NAARA MARCONDES DOS SANTOS

ESTUDO DO TRANSPORTE DE FERRO

EM CAULOBACTER CRESCENTUS

Dissertacdo apresentada ao Programa de Pds-
Graduacdo em Microbiologia do Instituto de
Ciéncias Biomédicas da Universidade de S&o
Paulo, para a obtencdo do Titulo de Mestre em

Ciéncias

Séao Paulo
2019



NAARA MARCONDES DOS SANTOS

ESTUDO DO TRANSPORTE DE FERRO EM CAULOBACTER

CRESCENTUS

Dissertacdo apresentada ao Programa de Pos-
Graduacdo em Microbiologia do Instituto de
Ciéncias Biomédicas da Universidade de S&o
Paulo, para a obtencdo do Titulo de Mestre em

Ciéncias

Area de concentragdo: Microbiologia

Orientadora: Marilis do Valle Marques

Versao Original

Séao Paulo
2019



CATALOGACAO NA PUBLICACAO (CIP)
Servigo de Biblioteca e informagéo Biomédica
do Instituto de Ciéncias Biomédicas da Universidade de Sao Paulo

Ficha Catalografica elaborada pelo(a) autor(a)

Marcondes dos Santos, Naara
Estudo do transporte de ferro em Caulobacter
crescentus / Naara Marcondes dos Santos;

orientadora Marilis do Valle Marques. -- S&ao
Paulc, 2019.

1338 px

Dissertacdo (Mestrado) ) -- Universidade de Sao

Paulo, Instituto de Ciéncias Biomédicas.

1. ferro. 2. siderdéforos. 3. transporte de ferro.
4. receptores dependentes de TonB. 5. Caulobacter
crescentus . I. do Valle Marques, Marilis ,
orientador. II. Titulo.




UNIVERSIDADE DE SAO PAULO
INSTITUTO DE CIENCIAS BIOMEDICAS

Candidato(a): Naara Marcondes dos Santos

Titulo da Dissertacdo/Tese: Estudo do transporte de ferro em Caulobacter
crescentus

Orientador(a): Profé. Dr® Marilis do Valle Marques

A Comissdo Julgadora dos trabalhos de Defesa da Dissertagéo de Mestrado, em sessao

publica realizada a ......... [...... S , considerou o(a) candidato(a):

( ) Aprovado(a) () Reprovado(a)

Examinador(a): ASSTNATUAL ...t
NOME. e

INSEITUICAOD: ©.eviiieeie e

Examinador(a): ASSTNATUAL ...t
NOIME: e

INSEIEUICAO: ..o

Examinador(a): ASSINATUAL ...t
NOIME: e

INSEIEUICAO: ..o

Presidente: ASSTNALTUNA ettt e e e e e e e e e e et e e e e e e ee e eeeneens
N[0 1

INSEITUIGAD: ...



ICCBIéP

Cidade Universitaria "Armando de Salles Oliveira®, Butanta, S&o Paulo, SP - Av. Professor Lineu Prestes, 2415 - ICB Il - 05508 000
Comisséo de Etica em Pesquisa - Telefone (11) 3091-7733 - e-mail: cep@icb.usp.br

CERTIFICADO DE ISENCAO

Certificamos que o Protocolo CEP-ICB n? 844/2016 referente ao projeto intitulado:
“Estudo do transporte de ferro em Caulobacter crescentus” sob a responsabilidade
de Naara Marcondes dos Santos e orientagdo do(a) Prof.(a) Dr.(a) Marilis do Valle
Marques, do Departamento de Microbiologia, foi analisado pela CEUA - Comissdo de
Etica no Uso de Animais er pelo CEPSH - Comité de Etica em Pesquisa com Seres
Humanos, tendo sido deliberado que o referido projeto ndo utilizard animais que
estejam sob a égide da Lei n® 11.794, de 8 de outubro de 2008, nem envolverd

procedimentos regulados pela Resolugdo CONEP n® 466 de 2012.

