIDDPHAAVAILRPLRNAGVRIALDOFGMG YA
250 260 270 280 530 540 550 560

Figura 13 - Andlise computacional para predicdo de estruturas secundérias da STM3615 pelo
servidor PSIPRED.
Fonte: Elaborada pelo autor.

Segundo as predicBes realizadas, observamos portanto a presenca duas
hélices transmembrana (TM) entre o dominio periplasmatico (DP), seguido por trés
dominios citoplasmaticos: HAMP, GGDEF e EAL (Figura 14).
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Figura 14 - Representacdo da predicdo e disposicdo dos dominios periplasmético,

HAMP, GGDEF, EAL e hélices transmembranares da STM3615 de
Salmonella enterica. TM: Hélice Transmembranar, DP: dominio
periplasmatico.

Fonte: Elaborada pelo autor.

Considerando as duas hélices transmembranares e os quatro dominios da
STM3615, uma série de oligonucleotideos foram desenhados para amplificagéo por
PCR a partir do gene completo, posteriormente clonados em vetor de propagacéo
(PGEM) e transferidos para vetores de expressao. As informagdes da predicédo de

estrutura secundaria foram utilizadas para determinas os limites das diferentes
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construgbes de dominios isolados (tabela 1), as quais foram clonadas para os
estudos em solucdo desse trabalho, mas também visando aumentar a probabilidade

de cristalizacao.

O DNA genbdmico, cedido gentilmente pelo Prof. Michael Hensel (Universitaet
Osnabrueck, Alemanha), foi utilizado para isolar as regides codificantes de interesse
da STM3615. A amplificacéo foi feita por PCR utilizando primes especificos forward
e reverse . Visando a sub-clonagem no vetor de expressdo pET28a ou pSMT3, cuja
proteina de interesse € expressa em fusdo com a proteina modificada 6xHis-SUMO
(proteina Small Ubiquitin Modifier de levedura, com uma cauda de 6xHis no N-
Terminal).%” sitios de restricdo para as endonucleases BamHI, Xhol e Ndel foram
introduzidos nos oligonucleotideos. Clones recombinantes contendo os vetores
pSMT3_DP, pSMT3_HAMP-GGDEF-EAL e pSMT3_GGDEF-EAL, pSMT3_EAL,
pET28 HAMP-GGDEF e pET28 GGDEF foram selecionados e confirmados por
sequenciamento. Células de E. coli BL21 (DE3) foram transformadas com os
plasmideos de cada uma das constru¢Bes confirmadas e os testes de expressao
mostraram bandas compativeis com a massa esperada das proteinas em SDS-
PAGE.

Para as reacfes de PCR foram utilizados 200 ng de DNA gendmico de
Salmonela enterica serovar Typhimurium LT2 como molde e 100 pmol de cada
primer, nos sentidos forward e reverse, especificos para as construcdes da
STM3615 em reacdes de 50 ul, utilizando um mix de enzimas com alta fidelidade

(Fermentas - High Fidelity) conforme protocolo do fabricante (Tabela 2).

Os produtos de PCR foram purificados por eletroforese em gel de agarose
0,8% utilizando o kit “Wizard SV Gel and PCR Clean-Up System” (Promega). As
amostras purificadas foram submetidas a dupla digestdo com as enzimas de
restricdo e ap6s uma nova purificagdo, os insertos foram subclonados no vetor de
expressao pET28a ou pSMT3. As construcdes foram clonadas nesse vetor utilizando
protocolos convencionais de ligacdo por reacdo usando T4 DNA ligase (relacéo
molar inserto:vetor = 3:1 ou 6:1). As reacOes de ligacdo foram transformadas em
células de Escherichia coli DH5a competentes por tratamento com cloreto de calcio
para fins de propagacdo e extracdo de DNA plasmidial. As células transformadas

foram plaqueadas em meio Luria-Bertani (LB) contendo canamicina e o0s clones
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positivos foram confirmados por dupla digestdo do DNA plasmidial, examinados por
eletroforese em gel de agarose 0,8% e sequenciados (3130 Genetic Analyzer -

Applied Byosystems).

Tabelal- Construgdes da STM3615 do dominio periplasmatico (DP), HAMP, GGDEF e EAL,
massa molecular tedrica e vetores de expressao.

Construcao Residuo Residuo Massa Vetor de
Inicial Final Molecular (kDa) expressao
DP 36 145 12,1 pSMT3
DP 36 150 12,8 pSMT3
DP 36 155 13,3 pSMT3
DP 41 145 11,5 pSMT3
DP 41 150 12,2 pSMT3
DP 41 155 12,8 pSMT3
DP 46 145 10,8 pSMT3
DP 46 150 11,6 pSMT3
DP 46 155 12,2 pSMT3
HAMP-GGDEF-EAL 179 668 53,6 pSMT3
HAMP-GGDEF-EAL 184 668 54,7 pSMT3
GGDEF-EAL 218 668 50,6 pSMT3
GGDEF-EAL 242 668 47,7 pSMT3
GGDEF-EAL 247 668 47,2 pSMT3
GGDEF-EAL 252 668 46,6 pSMT3
EAL 392 668 31,1 pSMT3
HAMP-GGDEF 181 388 26,1 pET28a
GGDEF 242 388 16,8 pET28a

Fonte: Elaborada pelo autor.

Tabela 2 — Etapas de reacdo de PCR para amplificacdo dos fragmentos de DNA de interesse.

Etapa do PCR Des?na}tcui;?gao Desnaturagcdo Hibridizacdo  Extenséo Extenséo Final
Te”}%izztgra/ 95°C/3min  95°C/30seg  60°C/1min  72°C/2min  72°C/10min

Fonte: Elaborada pelo autor.

3.2 Expresséao e purificacédo das constru¢cdes da STM3615

Os vetores de expressdo contendo as construgcbes de interesse, foram
transformados em E. coli BL21(DE3) (Novagen) e plaqueadas em agar LB. Colbnias
isoladas foram inoculadas em meio LB liquido a 37°C, contendo 50 pg/ml de
canamicina, nos quais foram realizados ensaios de expressao recombinante através
da inducdo com 0,1 mM de IPTG, adicionado em D.O.s00nm=0,6. As células foram

incubadas sob agitagcdo constante a 150 rpm, overnight a 18°C, e ao final da
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inducao, isoladas por centrifugagéo, ressuspendidas em tampao 20 mM Tris-HCI pH
8,0 contendo 300 mM de NaCl e lisadas sob banho de gelo por 20 pulsos de ultra-
som de 30 segundos com amplitude de 20% e intervalos de descanso de 40
segundos. A fracdo soluvel, isolada por centrifugacao, foi filtrada e aplicada em
resina TALON® (Clontech) previamente equilibrada no mesmo tampéo, para
imobilizacdo por afinidade das proteinas produzidas em fusdo com o 6xHis SUMO
na extremidade amino-terminal com o cobalto. A coluna foi entdo lavada com 20
volumes de coluna do mesmo tampdo com adicdo de 20 mM de imidazol, para
eliminacdo dos contaminantes que tenham se ligado por interacdes inespecificas. A
proteina de fusédo foi entdo eluida da coluna com um gradiente crescente de imidazol
no tampéao de lise. Para clivagem do 6xHis SUMO, a proteina foi incubada com uma
protease especifica, ULP1, overnight a 10 °C e isolada apés uma segunda
cromatografia por afinidade em resina TALON. O imidazol foi removido previamente
utilizando uma coluna HiTrap Desalting (GE Healthcare). Dessa forma, a proteina de
interesse clivada ndo se liga a coluna devido a auséncia da cauda de histidina,

enguanto que a 6xHis SUMO permanece retida.

Por fim uma etapa adicional de purificacdo € realizada através de
cromatografia de exclusdo molecular (HiLoad 16/60 Superdex 75) para assegurar
alto grau de pureza e eliminacdo de possiveis agregados sollveis, possibilitando o
inicio dos ensaios experimentais. A qualidade da purificagcdo e do protocolo foi
aferida por analises em SDS-PAGE corados com Comassie blue.

3.2.1 Cromatografia de exclusdo molecular analitica

Para determinacdo do estado oligomérico das construcbes HAMP-GGDEF-
EAL184'668, HAMP-GGDEF181'410, GGDEF-EAL242'668, GGDEF242—399 e EAL392—668
realizamos ensaios de exclusdo molecular analitica utilizando o Kit Gel Filtration
Calibration (GE Helthcare), seguindo suas instru¢des para a calibracéo da coluna de
exclusdo molecular Superdex75 10/300 (GE Helthcare). Calibramos a coluna com
um conjunto de proteinas recomendadas pelo kit, cobrindo de 6,5 kDa a 75 kDa
(Aprotinina 6.5 kDa, Ribonuclease 13.7 kDa, Anidrase carbdnica 29.0 kDa,
Ovoalbumina 44.0 kDa e Conalbumina 75.0 kDa), além do Blue Dextran, utilizado

para céalculo do void da coluna. Com a coluna calibrada, realizamos corridas com
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cada uma das construgdes, verificando o volume de eluicdo de cada proteina no
maximo de absorcdo para o célculo da massa molecular através da curva de
calibracdo. Em cada cromatografia foi aplicado 100 pL de proteina (1-2 mg/mL) para
uma corrida com fluxo continuo de 0,5 mL/min em tamp&o 20 mM Tris-HCI pH 8,0
contendo 300 mM de NaCl.

3.2.2 Espalhamento de raios-X a baixo angulo (SAXS)

Com a finalidade de comparar os resultados obtidos por cromatografia de
exclusédo molecular, a técnica de espalhamento de raios-X a baixo angulo também
foi utilizada para determinar o estado oligomérico dos dominios citoplasméaticos em
solucdo. Adicionalmente, esses resultados foram utilizados para determinar alguns

modelos tridimensionais de baixa resolucéo das constru¢cdes de STM3615 isoladas.

