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RESUMO

DE ARAUJO-SILVA, A. L. Caracterizacdo de um novo grupo de efetores pertencente a
superfamilia NIpC/P60 secretados pelo T6SS de Salmonella spp. 2022. 52 f. Dissertacéo
(Mestrado em Microbiologia) — Instituto de Ciéncias Biomédicas, Universidade de Séo Paulo,
Séo Paulo, 2022,

Bactérias vivem em comunidades polimicrobianas e competem constantemente por recursos.
Espécies Gram-negativas como Salmonella spp. codificam um sistema de secrecdo de proteinas
dotipo VI (T6SS) que constitui um aparato contratil formado por 13 proteinas capazes de injetar
proteinas toxicas (efetores) dentro de bactérias competidoras. O género Salmonella codifica
cinco T6SSs filogeneticamente distintos em diferentes ilhas de patogenicidade: Salmonella
enterica sorotipo Typhimurium codifica um T6SS na SP1-6 (Salmonella Pathogenicity Island-
6); S. enterica sorotipo Gallinarum codifica um T6SS na SPI1-19; S. arizonae codifica dois T6SS
nas ilhas SPI-20 e SPI-21; e S. bongori codifica um T6SS na SPI-22. Estudos anteriores
demonstraram a importancia do T6SS de SPI-6 em S. Typhimurium e SP1-19 em S. Gallinarum
para infeccdo de hospedeiros vertebrados; no entanto, até o momento foram descritos apenas
quatro efetores secretados pelos T6SSs de Salmonella spp. A identificacdo de novos efetores
secretados via T6SSs e a caracterizacdo de seus mecanismos de agdo permitirdo entender a
contribuicdo desses sistemas para a patogenicidade de Salmonella, a dinamica das comunidades
microbianas e manutencéo de reservatdrios ambientais deste patdgeno, além de contribuir para
descoberta de novos mecanismos antimicrobianos. Neste contexto, este trabalho tem como
objetivo caracterizar um novo grupo de efetores do T6SS de Salmonella spp. que pertence a
superfamilia NIpC/P60 identificado utilizando abordagens computacionais durante analise de
10 mil genomas de Salmonella (10KSG). Tox241 é um membro representativo desse grupo, e
apresenta toxicidade quando expressa no periplasma de Escherichia coli. Predi¢Oes estruturais
e docking molecular sugerem que Tox241 € uma fosfolipase. Esse trabalho contribui para o

aumento do conhecimento sobre as armas utilizadas por bactérias em conflitos bioldgicos.

Palavras-chave: Salmonella; sistema de secrecdo do tipo 6; competicdo bacteriana, efetores,

toxinas.



ABSTRACT

DE ARAUJO-SILVA, A. L. Caracterizacdo de um novo grupo de efetores pertencente a
superfamilia NIpC/P60 secretados pelo T6SS de Salmonella spp. 2022. 52 f. Dissertacéo
(Mestrado em Microbiologia) — Instituto de Ciéncias Biomédicas, Universidade de Séo Paulo,
Séo Paulo, 2022,

Bacteria live in polymicrobial communities and constantly compete for resources. Gram-
negative species such as Salmonella spp. encode a type VI protein secretion system (T6SS),
which is a contractile apparatus formed by 13 proteins capable of injecting toxic proteins
(effectors) into competing bacteria. The genus Salmonella encodes five phylogenetically
distinct T6SSs in different pathogenicity islands: Salmonella enterica serotype Typhimurium
encodes a T6SS in SPI-6 (Salmonella Pathogenicity Island-6); S. enterica serotype Gallinarum
encodes a T6SS in SPI-19; S. arizonae encodes two T6SS on islands SPI-20 and SPI1-21; and
S. bongori encodes a T6SS in SPI-22. Previous studies have demonstrated the importance of
the SPI-6 T6SS for S. Typhimurium and SPI-19 T6SS for S. Gallinarum during infection of
vertebrate hosts; however, only four effectors secreted by the T6SSs of Salmonella spp. have
been identified so far. The identification of new effectors secreted via T6SSs and the
characterization of their mechanisms of action will allow us to understand the contribution of
these systems to the pathogenicity of Salmonella, the dynamics of microbial communities and
the maintenance of environmental reservoirs of this pathogen, in addition to contributing to the
discovery of new antimicrobial mechanisms. Hence, this work aims to characterize a new group
of T6SS effectors from Salmonella spp. belonging to the NIpC/P60 superfamily, which was
identified using computational approaches during the analysis of 10K genomes of Salmonella
(10KSG). Tox241 is a representative member of this group and is toxic when expressed in the
periplasm of Escherichia coli. Structural predictions and molecular docking suggest Tox241 is
a phospholipase. This work contributes with knowledge about the biochemical weapons used

by bacteria in biological conflicts.

Keywords: Salmonella; type 6 secretion system; bacterial competition; effectors; toxins.
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1. Introducéo

1.1 Competicéo bacteriana
Muitos dos nichos ecologicos da biosfera contém uma grande diversidade de

bactérias e outros microrganismos que vivem em constante competi¢cdo por recursos.
Bactérias que habitam ambientes altamente populosos, como o intestino de mamiferos,
precisam utilizar mecanismos para garantir a sobrevivéncia da sua populagéo e atacar
adversarios (KENNEDY; CHANG, 2020). Muitos desses mecanismos de antagonismo
utilizados por bactérias culminam na secrecdo de antimicrobianos, durante episddios de
conflito biol6gico (Figura 1), com o objetivo de atacar e inviabilizar os seus competidores.
Alguns destes mecanismos de antagonismo sdo dependentes e outros sao independentes

de contato entre as células (Figura 1).

< Ky AN ~ \6\}(\
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Independentes
de contato

Pequenas moléculas
(ex. Antibiéticos)

T4SS T5SS/CDI T6SS T7SS

Vesiculas de membrana Tailoci

Dependentes
de contato “
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Nanotubos (Outer membrane vesicules)

Figura 1. Exemplos de mecanismos utilizados por bactérias durante conflitos biolégicos. Bactérias
utilizam diferentes armas durante competicdo com outras bactérias. Algumas destas sdo independentes de
contato (antibidticos, vesiculas de membranas e tailocinas) e outras precisam de contato entre as células
(T4SS, T5SS, T6SS, T7SS, nanotubos e OME). Bactéria atacante (vermelho) e bactéria alvo (verde).

Como exemplo de mecanismos independentes de contato, podemos citar a
producdo e secrecdo de metabdlitos secundarios (antibidticos) (WALSH, 2003), e de
bacteriocinas, as quais podem ser divididas em microcinas (<10kDa) e colicinas
(>10kDa) de acordo com o tamanho das moléculas (CASCALES et al., 2007; RILEY;
WERTZ, 2002). Mecanismos menos frequentes de antagonismo independente de contato

utilizam vesiculas de membrana liberadas no meio extracelular, e que apds fusdo com
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células alvo entregam toxinas (KADURUGAMUWA et al., 1998). Outro mecanismo de
antagonismo é promovido pelas tailocinas, que sdo liberadas no meio extracelular e
atacam a membrana da célula alvo causando sua despolarizacdo e morte (SCHOLL,
2017).

Como exemplos de mecanismos dependentes de contato entre as células, podemos
citar o sistema de secrecdo do tipo IV (T4SS), que é evolutivamente relacionado a
maquinaria de conjugacao da célula, e é capaz de translocar toxinas para células Gram-
negativas (SOUZA et al., 2015). O sistema de secrecdo do tipo V (T5SS) também
conhecido como contact-dependent growth inhibition system (CDI) (HAYES; AOKI;
LOW, 2010) é formado de uma proteina filamentosa (CdiA) que contém um dominio
toxico na porcdo C-terminal, e uma segunda proteina que ancora a primeira na membrana
e auxilia na sua translocacao para célula alvo (AOKI et al., 2010; RUHE; LOW; HAYES,
2013). O sistema de secrecdo do tipo VI (T6SS) é evolutivamente relacionado ao aparato
contrétil dos bacteridfagos, e entrega toxinas ap6s contato com a célula alvo (LEIMAN
et al., 2009a; NGUYEN et al., 2018). O sistema de secrecdo do tipo VII (T7SS) € um
sistema presente em bactérias Gram-positivas (CAO et al., 2016; WHITNEY et al.,
2017). Outros mecanismos de antagonismo dependentes de contato compreendem 0s
nanotubos, que formam uma ponte entre o citoplasma de células vizinhas permitindo o
transporte direto de toxinas (STEMPLER et al., 2017), e um mecanismo denominado
outer membrane exchange (OME), no qual toxinas localizadas na membrana externa da
bactéria atacante sdo transferidas para células alvo ap6s contato (VASSALLO et al.,
2017).

Uma revisdo recente do nosso grupo apontou a importancia da competicéo
bacteriana para o0 estabelecimento de uma infecgdo intestinal por Salmonella
(SIBINELLI-SOUSA et al.,, 2021) (Anexo 01). Um dos principais desafios que
Salmonella encontra durante a infeccdo é a resisténcia a colonizacdo imposta pelos
membros da microbiota intestinal (LAWLEY; WALKER, 2013). O sucesso da infeccao
por Salmonella é dependente da sua invasdo no epitélio intestinal e translocagdo de
efetores via os sistemas de secrecdo do tipo 3 (T3SS) codificados nas ilhas de
patogenicidade SPI-1 e SPI-2 de Salmonella (GALAN; ZHOU, 2000; HANSEN-
WESTER; HENSEL, 2001; HENSEL, 2004). Através da acdo desses efetores,
Salmonella induz modifica¢cdes no ambiente intestinal que levam a inflamacéo do tecido,

0 que promove o surgimento de novos aceptores de elétrons e fontes de carbono que nédo
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podem ser metabolizados pelos membros da microbiota, mas favorecem o crescimento
do patégeno em detrimento da microbiota enddgena (SIBINELLI-SOUSA et al., 2021).

As condicdes ideais para a expressdo de SPI-1 T3SS sdo encontradas na por¢éo
distal do ileo (CARTER; COLLINS, 1974) (Figura 2). A homeostase intestinal € mantida
devido a hipoxia induzida pela acdo de bactérias da microbiota, residentes no intestino
que degradam carboidratos complexos produzindo acetato, butirato e propionato. Esses
acidos graxos de cadeia curta (SCFA) estimulam os colondcitos a consumir oxigénio dos
vasos sanguineos adjacentes, impedindo que esse seja difundido para o limen intestinal
(LITVAK; BYNDLOSS; BAUMLER, 2018; ZHENG; KELLY; COLGAN, 2015)
(Figura 2).
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Figura 2. Homeostase e mudancas induzidas no ambiente pela invasao de Salmonella. Em A, momento
de equilibrio do ambiente intestinal antes da inducdo de inflamag8o por Salmonella (vermelho escuro),
ainda sdo demonstrados os principais gradientes entre a regido proximal-distal do intestino. Em B é
denotado 0 momento da invasao e consequente inducdo da inflamacédo no ileo distal. Em C é apresentado
o ambiente intestinal modificado ap6s a inflamag&o, favorecendo a competicdo por Salmonella. Imagem
retirada de SIBINELLI-SOUSA et al. (2021).