S40 Paulo, 22 de novembro de 2016.

e 7 Al }kﬁ =

Prof. Dr. Anderson de Sa Nunes Prof. Dr. Paolo Marinho A. Zanotto
Coordenador CEUA ICB/USP Coordenador CEPSH ICB/USP



006-80S50 430 - dS — O|ned OeS — EluBINg .+ ,BIISAIQ SO||BS OpPUBWIY, BLIBIISISAIUN SPEPID « GLPZ ‘SISald Naulq “jold ‘AY
dsn | seolpawolg seiougl ap oinjijsu|

g9| op Jojeig SOOIWINY SONPJSeYy Op OBSSIWO0Y) Bp 8juspisald
Mnoosuapig uoi) uosyaer iq ‘joid sejiaiq auke|aH

Y v
(soue g Jod epijea oedelejoaq)

910z odiew Q¢ ‘ojned oes

‘o|ned OBS ap SpepISISAIUN BP SEJIPaWOIg SBIDUSID) 9P 0INJIISU| OU opezi|esl
‘. S02IWIND SOINPOId 9P 81EeISa( S OlasnUE) ‘OJUSWEUSZeWIY, 0SIND 0 NINOUOD

SOjueS SOp Sapuodiej eieeN

anb ‘suly sopinap so eled ‘oie0aQg

asnean

SOJININD
nu_ w D m o— m”:.u_mmz ap oessiwo)




gD] Op SOLIQIeIOqE T SOp SejoIe],
SOpeR[ONU0)) SOoTWINg) SOINPOIJ
S0oTWIINg) SONpPISOY
ee ¢
SOIUIPIOY 9P OBIUIAdIJ
0ATI9[0)) 9 [enpIAIpu] 0ed9101d op soyuowredinbg
soo1wng) SOMpoId p OLSNUBA
e ;7
SOO1WINQ) SOIMPOIJ P OJUSWIBUIZBUWLTY

oorung) ompoid ap eduen3ag op eydrq -OdSId
STRION) SA03BIULIQ

eme 5

,S021WINQ) SOINPOIJ AP 9)ILISA(] d OIISNUBJA ‘0JUSWRUIZBULLY ,, 0SIND)



A Rute, Galdina (in memoriam) e Antdnia
(in memoriam) as mulheres que me
ensinaram a sonhar, amar e conquistar em

um mundo onde mulheres ndo sdo ouvidas.



AGRADECIMENTOS

Agradeco a Deus porque Dele e por Ele sdo todas as coisas, pela dadiva da vida e por
me permitir realizar os sonhos do meu coracdo, por seu infinito amor e misericordia que me
acompanham todos os dias da minha vida, e pela oportunidade de viver essa etapa me
capacitando e fortalecendo a cada dia.

A Prof2 Dr® Marilis do Valle Marques pela oportunidade, orientacdo, paciéncia,
acessibilidade e dedicacao aos seus alunos e por todas as conversas enriquecedoras.

Aos professores Dr2 Andrea Balan, Dr2 Cristina E. A. Martinez e Dr. Welington Luiz de
Araujo, por todas as sugestdes e criticas em minha qualificacdo. E novamente a Prof.2 Andrea
Balan, por todos os conselhos e discussdes na parte de proteinas.

Aos professores Dr. Phillip Klebba e Dr? Salete Newton pela colaboracdo e pelas
discussOes para a realizacao deste trabalho.

A Prof2 Dr2 Charlotte Borda pela a orientagio durante minha graduacéo e por ser a
primeira pessoa a me inspirar na biologia molecular e ciéncia.

Aos meus pais Ezequiel e Rute pela vida, carinho, dedicacéo, apoio e todo esfor¢o que
fizeram e fazem para que hoje eu chegasse até aqui.

Ao meu irm&o Felipe por toda a cumplicidade, carinho, amor e por ser um alicerce pra
mim nesta vida. A minha cunhada Caroline pelo afeto e pela grande amizade que construimos
durante todos esses anos.