Diversas concentracdes de cada construcao foram utilizadas para a coleta de
dados de SAXS na linha DO2A-SAXS2 do Laboratério Nacional de Luz Sincrotron
(LNLS) utilizando comprimento de onda A = 1.488 A, detector bidimensional e
distancia amostra-detector de 1028.4 mm. Levando-se em conta o ruido gerado pelo
CCD, intensidade do feixe, absorcdo da amostra e espalhamento da solugédo tampéao
de cada uma das diferentes amostras, foram realizadas andlises sisteméticas das
imagens obtidas e os padrdes bidimensionais foram integrados para obtencdo das

curvas de espalhamento.

O raio de giro (Rg) foi obtido utilizando a curva de Guinier,>® pelo programa
AutoRg®® e através do método de transformada inversa de Fourier implementado no
programa Gnom,®° onde também obtive-se a funcédo de distribuicdo de distancias
P(r) e diametro maximo (Dmax) do envelope.

A determinacdo da massa molecular e do estado oligomérico das proteinas
foram calculadas por trés métodos: proteinas padréo (lisozima e BSA),5162 programa

SAXSMoW®3 e curvas em escala absoluta.t®

Para cada construcdo diferente, 25 estruturas de baixa resolugdo foram

obtidas a partir dos dados experimentais através do programa Dammin.®* O
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programa Damsel®® foi utilizado para selecionar os modelos similares e excluir os
discrepantes. Os modelos selecionados pelo Damsel foram alinhados pelo programa

Damsup®® para entédo gerar um modelo médio através do programa Damaver.>°

Sobreposicdo dos envelopes de SAXS com estruturas cristalograficas foram
realizadas com o programa Massha.®® Os valores de Rg, Dmax, a curva de
espalhamento simulado das coordenadas atbmicas e as discrepancias entre 0s
modelos propostos e os dados experimentais foram calculados utilizando o
programa Crysol.®

3.3 Ensaios de atividade enzimatica

Para o ensaio enzimatico com finalidade de verificar a atividade dos dominios
GGDEF e EAL nas diferentes construcdes, realizamos ensaios contendo como
substrato 100 pM de c-di-GMP ou GTP. Os substratos foram incubados com 10 uM
de cada construcdo em tampao 50 mM Tris pH8.0, 300mM NaCl, 5 mM MgClz por
diferentes tempos (10-120 min). As reacfes foram paradas através da desnaturacao
da enzima a 100 °C por 5 minutos. O precipitado de proteinas foi removido por
centrifugacéo (16000 g por 10 minutos). Para deteccéo do substrato c-di-GMP e do
produto pGpG, o sobrenadante foi submetido a cromatografia de fase reversa em
coluna C18 acoplada ao HPLC (Waters Alliance). Nessa andlise utilizamos um
tampéo base contendo 100 mM de Acetato de Aménio pH 5.5 e um tampéao apolar,
contendo 30% do tampéo base e 70% de metanol. No HPLC, realizamos, para cada
amostra aplicada, um gradiente com 70% de metanol buscando isolar os
componentes das amostras.'26” Os picos identificados foram submetidos a analises

de espectrometria de massas para identificacdo dos produtos.


http://www.waters.com/watersdivision/ContentD.asp?watersit=JDRS-5KSNC6
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3.4 Cristalizacdo e estrutura de alta resolucdo dos dominios
GGDEF-EAL

3.4.1 Cristalizacao

Para que o modelo de reconhecimento de c-di-GMP da STM3615 seja
desvendado, iniciamos 0s ensaios de cristalizacdo com a finalidade de resolver a
estrutura atbmica dos dominios sollveis da STM3615. As triagens iniciais de
cristalizacdo foram feitas pelos métodos padrdes de gotas sentadas (sitting drop) e
suspensas (hanging drop), a 18 °C, utilizando solu¢des precipitantes comerciais
disponiveis com os kits Index, Crystal Screen Cryo, PEG/ion, Memb Fac e PEGRX,
da empresa Hampton Research, totalizando 480 condi¢cbes. Também utilizamos o
kit Morpheus da empresa Molecular Dimensions % que apresenta 96 solucdes que
baseiam-se em formulagcbes de acordo com analises dos componentes que se

apresentam com maior frequéncia no PDB.%°

As solucdes precipitantes que apresentaram formacgdes cristalinas, tiveram as
condicbes refinadas, variando principalmente o pH, concentracdo do agente
precipitante e concentracdo da proteina, buscando melhorias na formacdo e
crescimento dos cristais, a fim de torna-los mais adequados para experimentos de

difracdo de raios X.

Como a identidade das proteinas depositadas no PDB em relacdo a
construcdo GGDEF_EAL?42668 s3o baixas (no maximo 35%) e ndo permitiram
resolver a estrutura da proteina através de substituicdo molecular, realizamos dois
métodos para resolver a estrutura da proteina por disperséo anémala em um
comprimento de onda (SAD), um deles baseado na incorporacdo de

selenometionina e outro através de soaking com solucdo idéntica a que ele foi

cristalizado, contendo 500 mM iodeto de sédio.

Para garantir a incorporacdo da selenometionina, as condi¢cdes gerais de
expressao foram as mesmas utilizadas para a proteina nativa, porém utilizamos o
meio de cultura minimo M9. Apés atingir a D.O. = 0,6 adicionamos um mix de
aminoacidos contendo 100 mg de L-lisina, 100 mg de L-fenilalanina, 100mg de

Treonina, 50 mg de L-isoleucina, 50 mg de L-Leucina, 50 mg de L-Valina e 60 mg de
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L-selenometionina, em seguida a adicdo dos aminoacidos, aguardamos cerca de 15
minutos para homogeneizacéo e posteriormente adicionamos 0,1 mM de IPTG.

Previamente a coleta de dados, os cristais foram colocados em uma solugéo
crioprotetora com a mesma composi¢cdo da solucdo em que o cristal foi formado,
contendo 20% de etilenoglicol ou glicerol. Os cristais obtidos foram submetidos para
difracdo de raios X e tiveram seus dados coletados na linha MX-2 no Laboratério
Nacional de Luz Sincrotron (LNLS, Campinas — SP).”? Todos os conjuntos de dados

foram processados com o programa X-ray Detector Software (XDS).”*

3.4.2 Estrutura cristalografica dos dominios GGDEF-EAL

Para a resolucao das estruturas utilizando sinal anémalo de Selénio, os sitios
de atomos pesados foram encontrados através do programa ShelXD’? e a estrutura
foi faseada com o programa Python-based Hierarchical Environment for Integrated
Xtallography (PHENIX).”® As estruturas finais foram construidas manualmente e
refinadas com o programa Crystallographic Object-Oriented Toolkit (Coot)’* e

refinadas com o programa PHENIX.

3.5 Analise de sequéncia, atividade e estrutura secundaria de
proteinas dual domain GGDEF-EAL.

Com o intuito de generalizar as analises feitas a partir da estrutura dos
dominios GGDEF-EAL de STM3615 e comparacdes com estruturas das proteinas
LapD de P. fluorescens e MorA de P. aeruginosa fizemos uma selecdo de 150
sequencias representativas de proteinas contendo GGDEF-EAL em bancos de
dados. Os critérios para selecdo das sequencias, bem como os tipos de analises

realizados sao descritos a seguir.
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3.5.1 Selecao de sequéncias

Para selecionar um numero significativo de sequéncias, utilizamos o banco de
dados disponibilizados por Galperin e colaboradores*?7>-’6 que possui uma versdo
atualizada disponivel na internet
(http://www.ncbi.nim.nih.gov/Complete_Genomes/SignalCensus.html). Com base
nestes dados, selecionamos 16 espécies diversas do filo proteobactéria (alfa, beta,
gama, delta e épsilon). O nimero de espécies selecionadas em cada sub-divisdo
seguiu a proporcdo geral das mesmas, seguindo como critério para selecdo a
presenca de no minimo 7 sequencias GGDEF-EAL codificada pelos genomas. No
total, foram selecionadas 164 sequencias dos seguintes micro-organismos:
Caulobacter crescentus, Rhodobacter sphaeroides, Bukhoderia vietnamiensis,
Nitrosospira multiformis, Cellvrio japonicus, Escherichia coli, Pseudomonas
aeruginosa, Salmonella enterica serovar typhimuium LT2, Vibrio Cholerae,
Xanthomonas axonopodis, Geobacter sulfurreducens, Arcobacter butzleri,
Photobacterium profundum 559, Enterobacter sp 638, Halornodospira holophila
SL1 e Nitrosococcus oceani ATCC19707.

3.5.2 Alinhamento e predicéo de atividade catalitica e estrutura

secundaria

As sequéncias selecionadas foram observadas individualmente quanto aos
seus dominios preditos pelo Protein Families database (Pfam)®® para verificar se
todas estavam de fato dentro do padrédo imposto, ficando com 150 sequéncias ao
final da avaliacdo. Definidas as sequéncias e a delimitacdo dos dominios das
proteinas, essas foram divididas em trés partes, definindo trés grupos. O primeiro
apenas com os residuos do dominio GGDEF, o segundo composto apenas pelos
residuos do dominio EAL e o terceiro com os residuos da hélice que conecta od
dominios GGDEF e EAL. Como no terceiro grupo temos uma sequéncia
relativamente pequena, para garantir a observacao posterior da hélice em questao

adicionamos 30 residuos antes e 30 depois do predito pelo Pfam.5°
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Os alinhamentos das sequéncias foram feitos para cada um dos grupos, onde
verificamos cada um dos residuos fundamentais para a atividade enzimatica,*? nos
casos dos dominios GGDEF e EAL, e também para identificar corretamente as

sequéncias das hélices entre os dominios.