Durante a corrida para inducao da inflamacdo, Salmonella precisa competir com

membros da microbiota antes de alcancar o epitélio intestinal no ileo distal. Para tanto, o
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patdgeno enfrenta os mecanismos de antagonismo bacteriano utilizados por membros da
microbiota em diferentes situacfes de conflito (Figura 3). Apesar do menor nimero de
bactérias no intestino delgado em relagdo ao intestino grosso (KENNEDY; CHANG,
2020), esta porcdo da microbiota representa a primeira barreira de antagonistas a
Salmonella, o que pode impactar no resultado da sua infec¢do. Caso o patdégeno nédo
consiga se sobrepor a esta microbiota intestinal e consiga chegar ao ileo distal, sua invasdo
epitelial e inflamac&o devem ser severamente prejudicadas (CARTER; COLLINS, 1974;
SIBINELLI-SOUSA et al., 2021). Desse modo, € interessante notar que o T6SS de
Salmonella ¢ ativado na presenca de sais biliares, que sdo abundantes na porcao inicial
do duodeno (SANA et al., 2016). Consequentemente, é provavel que o T6SS de
Salmonella seja utilizado desde as por¢6es proximais do intestino para um conflito inicial
com a microbiota (SIBINELLI-SOUSA et al., 2021).

Por outro lado, membros da familia Enterobacteriaceae, como Escherichia coli
(KENNEDY; CHANG, 2020), possuem mecanismos para antagonizar Salmonella
(colicinas, microcinas, T6SS, etc.), além da presenca de bactérias Gram-positivas, que
também produzem moléculas antimicrobianas que séo capazes de atuar contra Salmonella
(CASEY PAT etal., 2007; PETROVA et al., 2016).
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Figura 3. Estratégias de antagonismo entre Salmonella e a microbiota durante a corrida até o
patégeno induzir inflamacgdo. Ap6s sua chegada no intestino, Salmonella enfrenta varios microrganismos
comensais em diversas situacdes de conflito biolégicos (T6SS, bacteriocinas e lecitinas). O patégeno
precisa chegar até o ileo distal para invadir o epitélio e secretar efetores, induzindo inflamagdo e modulando
0 ambiente a seu favor durante o curso da infecgdo. Imagem retirada de SIBINELLI-SOUSA et al. (2021).

1.2 Sistema de secrec¢éo do tipo 6
Espécies Gram-negativas como Salmonella spp. utilizam o T6SS para competir

com outras células no seu ambiente (HERNANDEZ; GALLEGOS-MONTERROSA;
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COULTHURST, 2020; MULDER et al., 2012; SANA et al., 2016). O T6SS € uma
nanomaquina contratil, relacionada evolutivamente a cauda contrétil do bacteriéfago T4
(LEIMAN et al., 2009b). O T6SS é composto por 13 proteinas, e atua de modo
dependente de contato, secretando proteinas anti-eucarioticas e/ou antibacterianas -
denominadas de efetores - dentro de células-alvo com as quais entra em contato
(HACHANI; WOOD; FILLOUX, 2016; JANA; SALOMON, 2019). Os efetores do T6SS
sdo secretados via interacdo com componentes estruturais do sistema, como Hcp
(hemolysin co-regulated protein), VgrG (valine-glycine repeat protein) ou PAAR
(proline-alanine-alanine-arginine), que formam o tubo ejetado em direcdo a célula-alvo
(JANA; SALOMON, 2019). Adicionalmente, alguns efetores apresentam-se como
dominios fusionados a regido C-terminal dessas mesmas proteinas estruturais
(COULTHURST, 2019; JANA; SALOMON, 2019).

Os mecanismos de acao dos efetores T6SS sdo bastante diversos, e atuam sobre
componentes de processos Vitais para as células alvo, tais como: 1) amidases e
glicohidrolases, que atuam sobre a parede celular (MA et al., 2018; RUSSELL et al.,
2012; SIBINELLI-SOUSA et al., 2020; WHITNEY et al., 2013); 2) lipases que atacam
na membrana interna (RUSSELL et al., 2013; SCHWARZ et al., 2014); 3) DNases e
RNases que atuam sobre os 4acidos nucleicos (BURKINSHAW et al., 2018;
FITZSIMONS et al., 2018; JANA et al., 2019; KOSKINIEMI et al., 2013; MA et al.,
2014; PISSARIDOU et al., 2018; WANG, S. et al., 2021; YADAV et al., 2021); 4)
proteinas formadoras de poros que desestabilizam o equilibrio i6bnico da membrana
citoplasmatica (MARIANO et al, 2019); 5) NADases, que desequilibram
energeticamente a célula ao degradar NAD* e NADP™ (TANG et al., 2018; WHITNEY
et al., 2015); 6) ADP-ribosil transferases (JURENAS et al., 2021; SUAREZ et al., 2010)
que causam modificacBes pos-traducionais que interferem em uma gama de processos
distintos, como a organizacéo do citoesqueleto (MA; MEKALANOS, 2010; PUKATZKI
et al., 2007; RAY et al., 2017; SHIMIZU et al., 2019). Além disso, efetores do T6SS
podem atuar como ligantes de metais que auxiliam na captacdo de micronutrientes (Zn%*,
Mn?*, Fe®* e Cu?*) (DESHAZER, 2019; HAN et al., 2019; LIN et al., 2017; SI; WANG;
et al.,, 2017; SI; ZHAO; et al., 2017; WANG et al., 2015). Nos sistemas envolvidos em
competicdo entre bactérias, o efetor antibacteriano é codificado ao lado de uma proteina
de imunidade, que confere protecdo contra autointoxicacdo (HERSCH; MANERA;
DONG, 2020).
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Em Salmonella enterica subsp. enterica sorotipo Typhimurium (S.
Typhimurium), foram identificados somente dois efetores até 0 momento. Tae4 (type VI
amidase effector 4) € uma toxina com atividade antibacteriana que hidrolisa o
peptidoglicano através de uma atividade de D,L-endopeptidase (BENZ; REINSTEIN;
MEINHART, 2013; RUSSELL et al., 2012; ZHANG et al., 2013); e Tldel (type VI L,D-
transpeptidase effector 1), que possui atividade de L,D-carboxipeptidase e L,D-
transpeptidase de troca de D-aminoacidos (SIBINELLI-SOUSA et al.,, 2020).
Recentemente, nosso grupo identificou dois efetores contendo o dominio VRR-Nuc
(virus-type replication-repair nuclease) secretados por SPI-22 T6SS de S. bongori, que
causam danos no DNA (HESPANHOL et al., 2021).

Recentemente, um consorcio internacional de pesquisadores completou o
sequenciamento de 10 mil genomas de Salmonella (10KSG) (PEREZ-SEPULVEDA et
al., 2021). Ao final deste projeto, 6117 genomas que passaram os critérios de qualidade
para sequenciamento e montagem foram disponibilizados (PEREZ-SEPULVEDA et al.,
2021). Esses genomas foram gentilmente compartilhados pelo Prof. Jay Hinton
(University of Liverpool) com nosso grupo. O Prof. Robson Francisco de Souza iniciou
uma analise para identificar o repertério de efetores T6SS codificados nestes 10K
genomas (dados ndo publicados descritos na se¢do de materiais e métodos).

A identificacdo do repertério de efetores secretados pelo T6SS de Salmonella spp.
é essencial para entender a contribuicdo desse sistema para a biologia desse grupo de
bactérias. Assim, este trabalho de mestrado teve como objetivo selecionar um candidato
identificado nas analises descritas acima para caracterizacdo, utilizando abordagens in
vitro e in silico. O candidato escolhido contém um dominio caracteristico da superfamilia
NIpC/P60 (New lipoprotein C from Escherichia coli and 60 kDa extracelular protein of
Listeria monocytogenes) (ANANTHARAMAN; ARAVIND, 2003). Esse candidato foi
temporariamente denominado Tox241, e sua respectiva proteina de imunidade foi

denominada Imm241.

1.3 Superfamilia NIpC/P60
A superfamilia NIpC/P60 possui representantes em todos os dominios, de

proteinas bacterianas a representantes eucarioticos, virus e algumas arqueias
(ANANTHARAMAN; ARAVIND, 2003). Esta superfamilia ¢ amplamente distribuida e
compreende proteinas com dobramento o/, similar ao das peptidases papain-like

(ANANTHARAMAN; ARAVIND, 2003). Seu dominio catalitico € caracterizado pela
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presenca de uma triade composta por uma cisteina, uma histidina e um aminoacido polar
(ANANTHARAMAN; ARAVIND, 2003). Esses residuos cataliticos caracteristicos das
NIpC/P60, descritos no mesmo trabalho que introduziu sua classificagdo em 2003
(ANANTHARAMAN; ARAVIND, 2003), sdo preservados nas diferentes enzimas da
superfamilia, incluindo enzimas com atividades tdo distintas como fosfolipases,
peptidases e acetiltransferases (ANANTHARAMAN; ARAVIND, 2003; GAO et al.,
2006; SENKEVICH et al., 2008; XU et al., 2010; XU et al., 2014; XU et al., 2011). O
aminoéacido polar da triade catalitica auxilia a histidina a direcionar o substrato dentro do
sitio catalitico, posicionando-o adequadamente para que a cisteina possa realizar um
ataque nucleofilico (ANANTHARAMAN; ARAVIND, 2003; CSTORER; MENARD,
1994).

A diversidade observada na superfamilia NIpC/P60 inclui variacbes na
localizacdo, na sequéncia primaria da proteina, dos residuos da triade catalitica
(ANANTHARAMAN; ARAVIND, 2003). Essa variagdo permitiu definir dois grandes
grupos de proteinas, conhecidos como NIpC/P60 candnicas e permutadas, considerando
a posicao dos residuos cataliticos (ANANTHARAMAN; ARAVIND, 2003; XU et al.,
2011). As NIpC/P60 canénicas sdo aquelas que possuem a cisteina na regido N-terminal
da proteina, enquanto o residuo de histidina encontra-se na regido C-terminal, mantendo
um residuo de glicina, quase sempre vizinho de um residuo de &cido aspartico, entre a
cisteina e a histidina (ANANTHARAMAN; ARAVIND, 2003) (Figura 4). Por outro lado,
as NIpC/P60 permutadas sdo caracterizadas pela inversdo da sequéncia primaria, que
posiciona a histidina para a regido N-terminal enquanto a cisteina passa a por¢do C-
terminal, e o residuo de glicina conservado, antes central, passa a se posicionar na por¢ao
mais amino-terminal da regido catalitica da proteina (ANANTHARAMAN; ARAVIND,
2003) (Figura 4). Essa inversdo altera a ordem dos elementos de estrutura secundaria
conservados, mas preserva a estrutura tridimensional da superfamilia. Nas proteinas
candnicas, o dominio catalitico das NIpC/P60 inicia-se aproximadamente 25-30 residuos
antes da cisteina, e termina entre 40-55 residuos apds a histidina (ANANTHARAMAN;
ARAVIND, 2003).

Dentro da superfamilia NIpC/P60, existem quatro familias: P60-like,
AcmB/LytN-like, LRAT-like e YiiX/YaeF/Poxvirus G6R-like (ANANTHARAMAN;
ARAVIND, 2003). As familias P60-like e AcmB/LytN-like formam o grupo das
NIpC/P60 candnicas, enquanto LRAT-like e YiiX/YaeF/Poxvirus G6R-like formam o

grupo das NIpC/P60 permutadas (ANANTHARAMAN; ARAVIND, 2003). Algumas
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proteinas pertencentes a familia YiiX/YaeF/Poxvirus G6R-like, do grupo de NIpC/P60
permutadas, ja foram identificadas como efetores do T6SS, sdo: Tsel (HOOD et al., 2010;
ZHANG, H. et al., 2012), Tse3 (DONG et al., 2013), Tae4 (BENZ; REINSTEIN;
MEINHART, 2013) e TseH (ALTINDIS et al., 2015; HERSCH et al., 2020). No entanto,
nenhuma proteina identificada como LRAT-like foi descrita como uma toxina utilizada
em conflitos (micro)biolégicos. Nesse contexto, Tox241 se destacou na andlise
bioinformatica por ser um possivel novo efetor da superfamilia NIpC/P60, secretado pelo

T6SS de Salmonella, e cuja relagdo com os outros membros da superfamilia era, até entéo,

obscura.
A Cisteina + Histidina + Polar
P6O-lik Canodnicas
IS 62 99
Regiao
especifica de
: RAT-like ¥ NIpC/P60

oFie “
64 ‘
Permutadas

Histidina + Polar + Cisteina

Predigao de NIpC/P60
permutada

Figura 4. Caracteristicas de membros da superfamilia NIpC/P60. A. Divisdo da superfamilia
NIpC/P60 entre permutadas (circulo vermelho) e candnicas (circulo azul), nimeros marcam os valores de
bootstrap dos ramos da arvore. B. Estrutura em dobramento a+p das NIpC/P60 permutadas. GD é a
marcagao de onde se encontra a diade de glicina e aspartato. Imagens adaptadas de ANANTHARAMAN e
ARAVIND (2003).
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2. Objetivo
Caracterizacdo de um novo efetor pertencente a superfamilia NIpC/P60 secretado

pelo T6SS de Salmonella spp.