A minha prima/irma Ana Paula por estar a0 meu lado desde nossos nascimentos,
vivendo juntas as melhores aventuras, por me amparar em todos 0s momentos e por me
presentear com minha afilhada.

Aos meus sobrinhos Davi, Miguel, Matheus e minha afilhada Lis por trazerem alegria a
minha vida e por dividirem comigo seus sorrisos que enchem meu coragéo de ternura, amor e
gratidao.

As minhas familias Marcondes e Souza, por todo apoio e amor recebido por cada tio(a)s
e primo(a)s e por todos 0s momentos de diversdo compartilhados.

Ao0s meus queridos e incriveis amigos que essa jornada me trouxe Alexandre, Hugo,
Juliana Santos, Juliana Sato, Julia, Laura, Larissa, Lucas, Marina, Marco, Rodolfo e Frank,
saibam que a melhor coisa foi fazer ciéncia ao lado de vocés regado com boas e verdadeiras
risadas. Obrigada pelo muito que me ensinaram com as suas vidas e por sempre estarem por
perto quando eu precisei tanto para resolver um célculo, compartilhar um café ou um abrago

em dias dificeis.



A minha terapeuta Marilda pela a amizade e ajuda nos momentos mais angustiantes e
por me ensinar a levar a vida de forma mais leve.

Ao meu melhor amigo Felipe Magoga por todos os longos anos de amizade, amor,
cumplicidade, carinho e diversdo compartilhados e por todas boas risadas sempre que estamos
juntos.

A Larissa Gomes e Caio Samos por toda amizade e imenso apoio que sempre me deram
€ por serem as pessoas gque possuem 0s maiores coracdes que ja conheci.

Aos meus amigos queridos amigos Anderson, Gabriela, Jaine, Ligia, Monique, Samara
e muitos outros pelos longos anos de amizade e por estarem ao meu lado em todos os momentos.

A todas as mulheres da Hora Nona que sempre lembram de mim em suas oragdes.

A Iris e Carolina por toda a eficiéncia, conversas divertidas e apoio técnico
imprescindivel em todos os momentos.

A secretaria Gisele pela amizade construida durante essa jornada e por toda imensa
ajuda dada a mim.

A minha fiel companheira Lilica por toda a diversdo e cumplicidade.

A Fundacio de Amparo a Pesquisa do Estado de S&o Paulo, pela concesséo da bolsa de
mestrado e pelo apoio financeiro para a realizagdo desta pesquisa (processo n° 2017/02127 - 9)
e a CAPES, o presente trabalho foi realizado com apoio da Coordenacdo de Aperfeicoamento
de Pessoal de Nivel Superior - Brasil (CAPES) - Cddigo de Financiamento 001.



“All nature and science follow the sound of Your voice”

So Will 1 (100 Billion X) — Hillsong United



RESUMO

SANTOS, N. M. Estudo do transporte de ferro em Caulobacter crescentus, 2019. N° 133 f.
Dissertacdo (Mestrado em Microbiologia) — Instituto de Ciéncias Biomédicas, Universidade de
Séo Paulo, 2019.