Identificadas as sequéncias das hélices, utilizamos o servidor Psipred® para
obter a predicdo de estruturas secundarias de cada uma delas e comparamos
individualmente com o alinhamento feito para esse grupo e finalmente verificar o

namero de residuos que compde a hélice de cada uma das proteinas.
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4 Resultados

4.1 Clonagem, expressdo e purificacdo das construcdes da
STM3615

Os genes de cada uma das constru¢gdes da STM3615 (conforme tabela 1) foram
amplificados por PCR e apoés digestdo com enzimas de restricdo adequadas, foram
subclonados no vetor de expressdo com sucesso. Clones recombinantes contendo
os vetores pSMT3_DP, pSMT3 _HAMP-GGDEF-EAL e pSMT3 GGDEF-EAL,
pSMT3_EAL, pET28 GGDEF, pET28 HAMP-GGDEF foram selecionados e
confirmados por andlises de restricao e por sequenciamento do DNA (Figura 15).

Figura 15 - Clonagem das constru¢bes da STM3615: Andlise eletroforética do produto de PCR e de
restricdo em gel de agarose 0,8%. (A) e (C) MM) Padrao de massa molecular, 1) DP36-
145 (327 Kb); 2) DP3-150 (342 Kb); 3) DP36-155 (357 Kb); 4) DP41-150 (312Kb); 5) DP41-155
(327KDb); 6) DP4#6-145 (342 Kb); 7) DP4#6-150 (297 Kb); 8) DP#6-145 (312Kb). (B) e (D) MM)
Padrao de massa molecular, 1) HAMP-GGDEF-EAL68-657 (1467 Kb); 2) HAMP-GGDEF-
EALL73657 (1452 Kb); 3) GGDEF-EAL207-657 (1350 Kb) 4) GGDEF-EAL231-657 (1278 Kb);
5) GGDEF-EAL236657 (1263 Kb); 6) GGDEF-EAL?241-657 (1248 Kb).

Fonte: Elaborada pelo autor.

A expressdo e purificacdo das constru¢cdes dos dominios citoplasméatico e

algumas do dominio periplasmatico foram realizadas com sucesso, obtendo um
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protocolo de expressdo e purificacdo satisfatorio para realizacdo dos ensaios
previstos, como mostra a tabela 3. A figura 16 ilustra alguns dos passos do protocolo
de purificacdo dessas construcdes, com o respectivo, incluindo o perfil de eluicdo da

etapa de cromatografia por exclusdo molecular.
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Volume (mL)

Figura 16 — Purificacdo da construcdo GGDEF_EAL?4%668  (A) Gel SDS-PAGE 15%, onde
podemos observar: (A) (1) Marcador molecular, (2) Pré-Inducao, (3) Induzido, (4)
Pellet, (5) Sobrenadante, (6) Eluicdo da coluna de afinidade, (7) Clivagem com UPL1 e
(8) GGDEF_EALZ231-657 gpds cromatografia de exclusdo molecular. (B) Cromatograma
de exclusdo molecular da GGDEF_EAL?42668 com a coluna Superdex75 16/60.

Fonte: Elaborada pelo autor.

Através da tabela 3, podemos justificar o grande numero de construcdes dos
diferentes dominios que foram clonadas. Todos os dominios citoplasmaticos foram
obtidos na fracdo sollvel, mas obtivemos cristais em apenas dois deles. Para as
construcbes do dominio periplasmatico, apenas as constru¢cdes que comecam no
residuo 46 foram obtidas na fracdo sollvel, com excecdo da DP#-155, Provavelmente
as demais construcdes se mostraram insollveis por ainda apresentarem residuos da

regido transmembrana da STM3615.
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Tabela 3 — Resumo dos resultados obtidos para clonagem, expresséo, purificacéo e cristalizacéo das
construcbes da STM3615.

Construcéo Expressdo  Solubilidade  Purificacdo  Cristalizag&o
DPp36-145 Sim Insoltvel - -
DP36-150 Sim Insoluvel - -
DP36-155 Sim Insoltvel - -
Dp41-145 Sim Insoluvel - -
Dp41-150 Sim Insoluvel - -
DPp41-155 Sim Solavel Sim -
DPp46-145 Sim Solavel Sim -
Dp46-150 Sim Solavel Sim Sim
DP46-155 Sim Solavel Sim -

HAMP-GGDEF-EAL179-668 Sim Solavel Sim -
HAMP-GGDEF-EAL 184-668 Sim Soluvel Sim -
GGDEF-EA| 218668 Sim Soluvel Sim Sim
GGDEF-EA| 242668 Sim Soluvel Sim Sim
GGDEF-EAL 247668 Sim Solavel Sim -
GGDEF-EAL 252668 Sim Soluvel Sim -
HAMP-GGDEF81—388 Sim Soluvel Sim -
GGDEF?52388 Sim Soluvel Sim -
EALS392668 Sim Soluvel Sim -

Fonte: Elaborada pelo autor.

4.2 Estado Oligomérico dos dominios citoplasmaticos

4.2.1 Cromatografia de exclusdo molecular analitica

Como primeiro passo para verificar o estado oligomérico dos dominios
citoplasmaticos da STM3615, analisamos as amostras por cromatografia de
exclusdo molecular analitica (SEC) (Figura 17A), visando estimar a massa molecular

das proteinas em solucéo (Tabela 4).
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Figura 17 - Cromatografia de Exclusdo Molecular analitica: dominios citoplasmaticos HAMP-
GGDEF-EAL4668 (preto), GGDEF-EAL?24%668 (vermelho), EAL3%92:6¢8 (azul), HAMP-
GGDEF181-499 (verde) e GGDEF?42-39° (magenta) da STM3615. A) Curvas de elui¢édo das
construgdes na coluna superdex200 10/300: HAMP-GGDEF-EAL84-668;: 12 94 mL,
13,42 mL, EAL: 15,23 mL, HAMP-GGDEF181-399;
GGDEF242-399; 18,21 mL. B) Calibracdo da coluna superdex200 10/300 com proteinas-
padrédo e ajuste dos pontos experimentais na curva de calibracdo dos dominios. C) Gel
SDS 15% de amostras dos dominios HAMP-GGDEF-EAL81-3% (1), GGDEF-EAL?242-668
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—— HAMP-GGDEF
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(2), EAL392:668 (3), HAMP-GGDEF18139 (4) @ GGDEF2423% (5),

Fonte: Elaborada pelo autor.

Tabela 4 — Volume de eluicdo (Ve) e massa molecular (MW) obtidas através de cromatografia de
exclusdo molecular analitica.

Construcéo Ve (mL) MW tedrica(kDa) MW SEC (kDa)
HAMP-GGDEF-EAL 184-668 12,94 54,70 171,73
GGDEF-EAL 242668 13,42 47,77 138,48
EAL 392668 15,23 31,21 61,51
HAMP-GGDEF!81-39 15,64 26,07 51,18
GGDEF?423% 18,21 16,80 16,17

Fonte: Elaborada pelo autor.

15,64 mL e
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Através da equacdo da reta ajustada para os pontos determinados
experimentalmente da curva de calibracdo (Figura 17B), e observando os valores
apresentados na tabela 4, concluimos que as constru¢ées HAMP-GGDEF-EAL8+
668 GGDEF-EAL?42:668 EAL392:668 ¢ HAMP-GGDEF81-3%9 possuem um padrdo de
eluicdo compativeis com dimeros, enquanto apenas o dominio GGDEF?423% jsolado

€ compativel com um padrdo de eluicdo de um monémero.

4.2.2 Espalhamento de raios-X a baixo angulo

Alternativamente, realizamos experimentos de SAXS na linha SAXS2 do
LNLS com as constru¢cdes HAMP-GGDEF-EAL'84668  GGDEF-EAL?42-668 EA| 392-668
para confirmar os dados apresentados pela SEC. A figura 18 apresenta as curvas de
espalhamento das amostras, dos modelos de atomos dummy (DAM) e dos modelos
de corpo rigido, além das curvas de Guinier para andlise dos dados obtidos e curvas
de distribuicao de distancias (P(r)). Os modelos de atomos dummy obtidos para cada
uma das construcdes foi sobreposto ao modelo de corpo rigido dos dominios
GGDEF-EAL da STM3615 (Figura 18).

As curvas de Guinier mostram a qualidade da amostra e das curvas obtidas,
gue nesse caso foram satisfatorias. Os dados obtidos para a massa molecular das
construcbes e os envelopes de SAXS obtidos apresentaram um bom ajuste em
relacdo & massa tedrica de dimeros e a estrutura cristalografica do dimero dos
dominios GGDEF-EAL da STM3615, corroborando com os dados obtidos por SEC.

Os dados apresentados na tabela 5 e na figura 18 D nos mostram, através
das curvas de distribuicdo de distancias e diametros maximos obtidos, que as
construgdes analisadas possuem tamanhos diferentes, sendo HAMP-GGDEF-EAL a
maior e EAL o menor. As massas moleculares aparentes calculadas por diferentes
métodos a partir desses experimentos corroboram o0s estados oligoméricos
observado nos experimentos de SEC. Interessante destacar que todas as
construgbes estudadas por SAXS encontram-se diméricas em solucdo

independentemente da presenca de co-fatores, c-di-GMP ou até mesmo da
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presenca do HAMP, o qual € normalmente fundamental para oligomerizacdo de

proteinas de mesma arquitetura.