2.1 Objetivos especificos
1) Avaliar se Tox241 é toxica quando expressa em Escherichia coli;

2) Entender a relacdo evolutiva de Tox241 com outras proteinas da superfamilia
NIpC/P60;

3) Analisar a diversidade funcional dos homologos de Tox241 utilizando métodos
de contexto gendmico;

4) Estudar o mecanismo de acdo de Tox241 utilizando predi¢do de estruturas

terciarias e docking molecular.
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3. Material e Métodos

3.1 Cepas e cultivo
Salmonella enterica subsp. enterica sorotipo Oranienburg (S. Oranienburg), e

células de E. coli DH5a, BL21(DE3) e SHuffle foram cultivadas a 37°C em meio LB
(Lysogeny Broth) contendo 1% NaCl, 1% triptona e 0,5% extrato de levedura, sob
agitacdo a 200 rpm (rotacBes por minuto), exceto quando indicadas outras condigdes.
Culturas foram suplementadas com antibiéticos quando necessario: 50 pg/mL canamicina

e 50 pg/mL estreptomicina.

3.2 Clonagens

Iniciadores para cada gene de interesse foram desenhados para conter regides de
reconhecimento para enzimas de restrigdo (Tabela 1), e utilizados para amplificar o gene
de interesse a partir de DNA genémico utilizando PCR (reacdo em cadeia da polimerase).
As seguintes condicdes foram utilizadas: 10 mM de dNTPs (desoxinucleotideos
trifosfatados); 10 uM de cada iniciador; 1 U da enzima polimerase Phusion™
(ThermoFisher #F-530L) e seu respectivo tampéo de reacdo. As seguintes condigdes de
ciclagem foram utilizadas: 98 °C por 3 min para desnaturacao inicial, seguido de 30 ciclos
de 98 °C por 30 s para desnaturacdo; temperatura e tempo de anelamento especificos para
cada iniciador calculados utilizando a ferramenta Tm Calculator (ThermoFisher Scientific
Web Tools) (Tabela 1); extensdo a 72 °C por 1 min; e extensao final a 72 °C por 5 min.
Apbs a PCR, os produtos foram visualizados por eletroforese em gel de agarose 1% e
purificados utilizando GeneJET PCR Purification Kit (ThermoFisher #K0702). Foi
utilizado o plasmideo pBRA (SOUZA et al., 2015) e pBRA contendo peptideo sinal pelB
(BAYER-SANTOS et al., 2019) para clonagem e expressdo de tox241, e o plasmideo
PEXT22 (DYKXHOORN; ST. PIERRE; LINN, 1996) para clonagem de imm241 para 0s
ensaios de toxicidade em E. coli. Para expressdo das proteinas recombinantes foram
utilizados os plasmideos pET28a (Novagen #69864-3) e pRSFDuet (Novagen #71341-
3). O gene de interesse e 0s plasmideos correspondentes foram digeridos com enzimas de
restricdo por 3 h, purificados e submetidos a ligacdo com enzima T4 DNA ligase
(Invitrogen™ #100004917) por 16 h a 16 °C em concentragdes molares 1:1 e 1:3
(vetor:inserto) (LIGation CALCulator — AG Molecular Biophotonics). O produto da
ligacdo foi transformado em E. coli DH5a célcio competentes, e a selecdo dos clones
recombinantes foi realizada apds extragédo dos plasmideos por lise alcalina e digestdo com

as mesmas enzimas de restricdo utilizadas na etapa de clonagem. Os clones escolhidos
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foram posteriormente sequenciados pelo método de Sanger (SANGER; COULSON,

1975).
Tabela 1 - Lista de iniciadores utilizados neste trabalho.
Primers Sequéncia* (5’ -3%) Proposito Temp.
Anelamento
EBS 464-F AATTCCATGGGTGTGAAAGACTTATGGCAGAC Clonar tox241 em pBRA e pBRA pelB 59 °C
(Ncol)
EBS 465-R TATAGTCGACTTATTTGTCATTGTATGAACTCC Clonar tox241 em pBRA e pBRA pelB 58 °C
(Sall)
EBS 466-F AATAGGATCCAGGAGGAATTCACCATGACAAAT | Clonar imm241 em pEXT22 58 °C
(BamHl) AAATTCTGGATACG
EBS 467-R ATATAAGCTTTTATCTTATTTTTTTGAAAGCCAG Clonar imm241 em pEXT22 57 °C
(Hind111)
EBS 514-F TATACTCGAGTTTGTCATTGTATGAACTCCC Clonar tox241 em pET28a com His-tag C- 59 °C
(Xhol) terminal
EBS 515-F AATTGCTAGCGTGAAAGACTTATGGCAGAC Clonar tox241 em pET28a com His-tag N- 59 °C
(Nhel) terminal
EBS 516-R TATAGGATCCTTATTTGTCATTGTATGAACTCC Clonar tox241 em pET28a com His-tag N- 58 °C
(BamHl) terminal
EBS 517-F GGTTGAAACCACAGGTGCGGGTGCGGCTTTTGT Mutacéo pontual em tox241 por SOE 78 °C
CTCTGTACATATGG
EBS 518-R CCATATGTACAGAGACAAAAGCCGCACCCGCAC = Mutacdo pontual em tox241 por SOE 78 °C
CTGTGGTTTCAACC
EBS 519-F GATGTAACCGGAAATAATGCGACGACACACTCC = Mutacédo pontual em tox241 por SOE 75°C
GTTGAG
EBS 520-R CTCAACGGAGTGTGTCGTCGCATTATTTCCGGTT Mutagéo pontual em tox241 por SOE 75°C
ACATC
EBS 559-F AATGGATCCAGTGAAAGACTTATGGCAGAC Clonar tox241 no MCSL1 da construgéo 01 58 °C
(BamHl) em pRSFDuet
EBS 560-R TATAAAGCTTTTATTTGTCATTGTATGAACTCC Clonar tox241 no MCS1 da construgéo 01 58 °C
(HindlI11) em pRSFDuet
EBS 561-F GGATCCCATATGATGACAAATAAATTCTGGATA Clonar imm241 no MCS2 da construcéo 01 58 °C
(Ndel) CG em pRSFDuet
EBS 562-R ATTCTCGAGTTATCTTATTTTTTTGAAAGCCAG Clonar imm241 no MCS2 da construcéo 01 58 °C
(Xhol) em pRSFDuet
EBS 563-F GGATCCCATATGAACTACTCGGAAACGATGAG Clonar imm24133.62no MCS2 da construcdo 60 °C
(Ndel) 02 em pRSFDuet
EBS 564-R TAACTCGAGTTAATAATTATGATCCGATAAGAG Clonar imm24133.62no MCS2 da construcdo 60 °C
(Xhol) TTGTC 02 em pRSFDuet
EBS 565-R TAACTCGAGTTAGTGGTGATGATGGTGATGTCTT  Clonar imm241 no MCS2 da construgéo 04 57 °C
(Xhol) ATTTTTTTGAAAGCC em pRSFDuet
EBS 566-R TAACTCGAGTTAGTGGTGATGATGGTGATGATA Clonar imm24133.62no MCS2 da construgdo 55°C
(Xhol) ATTATGATCCGATAAG 05 em pRSFDuet
EBS 567-R AAACTCGAGTTAGTGGTGATGATGGTGATGATA Clonar imm24133.s2no MCS2 da construcdo B €
(Xhol) ATTATGATCCGATAAG 05 em pRSFDuet
EBS 588-R TATAAAGCTTTTATCTTATTTTTTTGAAAGCCAG Clonar imm241 e tox241 no MCS1 da 58 °C
(BamHI) construcdo 07 em pRSFDuet

*Enzimas de restricdo estdo sublinhadas e os nucleotideos adicionais para constituir a fase de leitura correta estdo em negrito.

3.3 Ensaio de toxicidade em Escherichia coli

O ensaio de toxicidade em E. coli foi realizado pelo estudante de iniciacdo
cientifica Gustavo Chagas Santos (Projeto FAPESP #2020/15389-4) de acordo com o
protocolo descrito por BAYER-SANTOS et al. (2019). Resumidamente, linhagens de E.
coli DHS5a carregando o plasmideo pBRA (SOUZA et al., 2015) contendo o gene do
efetor tox241 sob controle do promotor Peap (inducdo por L-arabinose e represséo por D-
glicose), e o plasmideo pEXT22 (DYKXHOORN; ST. PIERRE; LINN, 1996) contendo
0 gene da proteina de imunidade cognata (imm241) sob controle do promotor Prac
(inducdo por IPTG (isopropil B-D-1-tiogalactopiranosideo) e repressdo por D-glicose)
foram crescidas em meio LB a 37°C por 16 h, e a densidade ética de cada amostra foi
medida a 600nm (ODeoonm) € ajustada para 1.0. Em seguida, cada amostra foi diluida em

série (1:4). Em seguida, 5 pL de cada dilui¢do foram depositados em placas com LB-agar
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acrescidos de 0,2% D-glicose ou 0,2% L-arabinose e 200 mM IPTG. As placas foram

incubadas a 37°C por 16-24 h e fotografadas.

3.4 Expressao de proteinas e western blotting
Inicialmente, 6 mL de cultura de E. coli SHuffle ou BL21(DE3) carregando o

plasmideo pET28a ou pRSFDuet contendo os genes tox241 e/ou imm241 foram crescidas
em meio LB até ODsoonm 0.6. Em seguida, foi coletado 1 mL como fra¢do ndo induzida,
centrifugado a 9400 g por 2 min para precipitar as células, e desprezado o sobrenadante.
Foi adicionado tampédo de amostra SDS-PAGE (50 mM Tris-HCI pH 6.8, 2% dodecil
sulfato de sodio, 10% glicerol, 1% B-mercaptoetanol, 0,02% azul de bromofenol),
nmantendo uma proporcao final de 100 pL de tampéo para cadal mL de pellet de células
de cultura em ODsoonm 1.0, adicionado de 5 pL de inibidor de protease (Thermo Scientific
#A32965). A cultura restante (5 mL) foi acrescida de 200 mM de IPTG, e crescida por
adicionais 16 h a 25°C sob agitacdo (200 rpm). Apds a inducdo, a cultura foi centrifugada
(3200 g por 10 min), o sobrenadante descartado e as células suspendidas em 750 pL do
tampao de lise (50 mM Tris-HCI pH 7.4 e 200 mM NacCl). As células foram lisadas com
sonicador (Sonics Vibra-Cell VCX) em gelo em sequéncias de 20 s com amplitude de
onda de 30%, até a amostra apresentar um padrdo visual transparente. Apo6s a lise celular,
a amostra foi centrifugada a 13500 g por 15 min a 4°C para separacdo da fracao soltvel
e insoltvel. Foram coletados 50 pL do sobrenadante e acrescidos 50 pL do tampéo de
amostra SDS-PAGE. O sobrenadante restante foi descartado, e o precipitado foi eluido
em 750 pL do tampéo de amostra, compondo a fracao insoltvel.