A formagdo dimérica do dominio EAL isolado observada por diferentes
métodos nos permite comparar e verificar que a STM3615 apresenta diferencas
relevantes em relacdo as proteinas ja estudadas LapD de P. fluorescens e MorA e
FimX de P. aeruginosa. Em todas essas proteinas, o dominio EAL isolado encontra-
se no estado monomérico, na auséncia de c-di-GMP.** 48 |nteressantemente,
enquanto que a ligacdo de c-di-GMP com alta afinidade ao dominio EAL de FimX
nao promove mudanca oligomérica, a interacdo desse nucleotideo com os dominios
EAL de LapD e MorA leva a dimerizacdo dos mesmos através da interface
comumente encontrada em fosfodiesterases ativas, sejam elas dimeros transientes
ou constitutivos. Enquanto que em LapD essa mudanca oligomérica advém de um
grande rearranjo conformacional interdominios, 0 mesmo néo € esperado para MorA

e serda discutido adiante.

Tabela 5 — ParAmetros estruturais derivados dos dados de SAXS para os dominios HAMP-GGDEF-
EAL184-668 GGDEF-EAL?42-658 @ EAL392-668 da STM3615.

HAMP-GGDEF-EAL 184668 GGDEF-EAL242-668 EAL 392-668

Expt DAM#* RBM?® Expt DAM#* RBM?® Expt DAM#* RBM®
Dmax (A) 140,0 162.3 108,3 120,0 138,7 108,3 90,0 102,9 92,31
Rg (R) 49,2 48.03 32,99 45,1 44.38 32,99 31,06 33,43 27,1
Resolugéo 19,7 - - 19,7 - - 19,7 - -

(A)

T Calculados a partir dos dados experimentais.
¥ Parametros para modelos de atomos dummy.

* Parametros calculados para o modelo de corpo rigido.
Fonte: Elaborada pelo autor.

Tabela 6 — Massas moleculares calculadas através das curvas de SAXS das constru¢cdes HAMP-
GGDEF-EAL4-668 GGDEF-EAL?42-668 @ EA] 392668,

Construcéo Tebérica SAXS Mow Proteina Escala
Padrao** Absoluta

HAMP-GGDEF-EAL 184668 54,7 176,1 118,8 160,5

GGDEF-EA[ 242668 47,8 163,5 98,6 118,6

EAL 392668 31,2 63,2 69,3 66,1
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Figura 18 - Curvas de espalhamento de raios-X a baixo angulo, curvas de distribuigdo de distancias

e modelos de SAXS. Podemos observar que para as trés constru¢cdes, HAMP-GGDEF-
EAL (A), GGDEF-EAL?3-557 (B) e EAL (C), as curvas de experimentais se ajusta bem em
relagdo aos modelos de baixa resolucéo obtidos e também as estruturas cristalograficas
mostrando na inser¢do as curvas de Guinier'?> que demonstram a qualidade satisfatéria
dos dados obtidos. Todos os modelos apresentados foram comparados a estrutura
cristalografica dos dominios GGDEF-EAL, obtida neste trabalho, apresentadas em trés
disposicbes, rotacionadas de 90° em relacdo a anterior. A figura D, ilustra a
sobreposicdo das curvas de distribuicdo de distdncias e dos trés modelos obtidos.
Observamos também que conforme esperado, as curvas de distribuicdo de distancias
possuem diametros méaximos diferentes para cada uma das construcdes analisadas,
sendo maior para a HAMP-GGDEF-EAL e menor para EAL (D).

Fonte: Elaborada pelo autor.
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4.3 Ensaios de atividade enzimatica

Os dados apresentados de oligomerizacdo das constru¢cdes sugerem que
todas as construcdes analisadas estdo na forma dimérica em solucao, com excecao
do dominio GGDEF isolado. Esse resultado condiz com a predicdo de atividade
enzimatica para STM3615, onde os residuos essenciais para atividade somente séo
conservados no dominio EAL, uma vez que a interface dimérica observada em
proteinas contendo EAL é essencial para atividade. Para verificar as atividades
enzimaticas de STM3615 realizamos uma série de ensaios enzimaticos, separando

os produtos por HPLC e identificados posteriormente por espectrometria de massas.

4.3.1 Hidrolise do c-di-GMP

A construcdo GGDEF-EAL?42-658 foj utilizada como padrédo para determinacéo
de protocolo de atividade e posterior obtencdo e identificagdo do produto da
fosfodiesterase 5-pGpG através de cromatografia de fase reversa em coluna C18
(Figura 19).
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Figura 19 - Caracterizacdo do produto da hidrélise do c-di-GMP pela GGDEF-EAL?4%-%68, Na figura A
apresentamos o cromatograma completo e em B destacamos os picos que foram
submetidos para andlises de espectrometria de massas. As curvas em preto
representam o c-di-GMP, utilizado agui como controle do experimento (condi¢&o inicial),
com pico em aproximadamente 9.3 minutos. As curvas em azul, referem-se ao produto
da reacdo enzimatica da construgcdo GGDEF-EAL?426%8 com c-di-GMP, o pGpG, com
pico em aproximadamente 9 minutos.

Fonte: Elaborada pelo autor.
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Através das curvas obtidas pela cromatografia de fase reversa, podemos
verificar que o dominio EAL estava ativo, porém, para confirmar o produto formado,
as amostras relativas aos picos observados foram analisadas por espectrometria de
massas (Figura 20), onde é possivel confirmar que a construgdo GGDEF-EAL?242-668
hidrolisou todo o c-di-GMP (MM 690.1) em pGpG (MM 708.1).

1+
691.5

1+
709.6

md‘m T Lﬂm Tl

Figura 20 - Espectro de massas dos produtos de reacdo com a fosfodiesterase com c-di-GMP. Os
picos com a relacdo carga/massa equivalentes a 691.5 e 709.6 correspondem ao c-di-
GMP e 5pGpG, respectivamente.

Fonte: Elaborada pelo autor.
4.3.2 Ensaios enzimaticos das construcdes da STM3615

Com os protocolos de ensaio enzimatico estabelecidos e com o produto
identificado, realizamos experimentos nas mesmas condicdes com cinco
construcées contendo os diferentes dominios estudados, HAMP-GGDEF-EAL184-668
HAMP-GGDEF81-399  GGDEF?4?3%°, GGDEF-EAL2%8 e EAL3°2668 (s ensaios
forma realizados incubando as proteinas com GTP ou c-di-GMP, para verificar a
atividade de diguanilatociclase ou fosfodiesterase, respectivamente (Figura 21).

Como ja esperado, o dominio GGDEF realmente € inativo na STM3615,
enquanto o dominio EAL, independente do dominio HAMP ou GGDEF em sua

construgéo, encontra-se na forma ativa, o que corrobora com os dados obtidos para



66

o estado oligomérico obtido nos resultados apresentados anteriormente e também

diferencia a STM3615 das demais proteinas dual domain até o momento estudadas.
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Figura 21 - Caracterizacdo da atividade enzimatica das construcbes HAMP-GGDEF-EAL184-668,

HAMP-GGDEF181-3%9 GGDEF?42-399, GGDEF-EAL?4?5%8 @ EAL392:3%9 A) As construgdes
gque possuem o dominio GGDEF, foram incubadas com GTP e analisadas
posteriormente por HPLC. A figura nos mostra que para nenhuma construgdo foram
obtidos picos de c-di-GMP, ou seja, os dominios GGDEF encontram-se na forma
inativa. B) As constru¢des que possuem dominio EAL foram submetidas a ensaios com
0 substrato c-di-GMP e como podemos observar na figura ampliada (C), todas elas
apresentaram um pico correspondente a pGpG, mostrando que todas as construcdes
séo ativas.

Fonte: Elaborada pelo autor.

4.4 Ensaios de cristalizacdo dos dominios soluveis

Das construcdes obtidas em fragdes sollveis e submetidas a ensaios iniciais

de cristalizacdo com os kits Hampton, foram obtidas condi¢cbes favoraveis para

cristalizacdo apenas das construcdes GGDEF-EAL?18668 ¢ GGDEF-EAL?*>%%8, Para
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a construcdo GGDEF-EAL?'6%  nove condicdes de cristalizagdo foram
identificadas, e para GGDEF-EAL?%?%8 15 condicdes, contendo em geral tacsimate,
tartarato de sodio e potassio, citrato de litio, PEG de tamanhos entre 3350 e 6000, e
tampdes com pH entre 7.0 e 8.0.

Os cristais obtidos nas condigcbes mencionadas ndo apresentaram resolugao
adequada para resolver a estrutura, com imagens a aproximadamente 6A de
resolucao.

Com o objetivo de melhorar a qualidade dos cristais para aumentar a
resolugdo dos conjuntos, realizamos alguns refinamentos das condigbes de
cristalizacdo obtidas. A solucdo contendo 15% tacsimate pH7,0 (Hampton), 0.1M
HEPES pH7,0 e 4% PEG 3350 foi a mais adequada, apresentou cristais maiores
guando utilizamos proteina a 25mg/mL em uma proporcdo de 1:3 de solucdo de
cristalizacdo e proteina. Os cristais apareciam em cerca de 24 horas e cresciam por
cerca de 3 ou 4 dias. Os conjuntos obtidos com estes cristais chegaram a 3,5 A
(Figura 22A), que mesmo apos diversas tentativas nao foi suficiente para resolver a
estrutura cristalografica nestas condicdes.

Paralelamente a busca de cristais melhores com novos testes de refinamento
da condicdo de cristalizacdo, realizamos novos screenings com o kit Morpheus
(Molecular Dimensions). Com este kit, obtivemos cristais em 16 condi¢bes para a
construcdo GGDEF_EAL?%?%%8  apresentando em geral condicbes com PEG de
tamanhos entre 4000 e 8000, glicerol ou etilenoglicol, haletos, NPS e acidos
carboxilicos (Haletos: fluoreto de sédio, brometo de sédio e iodeto de sédio; NPS:
nitrato de sédio, fosfato de sodio dibasico e sulfato de aménio; Acidos Carboxilicos:
formato de sédio, acetato de amonio, citrato trisddico, tartarato de sédio e potassio e
oxamato de sédio).

A melhor condigéo testada para os cristais nativos coletados foi 10% m/v PEG
8000, 20% vl/v etilenoglicol, 0,03 M de NPS e 0,1 M MES/imidazol pH 6.5, em que
obtivemos um conjunto com resolucéo de 2,5 A (Figura 22C).

Mesmo com dados a essa resolugédo, ndo foi possivel resolver a estrutura
cristalografica por Substituicdo Molecular. Buscando outros métodos, realizamos
algumas tentativas de obter as fases com conjuntos obtidos de cristais em que foram
submetidos a soaking com iodo. Nesse caso, as fases foram determinadas, mas o
mapa obtido apresentou baixa qualidade, sendo muito desconexo. Ainda como

alternativa, buscamos obter cristais da proteina incorporada com selenometionina.
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Com a proteina pura, reproduzimos o screening com o kit Morpheus, onde
obtivemos cristais na maioria das condi¢des ja encontradas anteriormente, sendo a
mais adequada para coleta a condi¢cdo 10% m/v PEG4000, 20% v/v Glicerol, 0.03 M
Haletos e 0.1 M MES/Imidazol pH 6,5 em que coletamos um conjunto a 2,8 A de
resolugéo (Figura 22B).

Como obtivemos um conjunto nativo com resolugdo maior que o0s que
continham selénio, posteriormente a resolver a estrutura, utilizamos o programa
Density Modification (DM)7” para estender as fases, chegando a 2.5 A de resolucéo.

Os resultados da coleta de dados, processamento e refinamento estdo resumidos na

tabela 7.
B . _ C
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(TR

3.5A

Figura 22 - Cristais e padrdes de difracdo da GGDEF_EAL?42:668, A) Cristais obtidos na condigédo 15%
tacsimate pH7,0 (Hampton), 0,1 M HEPES pH7,0 e 4% PEG 3350 e padrédo de difracdo a
3,5 A. B) Cristais obtidos com a proteina contendo selenometionina na condi¢éo 10% m/v
PEG4000, 20% v/v Glicerol, 0,03 M Haletos e 0,1 M MES/Imidazol pH 6,5 e padrdo de
difracéio a 2,8 A. C) Cristais obtidos na condi¢éo 10% m/v PEG 8000, 20% v/v Etilenoglicol,
0,03 M NPS e 0,1 M MES/Imidazol pH 6,5 e padr&o de difracdo a 2,5 A.

Fonte: Elaborada pelo autor.

A estrutura tridimensional dos dominios GGDEF_EAL?*?%8 foi entdo
determinada a resolucdo de 2,5 A. A proteina foi cristalizada no grupo espacial
P432:12 e através do programa Matthews Coef,”® verificamos que o cristal
apresentava porcentagem de solvente de aproximadamente 52%, contendo apenas

uma molécula na unidade assimétrica.
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Além dos dominios GGDEF e EAL, obtivemos também alguns cristais do
dominio periplasmatico com a construgdo DP#5-1%0 (Figura 23) na condi¢do 10% m/v
PEG 20000, 20% v/iv PEG MME 550, 0,02 M de D-glicose, D-manose, D-galactose,
L-fucose, D-xilose, N-acetil-D-glucosamina, 0,1 M bicina/Trizma base pH8,5, porém,
0s cristais eram muito pequenos, extremamente frageis e ndo obtivemos nenhum

conjunto de dados adequado para a determinacdo da estrutura cristalogréfica.

Tabela 7 — Estatisticas de coleta, processamento e refinamento dos dados coletados para os cristais
obtidos com a construcdo GGDEF-EAL 242668,

GGDEF_EAL GGDEF_EAL GGDEF_EAL
Nativo Se Nativo
Comprimento de 1,458 0,9789 1,458
onda (A)
Grupo Espacial P4 P43212 P43212
Pardmetros da Cela
Unitaria
a(h), 186,7 83,5 82.25
b (A), 186,7 83,5 82.25
c(A), 134,0 144,0 143.90
a(®), 90,0 90 90,0
B (°), 90,0 90 90,0
vy (©) 120,0 90 90,0
Faixa de Eesolugéo 46,6 (4,2) 48,1, (2,8) 29,3 (2,5)
(A)
Numero de
Reflexdes
Total 54974 (7916) 332078 (44785) 211498 (32732)
Unica 10431 (1643) 44785 (3999) 17995 (2805)

Completeza (%) 98,7(99,6) 99,8 (98,9) 99,3 (99,1)
Redundéancia 5,27 (4,82) 13,35 (11,20) 11,78 (11,67)
lio (1) 12,6 (2,0) 19,18 (2,04) 21,46 (2,89)
Rmeas(%) 12,4 (3.46) 13,4 (144,6) 10,4 (120,02)
Rwork/ Rfree - - 24,6 / 30,3
Rrmsd
Comprimento da
ligagdo (A) - - 0,009
Angulo da ligagéo (°) - - 1,36
Ramachandran (%)
Favoraveis
Permitidas - - 92.2
N&o permitidas - - 7.8
- - 0

Fonte: Elaborada pelo autor.



70

Figura 23 - Cristais do DP#6-150, Cristais obtidos para a construcdo DP“6150 na condicdo 10% m/v
PEG 20000, 20% v/v PEG MME 550, 0,02 M de D-glicose, D-manose, D-galactose, L-
fucose, D-Xilose, N-acetil-D-glucosamina, 0,1 M bicina/Trizma base pH8,5.

Fonte: Elaborada pelo autor.

4.5 Estrutura cristalografica dos dominios GGDEF_EAL da
STM3615

A estrutura foi resolvida por Se-SAD, onde foi possivel observar densidade
eletrbnica continua para os dois dominios, GGDEF e EAL, da cadeia na unidade
assimétrica. Aplicando uma operacéo de simetria do cristal € possivel ver o dimero
de STM3615, com a interface comumente encontrada entre dominios EAL (Figura
24A). O enovelamento dos dois dominios esta4 conservado em relacédo a aqueles ja
depositados no PDB. O dominio GGDEF possui conformacdo de um sanduiche alfa-
beta, composto por uma folha B central de 4 fitas  antiparalelas, envolta por 5
hélices a. O dominio EAL apresenta 8 hélices a e 8 fitas B na forma de um barril TIM
(Figura 24B). Os dominios GGDEF e EAL sdo conectados por uma hélice de 22
residuos.

Apesar de estruturalmente similar a MorA (veja Figura 30), a estrutura obtida
nesse trabalho € inédita entre as estruturas disponiveis atualmente, sendo a primeira
e Unica que apresenta o dominio GGDEF degenerado e EAL ativo.

A fim de verificar a conservacao dos residuos que tornam o dominio EAL ativo
para fosfodiesterase, realizamos um alinhamento de sequencias de aminoacidos
com 30 proteinas de diferentes organismos e que apresentavam arquitetura proxima
a da STM3615.
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Figura 24 - Estrutura cristalografica dos dominios GGDEF e EAL da STM3615. A) Estrutura, na
forma de um homodimero ativo para fosfodiesterase, com cada unidade em cores
diferentes, destacando os dominios GGDEF (azul) e EAL (verde), unidos por uma hélice
a (amarelo). B) Identificagdo da conformagéo dos dominios EAL (em verde) formado por
8 hélices a e 8 fitas B na conformacdo de um barril alpha-beta e GGDEF (em azul), na
conformacéo de um sanduiche alpha-beta, composto por uma folha 3 central de 4 fitas 8
antiparalelas, envolta por 5 hélices a.

Fonte: Elaborada pelo autor.

Através do alinhamento, podemos verificar que todos os residuos
necessarios*? para o dominio EAL promover a catdlise estdo conservados, como
mostra a figura 25A gerada pelo programa WebLogo.”® Esses residuos estédo
destacados na figura 25B, que mostra a molécula de c-di-GMP do PDB 3N3T. Além

disso, o mesmo alinhamento foi utilizado para rodar o programa Consurf,® que
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gerou um score de acordo com a conservacao dos residuos em que podemos

analisa-los através da estrutura cristalografica determinada, em que confirmamos

gue a regidao mais conservada € a regido catalitica do dominio EAL (Figura 25C).

Com a finalidade de verificar a posicdo das regifes cataliticas do dimero e

consequentemente das moléculas de c-di-GMP, utilizamos novamente o c-di-GMP

do PDB 3N3T, e assim, podemos observar que o sitios cataliticos estdo em

orientacdes diferentes em relacdo ao dimero (Figura 25D).