As fracdes induzidas (sollvel e insolavel) ou ndo-induzidas foram desnaturadas a
100°C por 15 min, e separadas por eletroforese em gel de poliacrilamida 15% (SDS-
PAGE) a 100 V por 60 min. Em seguida, as amostras foram transferidas para membrana
de nitrocelulose 0,2 um com sistema semi-seco (Bio-Rad TranBlot® SD) utilizando 10
V por 30 min. A membrana foi bloqueada com solucéo de leite desnatado 5% e Tween20
0,05% em tampao fosfato salina (PBS) por 2 h. Em seguida, a membrana foi incubada
com o anticorpo anti-histidina conjugado com HRP (horseradish peroxidase) (Sigma-
Aldrich #A7058) (diluicdo 1:10000) por 2 h. A membrana foi lavada 3 vezes por 5 min
com PBS/0,05% Tween20. A deteccdo do sinal da membrana foi realizada utilizando o
substrato luminol e H,O, (Pierce™ ECL Western Blotting #32106).
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3.5 Splicing by overlap extension
Splicing by overlap extension (SOE) PCR € uma técnica simples, que utiliza a

amplificacdo de segmentos de gene sobrepostos por PCR para criar muta¢des ou quimeras
de genes (HECKMAN; PEASE, 2007). Para este fim, utilizamos iniciadores que
carregam nucleotideos modificados para a mutagéo do residuo desejado, e iniciadores que
flanqueiam o gene (Tabela 1), para gerar produtos de PCR intermedidrios em uma
primeira PCR (Figura 5). Os produtos intermediarios sdo deshaturados e usados como
molde na segunda etapa de PCR (Figura 5), quando as fitas simples anelam em suas
regides de sobreposicdo que contém a regido de mutacdo desejada. A amplificacdo do
produto de PCR nessa etapa é realizada pelos iniciadores externos, gerando o produto

final que foi entdo clonado no vetor pBRA pelB.

EBS464-F EBS517-F
* *

Tox241

B — -—
EBS518-R EBS520-R —

EBS519-F
>

EBS465-F
517-465 464-520
@ PCR# —»
Primers Primers
464, 465, 464, 465,
517, 5 519, 520
464-518 317, 318 519465
e 464-F
464-F
@ . 517465 . < PR® > 517465 N
. Primers 464 e 465 P
464-518 = 464-518 —

465-R

465-R l

v
Tox24L,43n Tox241css IO

Figura 5. Esquema de produc¢do de mutacdes pontuais nos residuos cataliticos de Tox241 utilizando
PCR SOE. Técnica de PCR splicing by overlap extension utilizada para gerar mutagdes pontuais em
Tox241.

3.5 Analises bioinformaticas
3.5.1. Coleta de homdlogos de NIpC/P60 permutadas
Foi realizada coleta iterativa de homologos com a ferramenta jackhmmer do

pacote HMMER (POTTER et al.,, 2018), e o banco de dados de sequéncias nao
redundantes do NCBI (National Center for Biotechnology Information), inserindo como
querys a sequéncia de aminoacidos da regido catalitica de Tox24120.170
(FD01848827_04209), do efetor do T6SS TseH (AAF96194.1) que pertence a
superfamilia NIpC/P60 (ALTINDIS et al., 2015; HERSCH et al., 2020) e representantes

das familias de proteinas NIpC/P60 permutadas descritas por ANANTHARAMAN e
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ARAVIND (2003): YaeF (NP_414735.1), YiiX (NP_290574.1), MC062R (NP_044013),
CPXV094 (NP_619881), FAM84A (AAH26346), LRAT (NP_004735), HREV107
(PLAT3_HUMAN). Essa busca iterativa foi executada até 5 iteracGes, resultando na
coleta de 342.517 proteinas. Ao aplicar um limite de e-value maximo de 10, foi obtido
um universo de 24.510 proteinas para o estudo. Utilizando o software mmseqs com
configuracdes padrdes (HAUSER; STEINEGGER; SODING, 2016), foi possivel agrupar
as sequéncias com parametros de 80% de cobertura e um e-value menor ou igual a 1073,
dos quais um membro foi selecionado para as analises subsequentes. Um segundo nivel
de agrupamento foi aplicado utilizando 70% de identidade e 80% de cobertura para

remover a redundancia das sequéncias.

Tabela 2 — Proteinas utilizadas na busca com Jackhmmer

Proteina (nimero de acesso)  Residuos Familia
Tox241 20-170  Predita como LRAT-like
TseH (AAF96194.1) 40-180 YaeF/YiiX-like
YaeF (NP_414735.1) 70-160 YaeF/YiiX-like
YiiX (NP_290574.1) 15-160 YaeF/YiiX-like
MCO062R (NP_044013) 5-170 YaeF/YiiX-like
CPXV094 (NP_619881) 10-155 YaeF/YiiX-like
FAMB4A (AAH26346) 110-240 LRAT-like
LRAT (NP_004735) 38-181 LRAT-like
HREV107 (PLAT3_HUMAN) 1-135 LRAT-like

3.5.2. Construcdo da arvore filogenética
Apbs a coleta e definicdo dos grupos de homologos, foi realizado um alinhamento

das sequencias de aminoacidos que equivalem a porcao catalitica de Tox241 (Tox2412-
170) utilizando a ferramenta MAFFT (KATOH et al., 2005). Em seguida, foi realizada a
construcdo de uma arvore filogenética utilizando o método de maxima verossimilhanca
com o programa FastTree (PRICE; DEHAL; ARKIN, 2009). Uma selecdo manual dos
grupos de homologos para compor a arvore, levando em consideragdo a quantidade de
sequéncias representadas e os dominios detectados pelo Pfam, permitiu eliminar ramos

longos e refinar os valores de suporte dos nos internos (bootstrap).

3.5.3. Predicdo de estrutura terciaria
A predicdo de estrutura tridimensional de Tox241 foi realizada utilizando a
ferramenta AlphaFold2 (MIRDITA et al., 2022), solicitando 5 modelos por vez e

mantendo aquele com maior Local Distance Difference Test (IDDT) (MARIANI et al.,
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2013). A predicdo utilizando a sequéncia completa de aminoécidos de Tox241 ndo
apresentou resultado satisfatorio de IDDT em nenhum dos modelos, por isso foi utilizado
somente a sequéncia da por¢do catalitica (Tox24120-170), que resultou em uma predigdo

mais confiavel.

3.5.4. Docking molecular
O docking molecular da estrutura predita de Tox2410.170 € a estrutura da

fosfatidiletanolamina (PubChem CID 5327011) foram preparados com o auxilio da
ferramenta AutoDockTools para obter a informagdo em arquivos PDBQT (Protein Data
Bank (PDB), Partial Charge (Q), & Atom Type (T)) gerando um arquivo contendo
coordenadas necessarias para o AutoGrid e AutoDock. As cargas de Khollman e os
hidrogénios foram adicionados, e os arquivos foram transferidos para o AutoDock Vina
(TROTT,; OLSON, 2010), que utilizou a proteina rigida com o ligante flexivel com
valores padrbes de energy_range igual a 4 e exhaustiviness igual a 8. O centro do grid
box (0.559, 0.894, 0.618 A) foi ajustado na regio catalitica, com um tamanho de 40 x 40
x 40 A que cobriu totalmente a regifo catalitica. O resultado do AutoDock Vina gerou 9
posicdes, e aquela com melhor afinidade foi utilizada para visualizagdo no programa
PyMOL (SCHRODINGER, 2015). A constante de dissociacdo (Kd) foi calculada
utilizando o valor de energia livre (AG) na seguinte equagdo: AG = RT In(Kd), onde R ¢
a constante dos gases (1.98 cal/K mol) e T é a temperatura (300 K).

4. Resultados e Discussao

4.1. Estudo de um novo efetor do T6SS de Salmonella

Para identificar o repertério de efetores T6SS codificados nestes 10K genomasde
Salmonella o Prof. Robson Francisco de Souza iniciou uma analise, e localizou loci
contendo genes do T6SS, efetores e proteinas de imunidade associados com este sistema
utilizando pHMMs (profile Hidden Markov models) (dados ndo publicados). As regides
gendmicas compreendendo 5 genes a jusante e a montante dos genes estruturais do T6SS
foram analisadas em busca de novos efetores do T6SS. As seguintes abordagens foram
utilizadas para identificar novos efetores: 1) modelos de componentes do T6SS obtidos
do Dr. Eduardo Rocha (ABBY et al., 2016) e do banco de dados Pfam (MISTRY et al.,
2020) foram usados para identificar os loci do sistema nos genomas sob anélise; 2)
modelos de toxinas obtidos do Pfam foram utilizados para detectar familias de toxinas
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presente nos genomas; 3) modelos de toxinas gentilmente cedidos pelo Dr. lyer Aravind
(National Institute of Health) (ZHANG, D. et al., 2012) foram utilizados para identificar
genes de toxinas polimorficas localizados preferencialmente na vizinhanga do T6SS; e 4)
selecdo de candidatos a efetores baseada na predi¢cdo do software BastionX (WANG, J.
etal., 2021).

A partir dos resultados dessas andlises foram identificadas 3975 proteinas,
agrupadas em 220 grupos por similaridade, as quais foram submetidas a buscas por
homologos remotos, utilizando a ferramenta HHpred (HILDEBRAND et al., 2009). Entre
as proteinas analisadas que apresentavam similaridade a dominios com potencial para
atuarem como efetores toxicos, foram selecionados arbitrariamente alguns candidatos
para caracterizacdo funcional por nosso grupo. Devido a natureza da cooperagdo
internacional do projeto 10KSG, foi dada prioridade para conseguir cepas
geograficamente proximas. No Brasil, algumas cepas do projeto 10KSG estavam de posse
do Prof. Cristiano Gallina Moreira (Unesp — Campus Araraquara), o qual gentilmente as
cedeu para que pudéssemos realizar ensaios funcionais.

Com as cepas de Salmonella disponiveis, escolnemos caracterizar um candidato
que apresentava o dominio NIpC/P60 permutado, ainda ndo caracterizado funcionalmente
(ANANTHARAMAN; ARAVIND, 2003). O candidato foi clonado a partir de DNA de
S. Oranienburg, cepa denominada 241/03-CM no projeto 10KSG. Em func¢do do nome da
cepa de origem, a toxina foi provisoriamente renomeada para Tox241 (nimero de acesso
FD01848827 04209 no projeto 10KSG). Tox241 é uma proteina de 279 aminoacidos que
apresenta similaridade ao efetor do T6SS de Vibrio cholerae denominado TseH
(ALTINDIS et al., 2015) (Figura 6).
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Figura 6. Tox241 possui regido homdloga ao efetor TseH de Vibrio cholerae. A. Sequéncia de Tox241
com seus residuos cataliticos de cisteina e histidina destacados em vermelho. A regido de homologia com
TseH esté sublinhada. B. Alinhamento da regido de homologia entre os residuos 40 a 165 de Tox241 e o0s
residuos 42 a 190 de TseH. Residuos alinhados com 100% de identidade ou com mesma caracteristica estdo
destacados. C. Resultado de HHpred mostrando similaridade (95,3% de probabilidade) entre Tox241 e a
estrutura do efetor TseH (PDB:6V98_A) de V. cholerae.

Considerando que proteinas de imunidade s&o tipicamente codificadas adjacentes
aos genes das toxinas cognatas (HERSCH; MANERA; DONG, 2020; ZHANG, D. et al.,
2012), foi observado que na mesma regido gendmica de Tox241, é codificada uma
pequena proteina de 86 aminoacidos que possui duas regides transmembrana, sendo que
uma das hélices esta contida em uma regido com alta similaridade com o0 modelo do Pfam
denominado DUF4229, que ndo possui funcdo conhecida (Figura 7). Considerando a
posicdo desse gene no genoma, hipotetizamos que esta seria a provavel proteina de

imunidade para Tox241, e a denominamos Imm241 (Figura 7).