A

ey l%E.\kIE%:azegB

Figura 25 -

Conservagao

Conservagdo de residuos dos dominios GGDEF e EAL da STM3615. A) A figura apresenta a
andlise de conservacgdo dos residuos necessarios para promover a atividade catalitica do dominio
EAL gerada pelo programa WebLogo, sendo eles o E444, N502, E534, E537, D564 ,K588 e E621,
respectivamente. B) Sobreposi¢do do dominio EAL da STM3615 com o c-di-GMP da estrutura da
fosfodiesterase de Thiobacillus denitrificans (PDB:3N3T), destacando a posi¢do dos residuos
E444, N502, E534, E537, D564 ,K588 e E621, identificados como responsaveis pela hidrélise do c-
di-GMP. C) Através do alinhamento mdultiplo de sequéncias e o score dado a conservac¢do dos
residuos pelo programa Consurf, podemos verificar que a regido mais conservada dos dominios é
a regido catalitica do barril do EAL, mostrada ao lado esquerdo da figura. D) Sobreposi¢éo do
dimero dos dominios GGDEF_EAL da STM3615 com o c-di-GMP do PDB 3N3T, onde observa-se
que as moléculas de c-di-GMP estdo em posi¢bes relativas diferentes se comparadas entre as
unidades monoméricas.
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Fonte: Elaborada pelo autor.
Se comparada a estrutura cristalografica dos dominios GGDEF-EAL da

STM3615, o enovelamento da MorA é muito semelhante (Figura 26), possuindo

inclusive uma hélice estendida ligando os dois dominios.

GGDEF

B svaers B  4rNH-Mora

Figura 26 -  Sobreposicdo dos dominios GGDEF-EAL da MorA de Pseudomonas aeruginosa e
STM3615 de Salmonella enterica. As estruturas cristalogréficas dos dominios GGDEF-
EAL da MorA e STM3615, mostram ter o mesmo enovelamento, porém nota-se que de
maneira geral principalmente a estrutura do dominio EAL se sobrepde parcialmente
deslocada, o que justifica o valor de RMSeaL igual a 1,86, enquanto o RMSgcoer é de

1.07.
Fonte: Elaborada pelo autor.

Observando a disposi¢cdo dos dominios da estrutura obtida, a forma que se
conectam e comparando com a LapD de Pseudomonas fluorescens, os dominios
GGDEF e EAL encontram-se em disposicbes relativas diferentes, onde
aparentemente a principal diferenca se da pela hélice que conecta os dois dominios.
Buscando visualizar esta diferenga, alinhamos a estrutura obtida com a LapD
(PDB:3PJX),** FimX (PDB:4J40),* ambas com dominio EAL degenerado, e MorA
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(PDB:4RNH),’® com GGDEF e EAL ativos. Neste caso, verificamos que as
estruturas apresentam hélices na mesma regiao, porém, a hélice da STM3615 e
MorA é maior que as hélices da LapD e FimX, deixando sua estrutura mais
estendida (Figura 27). Essa alteracao na regidao que conecta os dominios GGDEF e
EAL muito provavelmente deixa as estruturas de MorA e STM15 mais rigidas,

impossibilitando a mudanga conformacional intra-dominios observada em LapD.

B smvseis B snH-mora [ awaso-rimx [ 3pix-LapD

Figura 27 - Comparagéo das hélices entre os dominios GGDEF e EAL: STM3615, MorA, FimX e
LapD. Através da sobreposi¢cdo das estruturas € podemos observar que as quatro
estruturas possuem uma hélice a na regido que conecta os dominios, porém, as
hélices das proteinas com residuos cataliticos conservados, STM3615 e MorA, tem
tamanho proporcionalmente maior que os receptores de c-di-GMP, LapD e FimX,
fazendo com que sua estrutura esteja em uma forma mais estendida.

Fonte: Elaborada pelo autor.

4.6 Analises computacionais de sequencias codificantes para
proteinas GGDEF-EAL

Com base nestas observactes e para verificar a possibilidade de existir um
padrdo de hélices longas para dominios GGDEF-EAL ativos e hélices mais curtas
para GGDEF-EAL inativos, buscamos sequéncias de diversos organismos que
apresentassem arquitetura proxima a da STM3615, apresentando os dominios
GGDEF e EAL. Inicialmente, um pequeno numero de sequéncias foram
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selecionadas e divididas entre aquelas que possuem os dominios GGDEF e EAL
degenerados, e aquelas com GGDEF degenerado e EAL com os residuos cataliticos
conservados. Com as sequéncias alinhadas, para verificar os dominios conservados
ou degenerados, colocamos também sequéncias de proteinas modelos para
diguanilato ciclases, a WspR e fosfodiesterase, RocR, ambas de Pseudomonas

aeruginosa, além da FimX e LapD (Figura 28).

Dominio GGDEF Dominio EAL
MspR_PSERE  EGCSRSSD=======L AARYGGEEFAHYLP!
Rozz_PSEﬂE - JGAEVLARMN VHMFEITETGL CGLAMDDFGAl [SLYYEGYESDE
O | STH3615_SALEN  SYLAPRM=======YLTQVSGYDFATIAHG' 'LSAEALLRMQ LILEVTESRR VYRIALDDFGHI _QLIAEGYENERA
T | FSROXO_9ENTR  SYLAPRM=======YLTQVSGYDLYVIAHG 'TSAEALLRMQ LILEVTESRC IRIALDDFGH! .HVIAEGIETDA
- 2| Q8C2LA_YERPE  QCIDDSD======~ LLAQLSKTEFAYLARG 'IGAEALLRHC LLLEITETAQ LLIALDDFGI! /RYHAEGYETEE
< @| DADZ29.SEROD  QCLDKDS====m== VLAQLTNAEFAYLAKG. 'IGAEALLRHR LLLEITETYR LSIALDDFGHI _PYHAEGVETAA
W 21 E1SKSS_PANVC  HTLDDHT====m=-! LLAQTGYSDF YLLHKRI TJGAEALLRMR LYLEVTETAQ VYAVALDDFGHI _EVIAEGVETRAE
O| Q87NM4_VIBPA  KELPIYIEPDYRPHILASRYGADEFYVVFPI VGYEALVRHN THVEVTESLL IEVHLDDFGT! {KYYAEGIETQK
©| QIN3A7_9GAMM  ELVESHVSY-HKSYANARRISNDFFLLYYT! 'DKVEALIRWY ITLELTERDL FEVSIDDYGI! {RVYAEGYENQM
C5BHA1_TERTT Rl FGGNI AK=H=m=====GRI EGNVFL SLAYI EKLEALIRHY ITLELTERDL YTLSVDDYGII _SYVAEGVENLA
) GGDEF EAL EE D E
FinX_PSERE  EQFGEEAD====mm==~ LARFGDSIFARLFKI IENYEYLLRLL LYFOISEADA CQAAISQFGC! _SIVPF-VESAS
LAPD_PSEFL  RECDKYPETH----NLVTRVRGGEFAYLAP! 'LHYKYLSRLL LTLEIGEEQL FSLSLORFGGI .PLIAERVETEG
©| Q9I3RA_PSERE  DSCGOQGRAD----HLLARSRGGEFAYLAP! 'LHHKYLARLL LTLELDERHL CGLGLOHFGGI _PLIAEQVETLG
S ©| G7LSUB_SENTR  TTQKQYYTTE----SLSARIRGGEFALLCP! 'LHHKYLARIE LILELDENQL CALGLOHFGGI _PLIAERVETAG
c 2| HSUYI8_ESCHE  HYQSRFFHGD----GLLARVRGGEFALITP LHHKILARIK LTLELDENEL CNLGIOHFGGI _PLIAERVETHMG
- @| GSEDAI_9GAMM  QLDNE--SAE---~PHVGRLNGSDFIFHLP- IHYECPARLL LCFEVPATLS CAFGIEHVGAl [QVIGEGYADDE
& | RSIGB7_LEGPC  SYMKQ--SSY----STLARINGTTFALIS- FHKEVFYRIR LSLEINERHY VYTYGIDRVGIl [AVYATQVESEA
Q| M6FIL8_ALTE  AFYNA--HSD----SFAGRLTGAGFAYFLP! 'LFHQYFSRMR  LQIGISEQAY VYSVIVDRFGY( /RVYVTGVETARA
Q8E9GO_SHEON  QQLNE--ITP----SYIARTAAFEFAFLYTI 'TQRELYCQLE HCFEIPEAGY AKFGIDHFGRI [QVIVTGIQEKA
Q126X2_PHOPR  ELIND-==-D----YTIARLNQCEFHLLAP| 'LHQEAFAYIK TIFELPEICF FAFGIONFGHI [TTIATRVETIS
R--D ------eeee- GGDEF EAL EE D E

Figura 28 - Conservagdo dos dominios GGDEF e EAL. Podemos observar que entre as sequéncias
apresentadas, somente a WspR possui o sitio de inibicdo RxxD e a regido catalitica
GGEEF conservadas. As demais proteinas estédo divididas entre as ativas e nao ativas
para fosfodiesterase.
Fonte: Elaborada pelo autor.

Identificadas as sequéncias, separadas entre as diferentes formas de

conservagao, utilizamos o servidor Psipred para obter a predicdo da estrutura

secundaria de cada uma das proteinas selecionadas. Além disso, alinhamos cada

uma das sequéncias com a STM3615 de forma independente, buscando identificar e

comparar a regido da hélice que conecta os dominios GGDEF e EAL na sequéncia e

consequentemente na predicdo de estrutura secundaria (Figura 29).
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Figura 29 - Predigdo de estrutura secundaria de sequéncias com EAL conservado e degenerado. As
diversas sequéncias da regido da hélice que conecta os dominios GGDEF e EAL,
determinadas pelo alinhamento da sequéncia conhecida para a STM3615, possuem um
padrdo onde a hélice sempre esta entre duas fitas betas, porém, ao compararmos as
hélices do grupo com EAL conservado e ndo conservado, observa-se um padrédo
diferente entre elas, onde aquelas com EAL conservado sao maiores e com média de 21
residuos e aquelas com EAL degenerado sao menores, ou duplas, em média com 15
residuos.

Fonte: Elaborada pelo autor.
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Através dessa analise, notamos que ao compararmos as regioes entre as fitas
dos dois grupos, EAL conservado e degenerado, o numero de residuos entre as
duas fitas € em média 28,1 + 0,6 residuos para os conservados e 27,1 = 2,0
residuos para os ndo conservados, ou seja, em meédia, temos numeros de residuos
muito proximos para essas regides. Se ainda verificarmos o numero de residuos
formando loops, observamos 7,0 £ 2,0 e 11,6 = 2,0 para 0s conservados e n&o
conservados, respectivamente. As hélices tém em média 21,1 + 2,0 e 155 + 2,0
residuos para esses grupos, sugerindo que para a arquitetura analisada, quando o
dominio EAL é conservado e o GGDEF é degenerado, temos hélices maiores, como
no caso da STM3615, e quando os dois dominios estdo degenerados, temos hélices

menores conectando os dois dominios, como no caso da LapD.

Como o numero de sequéncias ndo possuia ainda um numero significativo
para confirmar de fato essa hipoétese, realizamos os mesmos procedimentos, como
descrito na metodologia deste trabalho, para 150 sequéncias, o0s resultados entéao
obtidos confirmam as previsdes obtidas pelo procedimento feito inicialmente,
conforme ilustrado na tabela 8 e figura 30. Esse padrdo de comprimento da hélice
entre os dominios GGDEF e EAL esta de acordo com as analises feitas para
STM3615, MorA e LapD, provavelmente indicando que as proteinas GGDEF-EAL
cataliticamente ativas, EAL-mono ou bifuncionais, ndo sofram mudancas

conformacionais intra-dominios nos seus mecanismos de regulacao.

Tabela 8 —Dados dos dominios GGDEF-EAL analisados.

Conservados N&o N° de Residuos Loops Hélice RXXD
Conservados sequéncias  entre fitas Conservados
GGDEF-EAL _ 85 30,7 +34 88+31 219 + 44
0,9
GGDEF EAL 3 270 £1,0 8,7 +0,6 18,0 + 3
1,0
EAL GGDEF 45 30,1 +42 9,18 + 21,0 + 7
3,1 2,2
GGDEF-EAL 17 285 +2,7 11,3 + 17,4 + 1
3,8 2,1

Fonte: Elaborada pelo autor.
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Adicionalmente, uma analise de conjunto representativo de proteinas dual
domain revela uma distribuicdo de tipos funcionais inédito (Figura 30). Proteinas
contendo todos os residuos essenciais para atividade conservados para ambos
GGDEF e EAL séo a maioria (~58%), seguido pelo grupo de proteinas GGDEF-EAL
com atividade fosfodiesterase predita (grupo da STM3615) com ~30% das
sequéncias. Enquanto que as proteinas com dominios degenerados, e que
potencialmente tornaram-se receptores de c-di-GMP com FimX e LapD, ainda
representam uma boa parcela dessa classe de proteinas (~11%), as sequencias
com atividade predita somente para o dominio GGDEF sdo apenas 1% desse
conjunto. Apesar da conservacdo dos residuos em GGDEF nesse ultimo tipo de
proteina dual domain a atividade catalitica in vivo pode ser irrelevante, como ja
observado em outros casos, indicando talvez que possam na verdade atuar apenas
como receptores de c-di-GMP através de seus dominios EAL degenerados. Outra
analise interessante refere-se a conservacdo do sitio inibitério RxxD (sitio 1) dos
dominios GGDEF. Enquanto que todas as sequencias GGDEF-conservado/EAL-
degenerado, embora minoria, apresentam sitios | conservados, essa proporcao cai
para aproximadamente 5% e 12% nas proteinas em que o GGDEF é degenerado,
GGDEF-degenerado/EAL-degenerado e  GGDEF-degenerado/EAL-conservado
respectivamente. Essa baixa taxa de conservacdo do sitio | provavelmente ocorre
devido a desnecessidade de regulacéo alostérica por c-di-GMP da atividade desses
dominios, os quais uma vez inativos ndo sofreram uma presséo seletiva funcional
para sua manutenc¢do. Ja no caso das enzimas bifuncionais a taxa de conservagéo
dos sitios | € surpreendentemente baixa, em torno de 52%, quando comparada a
enzimas somente contendo o dominio GGDEF, onde a quase totalidade mantém
esse sitio alostérico conservado. Fica claro que nesse tipo de enzima bifuncional a
auto-regulacdo da sintese de c-di-GMP estd a cargo de outros mecanismos,

incluindo o discutido na secéo seguinte.
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Figura 30 - Representacdo do numero de sequéncias com dominios GGDEF-EAL quanto a

atividade, predicao de estrutura secundaria e sitio inibitério do dominio GGDEF. A) Entre
as 150 sequéncias, nota-se que a maior parte encontra-se na por¢do onde os residuos
fundamentais para a catélise estdo conservados e a minoria na parcela em que apenas
os residuos cataliticos do dominio GGDEF nédo estdo conservados. B) O numero de
residuos entre as fitas das extremidades onde encontra-se a hélice ndo apresenta
grandes variagbes, porém, ao analisar o tamanho das hélices, observa-se uma
similaridade entre o nimero de residuos que formam a hélice que conecta os dominios
GGDEF e EAL para a fragcdo em que residuos cataliticos conservados apenas no
dominio EAL ou para ambos os dominios, sugerindo entdo que de maneira geral estes
possuem hélices estendidas, enquanto para o caso em que temos apenas o dominio
GGDEF conservado e GGDEF-EAL nao conservados, os dados sugerem hélices mais
curtas. C) Entre as sequéncias analisadas, para os dominios GGDEF-EAL conservados,
a presencga do sitio inibitério RxxD estava presente em pouco mais da metade das
sequéncias, sugerindo dois mecanismos distintos para a regulacdo da sintese e
degradacéo de c-di-GMP nessa situacdo. A presenca do RxxD no caso onde nenhum
dos dominios apresenta os residuos cataliticos conservados ou conservados apenas no
EAL, possuem baixa taxa de sitio inibitério, provavelmente porque este ndo tem nenhum
papel fundamental nas duas situa¢ées, diferentemente do caso onde apenas os residuos
cataliticos do dominio GGDEF estdo conservados, em que todas as sequéncias
apresentaram RxxD conservado.

Fonte: Elaborada pelo autor.

4.7 Modelo de mecanismo regulatorio para enzimas GGDEF-EAL

bifuncionais
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Analisando a estrutura primaria e as estruturas cristalograficas da enzima
bifuncional MorA (Figura 31B), observamos primeiramente que esta pertence
exatamente ao grupo das ciclases GGDEF ativas, com sitio inibitorio RxxD
degenerado (Figura 31A). Na estrutura cristalografica apresentada para o dimero,
que seria a forma fosfodiesterase ativa, notamos que 0s sitios cataliticos e motivos
conservados do dominio GGDEF encontram-se em sentidos opostos, 0 que ndo
justifica a atividade catalitica da diguanilato ciclase. Essa conforma¢do mostra que
atividade ciclase néo pode ocorrer concomitantemente com atividade fosfodiesterase
(Figura 31).
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Figura 31 - Analise da sequéncia de aminoacidos e estrutura cristalografica da MorA de acordo com
a atividade catalitica. A) Alinhamento da sequéncia de MorA e WspR de Pseudomonas
aeruginosa, mostrando a auséncia do sitio inibitorio que é dado pelo motivo RxxD,
destacado em azul, cinco residuos a esquerda do motivo GGDEF. B) Segundo Phippen
e colaboradores, a atividade catalitica de diguanilato ciclase ocorre em constru¢des que
apresentam somente o dominio GGDEF ou simultaneamente de acordo com a
construcédo que apresenta os dominios GGDEF-EAL, o que néo é justificado por (C), ja
que quando o dominio EAL encontra-se na forma dimérica, os dominios GGDEF estédo
em disposi¢des opostas, 0 que ndo permitem sua atividade catalitica.

Fonte: Elaborada pelo autor (A e C); (B) Adaptado de PHIPPEN.1!
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Phippen e colaboradores mostraram em seu trabalho que construgdes
solaveis de MorA eram monomeéricas em solucao. Na presenca de c-di-GMP todas
as construcdes contendo o dominio EAL dimerizavam, mostrando que a interacao
desse nucleotideo com o dominio EAL induz a formacdo do dimero cataliticamente
ativo. Essa estabilizagcédo induzida pela interacdo com c-di-GMP j& foi vista em outras
fosfodiesterases ativas e também em LapD, que no caso assume uma conformacao
dimérica remanescente de seus homodlogos, mas incapaz de hidrolisar o

nucleotideo.

No caso de MorA, a transicdo mondmero-dimero mediada por c-di-GMP
promove mudancas conformacionais na hélice a5, estabilizando a forma dimérica
ao mesmo tempo que aproxima do sitio ativo os residuos de acido aspértico
esséncias para coordenacdo dos co-fatores metélicos (Figura 32). Comparacdes
com a hélice a5 do monémero e dimero da MorA, mostram que na estrutura da
STM3615 esta hélice tem uma orientacdo mais parecida com a do monémero inativo
de MorA. O fato de STM3615 encontrar-se na forma dimérica em solucdo e a
estrutura mostrar um sitio ativo pronto para interagir e hidrolisar c-di-GMP (Figura
32C) demonstra que a regulacao da atividade fosfodiesterase de MorA néo aplica-se
em STM3615, sugerindo um mecanismo alternativo ao até mesmo auséncia de

controle regulatério intrinseco em STM3615.