A
m T e m Toir 1 Soit uzooh) |, TaaM

DUF4229

o - — o = -

Transmembrana Transmembrana

Figura 7. Contexto gendmico de Tox241 em S. Oranienburg. A. Representacdo grafica do cluster génico
de Tox241 (vermelho) e sua proteina de imunidade cognata Imm241 (verde) junto com outros genes
estruturais de T6SS (VgrG e TssM). B. Sequéncia de aminoacidos de Imm241, com seus dominios
transmembrana e DUF4229 destacados. As regides transmembrana foram identificadas utilizando o
programa TMHMM (KROGH et al., 2001).
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Para testar se Tox241 tem efeito antibacteriano, clonamos esse efetor no
plasmideo pBRA sob regulacéo do promotor Peap — inducdo por arabinose e inibi¢&o por
glicose. Além disso, clonamos tox241 no plasmideo pBRA contendo peptideo sinal pelB,
que permite direcionar a proteina ao periplasma. Essa combinacdo permite analisar 0s
efeitos da expressdo da proteina em diferentes compartimentos celulares (citoplasma e
periplasma, respectivamente). O ensaio de toxicidade em E. coli revelou que a indugéo
de Tox241 no periplasma inibe o crescimento de E. coli, e que a co-expressdo com
Imm241 neutraliza o efeito toxico (Figura 8). Esses resultados confirmaram que Tox241
€ uma toxina e atua no periplasma da célula-alvo, além de demonstrar que Imm241 é sua

proteina de imunidade cognata (Figura 8).

pBRA  pEXT22 0,2% Glicose (inibido) 0,2% Arabinose + 200 mM IPTG (induzido)

Tox241 Vazio

Tox241 Imm241
pelB Tox241  Vazio
pelB Tox241 Imm241

Vazio Imm?241

Concentracaode . coti | — —

Figura 8. Tox241 possui efeito toxico no periplasma de E. coli e é neutralizado por Immz241. Ensaio
de toxicidade realizado em E. coli DH5a mostra que a induc¢do de Tox241 no periplasma (pelB Tox241)
apresenta toxicidade, e que essa é neutralizada com a co-expressdo de Imm241 (pelB Tox241 e Imm241).
Imagem adquirida por Gustavo Chagas Santos.

Ap06s demonstrar que Tox241 possui efeito toxico no periplasma de E. coli e que
Imm241 é sua proteina de imunidade, procurou-se mais informacdes sobre a superfamilia
NIpC/P60 que poderiam ajudar a compreender o mecanismo de acdo de Tox241. A
superfamilia NIpC/P60 possui uma subdivisdo em dois grupos: candnicas (AcmB-like e
P60-like) e permutadas (LRAT-like e YiiX-like) (Figura 4A e B) (ANANTHARAMAN;
ARAVIND, 2003). As candnicas possuem a cisteina catalitica na por¢do N-terminal,
enquanto a histidina localiza-se na porgéo C-terminal (Figura 9A e B). Por outro lado, as
permutadas possuem uma inversdo na sequéncia em relacéo a diade catalitica (Cys e His)
devido a troca na ordem dos elementos de estrutura secundaria, mas a estrutura terciaria
mantém-se conservada (ANANTHARAMAN; ARAVIND, 2003) (Figura 4). Os
aminoéacidos que compdem a triade catalitica foram encontrados na sequéncia da Tox241
pelo estudo do alinhamento e sobreposicdo desta proteina com outras NIpC/P60
permutadas (ver Figura 11 e 16), nas posi¢des Cysisi1, Hissz € 0 aminoacido polar Thrsg,

caracterizando Tox241 como uma NIpC/P60 permutada (Figura 9).
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Figura 9. Residuos cataliticos nas sequéncias primarias de NIpC/P60. A. Sequéncia de aminoacidos de
Tox241, em vermelho estdo demarcados os residuos cataliticos Hisas € Cysisi. Acima da sequéncia estd um
esquema de estrutura secundaria predita. B. Sequéncia de aminoacidos de uma NIpC/P60 candnica: YkfC
de Bacillus cereus ATCC 10987 (BCE_2878, PDB:3H41).

Como descrito acima, buscas por homologos remotos de Tox241 realizadas com
o software HHpred resultaram em similaridade com TseH (VCAO0285), uma proteina de
V. cholerae que atua como efetor do T6SS (ALTINDIS et al., 2015), e que também
pertence a superfamilia NIpC/P60 (HERSCH et al., 2020) (Figura 6C). Para entender a
relacdo filogenética de Tox241 com outros membros da superfamilia NIpC/P60, foram
buscados proteinas similares de Tox241 utilizando a sequéncia de algumas proteinas
descritas como NIpC/P60 permutadas utilizando Jackhmmer (Tabela 2)
(ANANTHARAMAN; ARAVIND, 2003). Essas proteinas foram acomodadas em grupos
pelo software MMsegs, resultando em 24.439 grupos de proteinas.

Um segundo nivel de agrupamento foi aplicado para remover a redundancia, ao
retirar aquelas proteinas que fossem pelo menos 70% idénticas e cobrissem 80% da
sequéncia proteica, resultando em 2.651 sequéncias que foram agrupadas em 33 grupos.
Sequéncias representativas dos grupos mais abundantes foram utilizadas para inferir uma

arvore filogenética (Tabela 3, Figura 10), acomodando os grupos em familias (Figura 10).

Tabela 3 — Grupos de homélogos de Tox241 selecionados para construgédo da arvore filogenética.

Grupo Fam Pfam (dominios identificados) Assinaturas nseqs  rep_seqs

WP_195599607.1 A3 TM+TM+DUF308+TM+TM GHxD/NCVXL 930 52
EGQ13288.1 A2 Né&o detectado GH/NCXT 939 58
OED51035.1 Al RHS GH/NCxRFV 942 210
MBT8440052.1 B3 Amidase_3+Peptidase_C92+TM pH/CxxxV 208 54
NDF64324.1 B2 Peptidase_C92 WSH/[I[V]CS 2157 325
WP_173060782.1 B1 Peptidase_C92 H/[IIVIC[S|T]E 1023 394
XP_027711886.1 C1 LRAT HwxxY/NCEH 1616 287
MB06292870.1 C2 LRAT YXHXG/NNCEXxF 3470 411

Fam: subdivisGes das familias A, B e C, definidas pela filogenia das NIpC/P60 permutadas (Figura 11). Assinaturas:
motivos conservados em pelo menos 80% das regides cataliticas dos membros de cada grupo, os residuos conservados
das regiGes da His e Cys estdo separados por uma barra (/). Nsegs: nimero de sequéncias que compde 0 grupo.
Rep_seqs: quantidade de sequéncias representativas (identidade < 70%) em cada grupo.
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A arvore revelou que Tox241 e TseH formam duas subfamilias distintas, e que
compdem uma nova divisdo dentro da superfamilia NIpC/P60, separada das familias
LRAT-like e YiiX/YaeF-like descritas anteriormente (ANANTHARAMAN; ARAVIND,
2003), e suportada por valores de bootstrap acima de 85% (Figura 10). Na filogenia da
Figura 10, os ramos do grupo A contém os homdlogos de Tox241 e TseH; engquanto
aqueles do grupo B possuem homologos da peptidase YiiX e YaeF (Figura S1), e no
grupo C encontram-se 0s homologos de LRAT e outras fosfolipases.

B (YiiX-like)

V,/ B2

B1

A (Tox241) /
S A3 e ———
\ % {

FA;\“‘ ¢ . Bootstrap

I ® >95%

- \ ® >90%

A1 7 pa > 85%
A (TseH) y ‘ 1 \ , ———

C (LRAT-like)

Figura 10. Tox241 e TseH formam uma nova familia de NIpC/P60 permutadas. Arvore filogenética
das NIpC/P60 permutadas construida utilizando sequéncias de homélogos. As familias ja descritas
anteriormente (ANANTHARAMAN; ARAVIND, 2003) estéo dispostas como a familia C (LRAT -like) em
verde, e familia B (YiiX-like) em magenta. O surgimento de um novo clado inclui os homdlogos de Tox241
em vermelho (A2 e A3) e TseH (Al) em azul na subfamilia A. A arvore apresentada contém 1791
sequéncias.

A regido catalitica das NIpC/P60 compreende aproximadamente 25-30
aminoéacidos, situados a montande da cisteina, mais 40-55 aminoacidos apos a histidina
(ANANTHARAMAN; ARAVIND, 2003), o que permitiu identificar a regido catalitica
de cada familia para alinha-las. Combinando o alinhamento dessas regifes com a predigédo
de estrutura secundaria de cada uma das familias, foram identificados elementos

conservados importantes para cada uma das familias (Figura 11).
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O nucleo catalitico das NIpC/P60 apresenta cinco fitas-f e trés a-hélices,
corroborando o observado anteriormente em uma andlise estrutural de NIpC/P60
permutadas (XU et al., 2011). Apesar desta semelhanca, cada familia organiza suas
estruturas secundarias e residuos de um modo diferente (Figura 11). A familia A, apesar
de manter a fita 1, ndo possui um par de aminoacidos glicina e &cido aspartico (GD)
conservados antes dessa fita. Essa extensdo de glicina e aspartato &€ encontrada nas
NIpC/P60 canbnicas como uma insercdo entre o residuo N-terminal de cisteina e o C-
terminal de histidina (ANANTHARAMAN; ARAVIND, 2003), o qual no evento de
permutacdo topoldgica tornaram-se o0s residuos mais N-terminais das NIpC/P60
permutadas (ANANTHARAMAN; ARAVIND, 2003). No entanto, o par de residuos
conservados GD é perdido na nova familia A, que ndo apresenta residuos altamente
conservados na extremidade N-terminal da primeira fita caracteristica das NIpC/P60

permutadas (Figura 11).
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MBP88011.1/3-145 LLPGDVL INRK-EYALTNYFLP GYWPHAALYLGDAATSRSLGLFEHN DASSRWRELL - -D 5 GSMKVLEAMK-DGVQVRPLGSPF-5-SDSIVV-LR-PR -LRR LEIRDALARALVHE - - FOFRR ADKLVC TEVVYRAYD - - -
MBA3254602.1/3-139 ARFGOVLLVYRA-EDKITAALLP GFWSHAAIY IGGAAELRAQGLGADP WIERRLP | VE - -R GRGVVLEAIS-RGVRINPLEECA-Q- ADHALL-LR-PR -VPA DEIGHAVREAFGHL - - FOFNT SARLVC TGLVWRAYD - - -
PYI6508.1/8-144 VQPGOVLLVYRA-EQKLTTALLP SFWAHAAF YVG GARDLQPFD | RGHP SQVAKHWDAML - “G PFGCVIEAIS-PRALINALEKSL-Y- ADHLAV-LR-PN -¥SR NELTEALVEAFGHV- - LDFNY TSRIVCTEL IYRSFH- - -
NQZ70742.1/3-136 MQPGOFF IVMRP - ESKSSTWLIP GWWTHGS 1 YLGGFDALQGAGF -D - - LENVSKNKDKL I - ESGDIIEALS -PGVVFSKMYYSM.- 5. VOHAVA- IR-PL -LNE SDRRNSINDALSHL FOIGR SDRLVCTELLYKSFH

MBI2519881.1/13-150 MOPGDVLWDKT-RSKISGKLIS 2 GFWNHNAIYVG TKEQLEALGLWDHP NHKVIVESLG- AGVVOHTLHHFL-N- IDEIAV-GR-RKQITD EDRREIVLRTLGOL - - LDVES YETLICSELVYLVYND- -
HIP48408.1/3-140 LEPMD I ITEKT-GF TLTDKMIP GYFGH IAIWLG TEKQLKE IQLWEHP QGYSILETDR-KGTHLKTLKDFF-N- IDEIAI-AS- 11 GFSE 3 ENKIILYENALAOQL - - FDVET SDKLVYCSELLYQUFGA- -
WP_146301688.1/3-137 LRPLOIVVVSS - KGRLSGHTLP GLFPHAATYLG TETELRRLG IWEHG AGKVFVEADY -NGVHLSRPETVL-N- VDRVAI-LA-RV DGSR RTRORAAAMEL ARHL - - FDGOD NDRLFCTELVDHARPG:- -
WP_170253332.1/8-142  LOQPLOV I AVNN- KGRLSGHA 1P GHFGHVAIYVGNERQLARAGVWDAS SGALF I EADN-KGVHLSTAPLAL-N- ADAIVQ-LA-PTGLSA ARRRQALGEFYKAV. - FOLDT PACTFCTELVNMVLPE- -
WP_141467928.1/3-141 LQPMD ILLTSD- KSQUSGWL IP GYFTHSLLYLG TEQOLQSAGLWOAT AGNLFYEATP-POQVTFSPAQDIF-D- VOSWAV-FR-PD L-SK GOKRAAISRMISHL - - MDLAT ADCLFCAELLNLALPE- -
NLX30094.1/8-142 VRPLODILLYKS-PTHITDKF IP GFFGHAAIYTG TREELEAAGWWSLP AGGAYAEALR-SGVRLSTPEDFT-D-GOFFLV-LR-VYTGLSP AEKAATTGRIFRYI- - FD1QS PDRLYCTEL IFLAFEM- -
MBR9986937.1/9-169 IQPGOVLLVEG- ASKLSQ | 1QL 3 SSWSHAAFYWVGNRLKDTEKYA- - MEAALNRLDE - - - - AQH IMIEADAGNGY TYVPLSKYK.D- - YNIRI-CAR-PFGISA OQDLKAVVQEVVDNL- - 7LVLPS 17 TEYQVICSGMIAKAFQS. -
OFVE7812.1/3-168 IRAGD ILLVEG-KTRIAQIIKY 3 SSWSHSSIYIGDRLVOQEAHPL - RDRYLELYGE- - - - ARHLVLEADLTSGVSAVPLGKYT-E- -FNIRV-CR-PY CISE EDRARVVEEVIAHL- - TYLTPF 17 ESRAVICSSL IAQAFHN- -
HCC43999.1/6-166 LRPCOVILVEG- RSSVSD | [RW 3 SPWTHAALY IGRIYDIEDKKL - REKISAIYDG- - - - GODRLIIESELGLGTYWRPLNVYA-D- -EHLRL-CR-PA RLSP RDSLAVVRIAVSOI - - TLLLPW 17 QKTRTICSTMIAECFAQ- -
WP_148339401,1/3-165 IRPGOVLLVEG- RSRISKIIRT 3 SPWTHAALYIGRMIDFEDEE! - KKLVARSHLPD - - - - HTRLIVEOMLDOGTV I TPLNFYH-N- -HHIRI-CR-PI GITP ADLHLVVNYAIKAL--GQPYNVR 7FMLPW 17 EPESGICSSL IAEAF TS -
HB525998.1/5-166 LSPGOVILVEG- RSRIGKL KN 3 SSWTHCAIFVG RISDHAGSAH - TALLEDAWGG - MEYLLLEAE IGTGAILTKIDKYR-D- - YNWRI-CR-PQ ALTK ADADSVVESALNHL-.DHEYDVR 7FMYPI 17 SQKRTICSTLIADAFYS. -
WP 048672867.1/4-150  LKPADILLSTG- EAKASKVIRG 3 SRYSHAALYIGKSO- - --------- - ----- - S1IEAIG-SGVTLQSLEDAM- 5D -DTLVSVYRRL- AMSD EQGLOVIRYAKEQ| - -GKKYDYV 7 TSGP- 26 PEAAFYCSELVAIAFEK- -
RYF96821.1/9-159 LQEGO I ILSTTANDS ISRAIRS 3 SEISHASIYVGNGN- - - - - - ---- - - - S VIHATL-SGVSQWTLSDLM-SA-STLCVAYHHK- DMDD  SKAARIVKFLTNALNSNKGFDSW 7 SOLLA 26 NNGOFFCSEL IFAALND- -

GD YxHxxxY  V]IVH A NCEHF

o) =) > = Oy — (O

XP_029918415.1/7-124 PEVGOLVEIFR G TYQHWAVY IGDGYVVHLAPPS- -E- -VP 12 EK A IVKREELWDVVG-TD--H-WQINNS-LD KKY-E PRPVHV IVREARSLY- - -GE-ELPYCVFRGNCEHFVTELRYGKA
XP_040840571.1/10-128 PERGOD I IEIFH P SYVDWAIYVGNDEV IHLTPCS-VE--FS 12 GK A KATKEPLKHEAE-GP--L-YRVNNH-LD HKY - R TQSVNE I TASAKRLA -CD-KEDYEFCSKTSEKFVNDLRYGKH
XP_027562836.1/7-124 PKPGDLIEIKR P LYEHWALYLEDEYVIHVTCED--K--GI 12 KT A KVKKQLLKEVVG-DN--D-WEVNNK-YD RSR-T PLPVEEI IRRAKSY | «DM-EVTYKVLGKNCEHFVTMLRYGES
XP_031572204.1/10-131 GSPGOLIAFTR 2 G FYHHYAINVGNGY IVHLS5GS55--T--NE 15 E I A KVKKEKCADVVKPGS--K--HIENK-PW KGK- K PLPANEIVERALSKV -GT-5-GYNLLYKNCEHFARWCRYGEE
OWF37443.1/12-141 LEVGDMVEFPN N IYSHWGVY IGNEN IVHLTGDKATN - - AG 18 DK A CVKVEHFLEVAE-GC--M-AKRNND- KD NTL-R 5 PRPRDEIVRTALASR -GE-A-KYNVLWNNCEHFASYLRYGEK
KAG5712127.1/10-136 LETGDIIEIQR G PHSHWAVY IGNQQV IHLAGGE--D--VG 21 KT A LVKVDAYANVVH-RC--L-AKKNNS-KD WKY - K PLSKSEIVQNAMSRL “GR-H-YYNVQFENCEHFATWC RYGVK
XP_035698725.1/9-131 CQEGDLLKFPR E  GYSHWAVY IGGEKVIHLSGKS--D--5V 18 DL G KVMEDSFWNVVG-DS5--R-VMMSNY-LD ATK-Y VRSGEEILERARLRL- - -GE-V-GYNPLWENCEHFATWCRYGEK
CAF2624546.1/9-131 LVSGDLIEYVR G PFSHWAVYLGNNQIAHLPGPS--N--IF 18 EQ M QIEICDFNSLLS-55--1-AYVNNS- KD RIL-H PLPTDEILRRAHSAL- - -GF-T-GYDL ILNNCEHFAHWCRYGIA
PAV83852.1/10-135 LKPGOLLEFRR s TYSHWAVYLGEEDGLHMLMHYWRR- -GG 18 55 A EIRKDDLYKVAGKSN--K-VRINNE-HD DHM- T VLPVDEILMRAYSRM- - -DE-A-KYNLATNNCEHFVVWCRYGTN
CAF1515495.1/10-133 AKPGOMIEF IR G TYSHWA I YVDDGFY IHRWGDH- -D- -G1 18 DK A TILOSKVDDVLRLGG- -K-ARINNY - RD GKW- K PLETDVILDKARRAL -NT-E-GYNLVYNNCEHFATECRYGEA
GFO00259.1/9-129 VAPGSLLEIDQ G NYKHWA 1Y IGDRKVCHLTVEA--V--MG 13 NK G KILVQLFRDMLA-GETPP-VFVNNS-RD SKW-T PRSAEDIVTSALSYA---GQ-KVRYDLVTFNCEHFANECRYGIK
CAF1196096.1/10-135 AEPGDMIQYHR R DYEHWA 1Y IGNGKVIQATVYRDFSN- - TF 18 TF A RITEESFHGVLQSDG- -V-ARINNF - KD NQW- K ILPKNEIVERARMCV:- - -GR-Y-PYHVLSNNCEHLVTWCRYGRR
PNX71786.1/10-168 LKPGODH I YSWR K 2 LYAHHG I YVGDGMV INFTSGA--VQGKT 15 55 10G 95V ISSCLDCFLS-GG--K-LRLYQ--Y- -GV-N 17 SOPMEEVLHRAFYLLE-NG-FG-DYHVSKNNCEDFAIYCKTGLR
XP_027180853.1/10-172 IEAGDH I Y TWK T2 SYSHHGIYLGGNKVVHFTREE- -NK-VS 21 RA 12G 6GVVLSCLDCFLG-GG--S-LCRFE- -G1-5 17 SDAPKTVIHRAMYLLH-NG-FG-SYNLFENNCEDFALYCKTGLL
XP_021282942.1/9-160 PQPGDHIYSTR A2 LYAHSGIYVGNDMV IHLQAPL--K---- 15 IEB GT7GIIKTCLDCFLD-GR-S5S-FEFYE- - -GV-P 16 SKPDHEVVERATDLLERKG-FG-EYNLFANNCEHFAVYCKTGLA
MBO4415368.1/7-143 LRPGDIIGVSR M LYDHYAIYVGNNKVVHYAAPD--N--EI RN A MIHEADFDEFMG-5G--KTYFILS--FC 31 INY-R IFTPEETIKRAYSRI - - -GE-T-RYNLLTNNCEHFALWCKTGIA
WP_051270493.1/10-145 LTKGDVIGVSR G IYEHYGVY IGNDKVIHYTSPD--5--DV SE N RIMETGMEHF IR-DA--NEFFILDCTYK 27 ERQ-S VYSPEETVKRAKLRL - - -GE-T-KYNLVVNNCEHFAIWCKTGIS
WP_087478691.1/5-143 AKAGODVIFVDR G LFRHFGVYVGHDRVIHYAPPK--G--EF 3 DE A CIHEASMEEFLD-GD--ETYYVCD--F5 30 EQF-H LYTPQSTIARARRR | -GE-K-SYDLLENNCEHFALWCKTGIS
WP_157784240.1/7-148 PKLGDILVVSR G MYYHYGVYAGENRVIHYAAKS--R--EF DT I CIHETTLNRFCY-GR--R-YMICR--FS 37 SGF-H LYSGKETADRARSR I -GE-G-KYNLIFNNCEHFAIWCKTGIS
MBR4490929.1/9-146 LRPGDVVGVHR 2 G LYDHYGIYTGNGEMIHYADPS--G- -DF MN 1 IVHRTTLEKFKE-DS--EYIFVID--FD 30 SHY-H LYSPEETVRRAEERL---GE-R-HYNIATNNCEHFAIWCKTGVS
MBP5202756.1/9-143 LKRGODVIGVYHR 2 G TYDHYGIYTGRGKVIHFSNEG--5- -DF GD I RVYRRATLSQFKN-GA--DNVFVVD--FE 28 MNEL-5 LYSPEETVERAESQL -GR-E-GYNLVFNNCEHFAVWCKTGKH
MBE6100861.1/10-131 AASGD I I YVKH R GYQHFGIYAGNGRVIHYYKES--N--PL SE G IIMETSLSEFMS-GS5--DTLYVLN--GD 16 ENM-P IFSSRETVERARSKI -GO-K-GYSLVNNNCEHFALWCKTGIA
Pj142327.1/10-115 LPIGSHVAIRR A GYTHHGVY IGRYTI IHHSGLS--E- -N1I RK G PICETSVEKFLS-DG--Q-WHVIQ- -Y- -PKGQ SLPKNKVVENAKSRL- - -GE- | -GYDLFSGNCEHFATWCKTGIA
MBO2517223.1/9-118 LKPGODIIRADT G RYYHMG I Y IGNEQVIHFAGPD--P--QH 3 5V A RIRKDSLNVFSM-QG--K-IEVRD--Y5 2 ERI-K KNSAKKVISLAESHL- - -GE-G-GYDI IYNNCEHFVNLCVFGVA