Com base na andlise funcional de MorA e os resultados apresentados nesse
trabalho, propomos um mecanismo de regulacdo enziméatica para proteinas GGDEF-
EAL bifuncionais. Tomando MorA como exemplo, quando a concentragao local de c-
di-GMP é baixa ao redor da enzima, os dominios EAL do dimero (hipoteticamente
estabilizado por regifes intra-membrana e dominios PAS) ndo estdo interagindo.
Nesse estado, os sitios ativos dos dominios GGDEF nédo estariam travados em uma
conformacado inativa, como vista nas estruturas, e poderiam interagir de forma
competente para sintese de c-di-GMP, como em PleD ou WspR, por exemplo. Como
consequéncia, os niveis locais de c-di-GMP devem aumentar com o tempo,
aumentando também a chance de interacdo do nucleotideo com os dominios EAL.
Isso levaria automaticamente a dimerizacdo desses promovendo a forma dimérica
cataliticamente ativa de EAL, ao mesmo tempo de induz uma conformacéo inativa
para os dominios GGDEF da proteina. Nesse mecanismo € interessante notar que

as atividades ciclase e fosfodiesterase sao excludentes e devem manter os niveis de
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c-di-GMP locais sob estrita regulacdo. Nossa observacdo que as enzimas GGDEF-
EAL bifuncionais apresentam conservagdo do sitio | do dominio GGDEF muito
menor que em enzimas contendo somente GGDEF € coerente com essa proposta
de mecanismo, uma vez que ela impde automaticamente uma regulacdo da
producdo de c-di-GMP sem a necessidade desse sitio inibitério alostérico (Figura
33).
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Figura 32 - Comparacédo das hélices a5 do monémero e dimero da MorA e STM3615. A) e B) Se
comparada as hélices a5 do mondémero (lilds) e dimero da MorA (vermelho), a estrutura da
STM3615 (azul) apresenta essa hélice mais proxima ao monémero da MorA, mesmo
apresentando o dimero na estrutura cristalografica obtida. C) Se compararmos uma regido
um pouco maior que apenas as hélices, notamos que os residuos da STM3615 estdo em
disposicdo nas quais poderiam coordenar os dois metais necessérios para promover a
hidrélise do c-di-GMP e a fenilalanina que coordena o c-di-GMP no sitio catalitico encontra-
se em posic¢ao intermediaria a tirosina do monémero e dimero da MorA.

Fonte: Elaborada pelo autor.
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Figura 33 - Proposta de mecanismo para MorA. Em baixos niveis de c-di-GMP, os dominios
GGDEF encontram-se na forma dimérica com seus sitios cataliticos com arranjo face-
a-face, inativando a fosfodiesterase e contribuindo para o aumento do pool de c-di-
GMP local (esquerda). J& em altos niveis de c-di-GMP, a fosfodiesterase toma a
forma dimérica, inativando a fosfodiesterase, auxiliando na regulagdo do pool de c-di-
GMP local (direita).

Fonte: Elaborada pelo autor.
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4.8 Hipotese funcional para STM3615 baseada em sua estrutura e

funcao

Diferentemente de MorA e potencialmente da maioria das enzimas
bifuncionais, STM3615 encontra-se na forma dimérica com os dominios EAL pronto
para catélise. Por outro lado, como LapD, essa proteina possui um dominio
periplasmatico dimérico e de funcdo desconhecida. E honesto supor que esse
dominio receba algum sinal para promover mudancas morfolégicas, como visto
experimentalmente, através da modulacdo de niveis internos de c-di-GMP. No
entanto, nosso trabalho mostrou que STM3615 ndo sofre mudancas
conformacionais intra-dominios GGDEF-EAL, como as observadas para LapD
guando esta interage com LapG no periplasma, levantando a pergunta de como
STM3615 exerce sua fungéo regulatoria? A presenca dominio de sinalizacdo HAMP
logo apds sua porcao transmembranar de STM3615, de forma bem similar a LapD,
levanta outra pergunta a respeito de como um eventual sinal no periplasma poderia

propagar para mudancas conformacionais no dominio HAMP e qual o efeito disso?

Considerando-se que o c-di-GMP tem alvos locais, ou seja, o c-di-GMP
produzido por uma proteina ndo se espalha por toda a célula, mas atinge alvos
especificos, e que a STM3615 deve ser uma das principais responsaveis por manter
o pool de c-di-GMP em uma determinada regido, que em hip6tese, outras proteinas
podem interagir com a STM3615, para conjuntamente controlar o pool local de c-di-
GMP. Esse tipo de interagdo tem sido cada vez mais observada em diferentes
organismos e contextos, por exemplo, Basu e Sauer® mostraram que uma
determinada diguanilato ciclase precisa da interacdo de uma fosfodiesterase inativa,
uma proteina sensora, uma chaperona e uma protease para estabelecer seu
mecanismo funcional, onde um estimulo recebido pela ciclase transmembranar leva

a sinalizacdo para as demais proteinas, variando entédo o pool de c-di-GMP.8!

Em um trabalho realizado pela aluna Andrea Rodrigues Cardoso, no grupo do
Prof. Marcos Navarro, verificou-se através de técnicas de duplo hibrido que duas
proteinas transmembranares contendo dominios GGDEF ativos interagem atravées
do dominio HAMP de uma e uma porcdo N-terminal conservada de outra. 8 Nesse
trabalho foi proposto que o sinal recebido pela proteina contendo HAMP através de

seu dominio periplasmatico alteraria a conformagcdo dos dominios HAMP, sem
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alteracdo de atividade catalitica, quebrando a interacdo com a proteina parceira.
Como essa parceira também é uma ciclase ativa, esse evento seria capaz de mudar
as concentracdes locais de c-di-GMP, sem alterar atividades cataliticas. Dentro
deste contexto e das analises mostradas neste trabalho, podemos estabelecer uma
hipétese de mecanismo funcional analoga para a STM3615 (Figura 34), no qual
inicialmente a STM3615, junto a outras diguanilato ciclases e fosfodiesterases
manteriam um pool de c-di-GMP local estavel. O recebimento de algum estimulo
esterno através do dominio periplasmatico propagaria o sinal através do dominio
HAMP, resultando no recrutamento ou dissociacdo de outras enzimas. Esse evento
fatalmente alteraria o pool local de c-di-GMP, desencadeando a observada

dispersédo de células que se encontram no biofilme, um processo reconhecidamente
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Figura 34 - Hipdtese de mecanismo de acdo da STM3615. A STM3615, através de interagdes com
outras proteinas como diguanilato ciclases (DGC) e fosfodiesterases (FDE) controlam o
pool de c-di-GMP constante. Um estimulo no dominio periplasmatico é transmitido através
do dominio HAMP, alterando o pool de c-di-GMP, através do deslocamento de algumas
das proteinas envolvidas no mecanismo, diminuindo a concentragdo local do nucleotideo e
sinalizando a disperséo do biofilme bacteriano.

Fonte: Elaborada pelo autor.
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5 CONCLUSAO

As construcdes clonadas e protocolos de expressdo e purificacdo
determinados com sucesso, possibilitaram os ensaios de cristalizacdo. Através de
diversas tentativas e refinamentos de condi¢des de cristalizacdo, obtivemos cristais
adequados para determinar a estrutura da construcdo GGDEF_EAL?%2%%8 em que o
dominio GGDEF encontra-se em um enovelamento do tipo sanduiche a- de duas
camadas e o dominio EAL do tipo barril a-B. A estrutura com os dois dominios
apresentou-se na forma dimérica e ativa, como sugerido pelos experimentos de
cromatografia de exclusdo molecular analitica e SAXS. Como era esperado para o
dominio EAL, os residuos cataliticos foram identificados e estavam totalmente
conservados e 0s ensaios de atividade corroboram com estes dados, mostrando que
o dominio EAL encontra-se em sua forma ativa, tendo 5pGPG como produto da
hidrolise do c-di-GMP.

Comparativamente, proteinas com arquitetura préxima a STM3615, com
dominios GGDEF degenerados e EAL degenerados ou conservados se diferenciam
pela hélice que liga esses dominios, onde aquelas que tem o EAL ativo apresentam
hélices maiores que aquelas com EAL degenerados, levando a uma conformacéao

mais estendida da proteina.

Com estes dados, um mecanismo foi proposto, onde a STM3615, juntamente
com outras proteinas controlam o pool de c-di-GMP, que pode ser alterado por um
estimulo no dominio periplasmético que transmite através do HAMP a sinalizacéo
para as demais proteinas, diminuindo o pool de c-di-GMP, levando a dispersédo do

biofilme bacteriano.

Poderiamos ainda extrapolar os dados apresentados para o0 mecanismo do
anico dual domain que nao temos disponivel dados na literatura ou estrutura, o caso
em que temos o dominio EAL degenerado e GGDEF ativo. Nesta hipotese, o
dominio GGDEF, na auséncia do motivo inibitério RxxD e hélice entre os dominios
GGDEF-EAL na forma mais curta, que possibilita maior flexibilidade, pode ter um
mecanismo similar ao de proteinas como a LapD, em que um aumento nos niveis de

c-di-GMP local poderia promover a ligacdo do nucleotideo ao receptor EAL, gerando
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mudancas conformacionais, regulando a atividade do dominio GGDEF e o pool de c-
di-GMP.

Os dados e conclusdes deste trabalho trazem uma grande contribuigéo para
os estudos de proteinas com GGDEF-EAL in tandem, com a estrutura inédita dos
dominios solUveis da STM3615 e propostas de mecanismos para 0S grupos onde
apenas o0 EAL ou GGDEF sédo ativos, fechando o arco de proteinas com
caracteristicas semelhantes, aumentando as chances futuras de controle da
formacédo de biofilme bacteriano e consequentemente de infec¢cdes causadas por

patégenos oportunistas.
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