Figura 11. Alinhamentos das regides cataliticas das 3 familias de homologos de Tox241. O alinhamento multiplo das sequéncias de cada uma das familias (A, B, C) foi
construido utilizando MAFFT (KATOH et al., 2005) com alguns representantes de cada uma das familias. A estrutura secundaria representada na parte superior de cada
alinhamento foi predita utilizando o software Jpred4 (DROZDETSKIY et al., 2015) e refinada com informacdo de estruturas homdlogas determinadas experimentalmente
disponiveis nos bancos de dados (Clado A: PDB 6V98; Clado B: PDB 21F6; Clado C: PDB 2KYT).
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As assinaturas de residuos conservados nas subfamilias de Tox241 variam, apesar
de se manterem nas mesmas posicOes relativas as estruturas secundarias: a histidina N-
terminal no comego da fita B2, e a cisteina C-terminal no inicio da hélice o3, que sdo
absolutamente conservadas na porc¢éo final da regido catalitica das NIpC/P60 permutadas
(Figura 11). Notavelmente, os membros da familia C apresentam uma segunda cisteina
conservada sete residuos apds a cisteina catalitica (Figura 11). Esta segunda cisteina foi
demonstrada ser importante para a funcdo catalitica em proteinas NIpC/P60 da familia
LRAT-like (JAHNG; XUE; RANDO, 2003; MONDAL et al., 2000). Contudo, em uma
analise estrutural, esta segunda cisteina ndo se encontra acessivel ao substrato (XU et al.,
2014), indicando que a segunda cisteina pode ter importancia estrutural.

Entre os residuos cataliticos (Figura 11, destacados em vermelho), uma regido na
fita B3 aparece conservada, mas com residuos especificos para cada clado. A familia A
possui um motivo Gly-Arg-Tyr (GRY), enquanto a familia B possui um &cido glutamico
frequentemente associado com uma alanina (EA). No clado C existe um motivo de valina
e histidina unido por uma leucina ou valina (V[I|v]H). A importancia desses residuos da
fita B3 ainda ndo esta clara; porém, futuras analises poderdo esclarecer o papel de cada
uma dessas inser¢fes. Ainda, foi possivel notar algumas sequéncias onde a cisteina e
histidina possivelmente cataliticas foram substituidas por outros aminoécidos. Nestes
casos, € possivel que a sua funcdo tenha sido perdida ou modificada.

4.2. Predicdo e analise da estrutura tridimensional de Tox241

Para entender melhor o mecanismo de toxicidade de Tox241, foi iniciada uma
colaboracdo para tentar resolver sua estrutura cristalografica. Essa parte do projeto esta
sendo desenvolvida através de uma colaboracdo com o Prof. Gerd Prehna (University of
Manitoba). A sequéncia de Tox241 foi clonada em vetor de expressdo pET28a e
confirmada a expressdao da proteina recombinante nas cepas BL21(DE3) e SHuffle
(Figura 12). Em seguida, os plasmideos foram enviados para o grupo do Prof. Gerd.
Infelizmente, até 0 momento, apenas uma pequena fracdo de proteinas foi obtida na fracéo

soluvel, o que inviabilizou testes de cristalizacao.
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SHuffle BL21(DE3)

His-Tox241 Tox241-His His-Tox241 Tox241-His
XDa NI P S NI P S KDa NI P S NI P S
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Figura 12. Expressdo de Tox241 em E. coli. Western blot dos extratos proteicos de E. coli SHuffle e
BL21(DE3) expressando Tox241 com 6xHis-tag no N-terminal (His-Tox241) ou C-terminal (Tox241-His).
Peso molecular aparente de His-Tox241/Tox241-His: 31.4 kDa. NI (ndo induzido); P (fracdo insollvel); S
(fragdo solavel).

Para tentar aumentar a solubilidade de Tox241, decidiu-se co-expressar essa
proteina com sua respectiva proteina de imunidade (Imm241). Para isso, clonamos
diferentes versdes do par efetor e proteina de imunidade (Tox241:Imm241) em vetor de
expressdo pRSFDuet (Figura 13), o qual possui dois sitios multiplos de clonagem (MCS)
e promotores independentes. As construgdes foram desenhadas para permitir a expressao
da proteina de imunidade com ou sem seus dominios transmembrana e com 6xHis-tag na

porcdo N- e C-terminal.

mf,,,% MCS-1 MCS-2 i
Imm241 (86aa)
J"’*r;,,m N Tr_xxzt'll _ Mm241; g5 Construgdo 03

Imm241-FL = Imm241 completa

i
o -

dominios transmembrana
e

e . IMm24133 55 = IMm241 sem o
Tox241 Imm241;3. g Construgéo 06 dominio N-terminal transmembrana
""’*&%
B Tox241 + Imm241-FL Imm241,, 4 Construgdo 07

Figura 13. Diferentes construgdes de Tox241 e Imm241 clonadas em pRSFDuet. Desenho esquematico
de sete construcdes clonadas em plasmideo pRSFDuet, o qual possui dois sitios multiplos de clonagem
(MCS-1 e MCS-2).

Ensaios preliminares de co-expresséo revelaram a presenca de His-Tox241 nas

construcdes 1 a 3 (Figura 14). No entanto, ndo foi possivel detectar a expressao de
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Imm241-His nas construcGes 4 a 5. Acredita-se que esse fato ocorre devido a dificuldade
de analisar proteinas com dominios transmembrana em ensaios de western blot
(ABEYRATHNE; LAM, 2007; FUENTES et al., 2000), que esta relacionado a natureza
hidrofobica e propensdo das hélices transmembranas em formarem agregados
(FUENTES et al., 2000; KAUR; BACHHAWAT, 2009).

Da mesma maneira, também foi detectado esse problema quando foi induzida
expressdo de Imm241 com epitopo FLAG C-terminal (Imm241-FLAG) — em uma
tentativa de determinar sua localizacdo celular em ensaios de fracionamento celular
(resultado ndo mostrado). Nao foi possivel clonar a construcéo 6, e com a impossibilidade
de detecgdo de sinal de Imm241-His, decidiu-se ndo prosseguir com essa abordagem. As
construgdes em pRSF foram enviadas para o Prof. Gerd Prehna dar continuidade nas

tentativas de purificacdo e cristalizacdo de Tox241.

A 0r 02 03 04 05 pRSFO B 01 02 03 04
I I I I I I

~100kDa
~70kDa
~55kDa

~35kDa
~25kDa

~130kDa

~55kDa
~35kDa
~25kDa

~15kDa

~10kDa

05 RSF O
C p
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~100kDa
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Figura 14. Expresséo das constru¢es em pRSFDuet com Tox241 e Imm241. As diferentes construgdes
de pRSFDuet foram induzidas e analisadas por western blot. Frag6es induzidas de proteinas totais (I) das
cinco construcdes em A, e fragBes das proteinas insoltveis (P) e sollveis (S) das construgdes 01 a 04 em B
e da construcdo 05 em C. O peso molecular teérico de His-Tox241 é 31.4 kDa e Imm241-His é de 10.9
kDa.

Paralelamente aos ensaios de expressao de Tox241 e Imm241, decidiu-se por
predizer a estrutura de Tox241 através da ferramenta AlphaFold2 (MIRDITA etal., 2022)
(Figura 15). Inicialmente, ao utilizar a sequéncia completa de Tox241, ndo conseguimos

uma predicdo satisfatéria. Desse modo, foi utilizada somente a sequéncia da por¢édo
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catalitica (Tox24120-170), 0 que permitiu uma predicdo com um valor de IDDT maior
(Figura 15).

Predicted IDDT per position

Predicted IDDT
Predicted IDDT

Positions

Figura 15. Predicdo da estrutura terciaria de Tox241z20-170. A estrutura de Tox241 foi predita com o
programa AlphaFold2 utilizando a sequéncia completa (A), e somente a porcao catalitica entre aminoécidos
20-170 (B) com seus respectivos graficos de IDDT abaixo. (C) Nesta representacgdo, as diferentes estruturas
secundarias de Tox24150-170 estdo coloridas e nomeadas, junto com os residuos cataliticos demonstrados
com suas cadeias laterais.

Anteriormente, haviamos detectado que Tox241 possui uma por¢do homologa a
TseH (Figura 6C). Assim, decidiu-se comparar a predi¢do estrutural de Tox241 com a
estrutura de TseH (PDB 6V98) (Figura 16). A sobreposicdo de TseH com Tox241
(RMSD 1.761 A) revelou semelhanca na posicdo e natureza dos residuos cataliticos
(Cysi172, Hises € Glugi em TseH; e Cysis1, Hissz € Thrsgem Tox241). Nessa sobreposicéo
¢ possivel observar que apenas a hélice az de Tox241 encontra-se em uma posicao
diferente em relacdo a TseH (Figura 16). O residuo polar de Tox241 parece ser Thrsg na

fita B3; contudo na hélice a1 existe uma tirosina (Tyrs7) que parece apontar para o interior

35



do sitio catalitico, e que poderia estar auxiliando a posicionar o substrato dentro do sitio

catalitico.

. TseH

‘ Tox241

Figura 16. Sobreposicao das estruturas terciarias de Tox24120-170 € TseH. Destacada a direita esta uma
regido aumentada com as cadeias laterais e distancias (angstrons) dos residuos cataliticos importantes de
ambas NIpC/P60 permutadas sobrepostas.

Trabalhos anteriores sugeriram que TseH teria atividade de endopeptidase e
atuaria sobre o peptidoglicano; contudo, até 0 momento, demonstrou-se apenas que essa
proteina € tdxica no periplasma de E. coli, e nenhum ensaio bioquimico detalhado
confirmou essa hipotese (ALTINDIS et al., 2015; HERSCH et al., 2020). Foram
realizadas buscas no programa DALI (HOLM, 2020) utilizando a estrutura tridimensional
predita de Tox241 para obter mais informagdes sobre seu provavel mecanismo. Esse
programa compara estruturas tridimensionais de proteinas, revelando similaridades
estruturais ndo encontradas quando comparamos as sequéncias de aminoacidos. O
resultado mostrou que as estruturas com maior similaridade eram membros da familia
NIpC/P60 com atividade de fosfolipase (dados ndo mostrados).

Sabendo que Tox241 é toxica quando expressa no periplasma de E. coli (Figura
8), e considerando que os trés principais fosfolipideos de membrana em E. coli séo
fosfatidiletanolamina (75%), fosfatidilglicerol (20%) e cardiolipina (5%) (ROWLETT et
al., 2017), decidiu-se realizar um docking molecular com a estrutura predita de Tox241 e
uma molécula de fosfatidiletanolamina (Figura 17), além dos demais fofsolipideos de
membrana e com TseH (Figura S2). O docking foi realizado com o programa AutoDock
Vina (TROTT; OLSON, 2010), e apresentou um valor de energia livre de -4.9 kcal/mol
entre Tox241 e fosfatidiletanolamina. Com isso, conseguimos calcular a constante de
dissociacdo (Kd = 271,4 mM), sugerindo que esse substrato pode ter afinidade com o sitio

catalitico de Tox241. O programa acomodou 0 substrato no provavel sitio catalitico de

36



Tox241, o que fortalece a hipotese de que esse efetor possa ser uma fosfolipase (Figura
17).

Figura 17. Docking molecular de Tox24120-170com o substrato fosfatidiletanolamina. A. Representagéo
em cartoon e em superficie de Tox241, que foi utilizado para o docking molecular. B. Representa¢do da
molécula de fosfatidiletanolamina utilizada como substrato. C. Docking molecular representado em
superficie (esquerda) e em cartoon (direita). A cisteina catalitica estd em azul, tirosinas e histidinas estdo
marcadas em magenta e um acido glutdmico em vermelho. Os dtomos da fosfatidiletanolamina encontram-
se coloridos em branco para carbonos e hidrogénios, em azul para nitrogénios e em vermelho para
oxigénios. As linhas tracejadas em amarelo marcam a distancia em angstrons entre a cisteina catalitica e os
oxigénios proximos que poderiam sofrem uma quebra pela agéo de fosfolipase.

Proteinas com conformacéo do tipo papain-like utilizam cisteinas cataliticas em
reacOes de hidrolise de ligacBes ésteres, tiol e/ou amidica pela acdo de um ataque
nucleofilico do seu grupo tiol. Junto com a cisteina, uma histidina também esta envolvida
no processo, que serve para delimitar o espago do substrato e posiciona-lo proximo da
cisteina, formando o par Cys-His (CSTORER; MENARD, 1994). Para determinar se 0s
residuos Cysis1 e Hissz de Tox241 sdo importantes para atividade toxica observada em E.
coli (Figura 8), foram gerados clones contendo mutacfes pontuais e substitui¢cbes para
alanina nesses residuos importantes: HasA e CisiA. Em seguida, foram repetidos os
ensaios de toxicidade em E. coli utilizando os mutantes (Figura 17). Os resultados
confirmaram que as mutagdes pontuais em HassA e Cis1A eliminam o efeito toxico de
Tox241 em E. coli (Figura 18), indicando que a atividade enzimatica de Tox241 é

essencial para sua toxicidade.
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pBRA pelB  pEXT22 0,2% Glicose (inibido) 0,2% Arabinose + 200 mM IPTG (induzido)

Tox241 Vazio
Tox241 Imm241
Tox2415434 Vazio
Tox241¢y5,4  Vazio
I— IEE——

Diluicoes de E. coli

Figura 18. Teste de toxicidade em E. coli utilizando mutantes Tox241 HasA e CisiA. Ensaio de
toxicidade em E. coli mostra que a toxicidade de Tox241 é abolida quando a Cysis: ou Hisss sdo substituidas
por alaninas.

Em seguida, foi realizada uma analise da distribuicdo taxondémica de Tox241 a
partir dos homologos coletados anteriormente por jackhmmer (Figura 10). A partir dos
dados coletados no NCBI, foram recuperadas informac6es sobre taxonomia, removendo
proteinas com mais de 80% de identidade, evitando o viés da quantidade de genomas
depositados no NCBI (MUKHERJEE et al., 2020). Desse modo, foi possivel identificar
5184 proteinas dispersas em diferentes ramos taxonémicos, majoritariamente do reino
Bacteria, que pertencem aos grupos identificados na filogenia (Tabela 4).

A presenca de Tox241 em diversos filos é compativel com o observado
anteriormente sobre a presenca de proteinas NIpC/P60 envolvidas em atividades de
homeostase de membrana em bactérias e eucariotos (ANANTHARAMAN; ARAVIND,
2003). E interessante observar que a subfamilia A é encontrada somente em Bacteria,
sendo que Al (TseH) e A2 (Tox241) estdo distribuidos majoritariamente entre
Proteobacteria e Bacteroidetes. Bactérias pertencentes a estes filos, tais como V.
cholereae e espécies do género Salmonella, utilizam o T6SS como um importante fator
de competicéo e viruléncia, e habitam ou infectam ambientes como o trato gastrointestinal
humano (KENNEDY; CHANG, 2020), o que poderia indicar um evento de transferéncia
horizontal entre estas espécies.

Enquanto isso, a subfamilia B concentrou a maior quantidade de proteinas, sendo
a maioria Proteobacteria (Tabela 4). A subfamilia C é aquela que possui homdlogos de
LRAT e possui representantes em eucariotos, sendo C1 um grupo de exclusivo do reino
Eukaryota (Tabela 4), enquanto seu clado irmdo C2 é distribuido entre Bacteria e

Eukaryota, porém é mais restrito as espécies de plantas (Tabela 4).
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Tabela 4 - Distribuicdo taxonémica dos membros da superfamilia NIpC/P60*

Bacteria

Eukaryota

Proteobacteria

Metazoa

Taxonomia

Gammaproteobacteria
Betaproteobacteria
Alphaproteobacteria
Deltaproteobacteria
other Proteobacteria
Epsilonproteobacteria
Zetaproteobacteria
Total
Bacteroidetes
Firmicutes
Planctomycetes
Cyanobacteria
Verrucomicrobia
Acidobacteria
Spirochaetes
Actinobacteria
Lentisphaerae
Nitrospirae
other Bacteria
Total
Chordata
Mollusca
Nematoda
Cnidaria
Hemichordata
Hexapoda

other Metazoa

Total
Fungi
Viridiplantae
Total
Archaea
Poxviridae

Nao classificado
Total

A
Al A2
TseH | Tox241
58 109
2 2
2
2
2 2
66 113
408 38
2 1
2
1
1
4
484 152
1
550 265
Al A2

A3

74

81

84
A3

B1
64

41
18
79
78
11

293
50

95

64
11

69
605

898

Bl

B (YiiX)

B2
282

118
227
41
37

705

13

744

3

1453

B2

B3
16

10
3
1

30

39

28

69
B3

C (LRAT)

C1

661
13

686

686

686
C1

C2
129

147
3
16
1
6

302

61

77

18

30
505
10
44

74

298
372

1179
C2

Total

658
323
253
139
120
17

1512
503
143
107

78
68
25
24
10
10
10
120

2610

672
57

23
761

298
1062
7
28
3
5184
Total

*QOs dados foram gerados removendo as proteinas com mais de 80% de identidade para evitar o viés amostral induzido

pela presenga de multiplos genomas da mesma espécie de bactérias.
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8. Conclusbes

Neste trabalho, ap6s uma anélise in silico em 10K genomas de Salmonella, foi
detectado um novo efetor do T6SS de Salmonella spp. que pertence a superfamilia
NIpC/P60. Apesar de outros efetores do T6SS que pertencem a superfamilia NIpC/P60 ja
terem sido descritos (BENZ; REINSTEIN; MEINHART, 2013; HERSCH et al., 2020),
este é o primeiro efetor pertencente a um novo grupo de proteinas classificadas como
NIpC/P60 permutadas. Notavelmente, esse novo grupo € um clado irmé&o, divergente, da
familia que inclui o efetor do T6SS TseH.

Tox241 apresentou toxicidade quando expressa no periplasma de E. coli, e
resultados com sua predi¢do de estrutura terciéria indicam similaridade com diversas
fosfolipases, incluindo membros da familia LRAT-like (NIpC/p60 permutadas). Desse
modo, é possivel que Tox241 apresente atividade de fosfolipase ao exercer seu efeito
toxico.

Apesar do apontamento inicial de Tox241 pertencer a subfamilia LRAT-like
dentro das NIpC/P60 permutadas, a analise filogenética realizada durante este estudo
identificou um novo clado, que foi designado como nova subfamilia (aqui denominada
de subfamilia A) que contém Tox241 e seu homologo TseH de V. cholerae. Além disso,
foi possivel observar a distribuicdo de Tox241 em diversos filos, o que é compativel com
a grande dispersao da superfamilia NIpC/P60 entre bactérias e eucariotos. No entanto, o
grupo A2 de Tox241 (Salmonella) e Al de seu homologo TseH (V. cholerae) mostram-
se concentrados em Proteobacteria e Bacteroidetes, especialmente em espécies associadas
ao habitat intestinal, o que poderia indicar eventos de transferéncia horizontal desta
toxina.

Esses resultados sdo importantes para desvendar o que parece ser um novo
mecanismo de acdo desta toxina e seu envolvimento com o T6SS, além de complementar
0 estudo das NIpC/P60 permutadas, que até entdo eram atribuidas a atividades

relacionadas com metabolismo de membranas celulares, mas ndo em conflitos bioldgicos.
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10. Anexos
10.1 Publicacdes cientificas
Anexo 1: Artigo publicado no FEBS Journal: Revisiting the steps of Salmonella

gut infection with a focus on antagonistic interbacterial interactions
(https://doi.org/10.1111/febs.16211).
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A commensal microbial community is established in the mammalian gut
during its development. and these organisms protect the host against
pathogenic invaders. The hallmark of noninvasive Sa/monella gut infection
is the induction of inflammation via effector proteins secreted by the type
I1I secretion system, which modulate host responses to create a new niche
in which the pathogen can overcome the colonization resistance imposed
by the microbiota. Several studies have shown that endogenous microbes
are important to control Salmonella infection by competing for resources.
However, there is limited information about antimicrobial mechanisms
used by commensals and pathogens during these in vivo disputes for niche
control. This review aims to revisit the steps that Sa/monella needs to over-
come during gut colonization—before and after the induction of inflamma-
tion—to achieve an effective infection. We focus on a series of reported
and hypothetical antagonistic interbacterial interactions in which both
contact-independent and contact-dependent mechanisms might define the
outcome of the infection.

Introduction

Mammals harbor a complex gastrointestinal micro-
biota that includes bacteria, archaea, viruses, and uni-
cellular eukaryotes. The adult intestinal microbiota is
composed by hundreds of species living in symbiosis
[1]. The microbiota provides a variety of benefits for
their hosts, including nutrients. protection against
infections, and maturation of the immune system [2-

Abbreviations

4]. In exchange, the host provides a nutrient-rich habi-
tat in which microbes can live [5]. The interaction
between these species is essential for the healthy physi-
ology of the host, and the interdependence between
them suggests a long coevolution [6].

The assembly of the gut microbiota occurs in an
organized manner together with host development. It

AMP, antimicrobial peptide; BtuB, vitamin B12 transporter; CDI, contact-dependent growth inhibition; Cir, colicin | receptor; FepA,
ferrienterobactin receptor; FhuA, receptor for ferrichrome iron; Fiu, catecholate siderophore receptor; Fur, ferric uptake regulator; Hep,
hemolysin coregulated protein; OmpC, outer membrane porin C; OmpF, outer membrane porin F; OmpR, outer membrane porin R; PAAR,
proline-alanine-alanine-arginine; RBD, receptor-binding domain; ROS, reactive oxygen species; RpoS, RNA polymerase sigma factor;
SCFAs, short-chain fatty acids; SPI, Salmonella pathogenicity island; SpoT, bifunctional (p)ppGpp synthase/hydrolase; T3SS, type Il secretion

system; VgrG, valine-glycine repeat protein.
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10.1 Figuras suplementares
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Figura S1: Posicdo dos homdlogos de E. coli na filogenia apresentada neste trabalho.
Embora préximas, as proteinas YiiX e YaeF, destacadas em amarelo, pertencem a
linhagens basais distintas do clado B (YiiX/YaeF/Poxvirus G6R-like).

Docking AG (kcal/mol)

Tox241+PE -49 271,4 mM
Tox241+PG -48 321,0mM
Tox241+CA -48 321,0mM
TseH+PE s5.1 194,1 mM
TseH+PG -42 877,8 mM
TseH+CA -44 627,9mM

Figura S2: Docking molecular entre a estrutura predita de Tox24120.170 ou TseH e 0s
principais fosfolipideos de membrana de E. coli: Fosfotidietanolamina (PE),
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Fosfatidilglicerol (PG) e Cardiolipina (CA). Valores de variacao de energia livre (AG) e
constantes de dissociagéo (Kd) estdo demonstrados na tabela para cada docking realizado.
E é apresentado uma visualizacdo em superficie de ambas proteinas para os melhores
resultados obtidos.
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