Caulobacter crescentus é uma a a-proteobacteria oligotréfica que vive em ambientes
aquaticos e pode colonizar ambientes com pouca disponibilidade de nutrientes, sofrendo
constantemente com a caréncia nutricional. Os transportadores dependentes de TonB (TBDT)
realizam o transporte de ferro ligado a siderdéforos atraveés da membrana externa das bactérias
Gram-negativas. Quando C. crescentus se encontra em caréncia de ferro, quatro TBDTs sao
altamente expressos, sendo eles codificados por CCNA 00138, CCNA 00028, CCNA 03023
e CCNA_02277 (HutA). C. crescentus NA1000 apresenta ainda em seu genoma dois genes que
codificam proteinas TonB (CCNA 02419 e CCNA _02412), que sdo 0s componentes
energizadores do transporte. Este trabalho buscou elucidar qual fonte de ferro é transportada
por cada um destes quatro receptores e o papel de cada uma das proteinas TonB. Uma analise
de sequéncias de aminoacidos entre os TBDTs mostrou que essas proteinas apresentam
sequéncias pouco conservadas entre elas, diferentemente das proteinas TonB, que apresentam
uma alta conservacdo. Uma analise estrutural foi efetuada por modelagem para todas as
proteinas estudadas a fim de se caracterizar essas proteinas em C. crescentus, e foi possivel
identificar algumas regides conservadas nos TBDTs, como o TonB Box e plug. Foram
construidas linhagens mutantes para os seis genes codificando os TBDT e as proteinas TonB
de C. crescentus. Para a analise fenotipica desses mutantes realizamos ensaios de crescimento
e de viabilidade em diferentes fontes de ferro, onde somente o A00028 apresentou um
crescimento diferente quando comparado a linhagem selvagem NA1000, e pode estar envolvido
com transporte de ions férricos. As linhagens AtonB néo apresentaram nenhuma diferenca de
crescimento perante as fontes de ferro testadas, mas ensaios de crescimento em placas na
presenca de diferentes fontes de carbono mostraram crescimento diferente entre as linhagens
mutantes e selvagens, em algumas dessas fontes. Mutacdes sitio-dirigidas no gene hutA foram
realizadas alterando alguns aminoécidos para cisteina, para futuramente verificar quais seriam
0s aminodacidos nos loops importantes para o reconhecimento e transporte do sideréforo.

Palavras-chave: Caulobacter crescentus, ferro, sideréforos, receptores dependentes de TonB,
sistema TonB-ExbB-ExbD.



ABSTRACT

SANTOS, N. M. Study of iron transport in Caulobacter crescentus, 2019. No. 133 f.
Dissertation (Master in Microbiology) - Institute of Biomedical Sciences, University of S&o
Paulo, 2019.

Caulobacter crescentus is an oligotrophic a-proteobacterium that lives in aquatic environments
and can colonize environments with little availability of nutrients constantly suffering from
nutritional deficiency. TonB dependent transporters (TBDT) transport iron bound to
siderophores through the outer membrane of Gram-negative bacteria. When C. crescentus is in
iron deficiency, four TBDT are highly expressed, encoded by CCNA_00138, CCNA_00028,
CCNA 03023, and CCNA _02277 (HutA). C. crescentus NA1000 presents in its genome two
genes encoding TonB proteins (CCNA_02419 and CCNA_02412), which are the energizing
components of the transport. This work aimed to elucidate which iron source is transported by
each of these four receptors and the role of each of the TonB proteins. Amino acid sequence
analyses of the TBDTs showed that these proteins present little conservation among them,
unlike the TonB proteins that present high conservation. A structural analysis was carried out
by modeling all studied proteins in order to characterize these proteins in C. crescentus, and it
was possible to identify some conserved regions in the TBDTSs, such as the TonB box and the
plug. Mutant strains were constructed for the six C. crescentus genes encoding TBDT and TonB
proteins. In the phenotypic analysis of these mutants, growth and viability assays were carried
out in different iron sources, and only A00028 presented a different growth pattern when
compared to the NA1000 wild type strain, and could have a role in transporting ferric ions. The
AtonB strains did not show any difference in growth with the iron sources tested, but growth
assays in plates with different carbon sources, showed differences in growth between mutant
and wild type strains, for some of the sources. Site-directed mutatgenesis in hutA we carried
out substituting some residues for Cysteine, in order to verify which amino acids in the loops
are important for siderophore recognition and transport.

Keywords: Caulobacter crescentus, iron, siderophores, TonB-dependent receptors, TonB-
ExbB-ExbD system.
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1. INTRODUCAO

1.1 Homeostase de ferro em bactérias

Muitos nutrientes e minerais sd0 necessarios para a sobrevivéncia e manutencdo das
fungdes celulares, sejam elas em condi¢gBes normais ou de estresse, como fdsforo, enxofre,
zinco e ferro. Esses nutrientes sdo importantes pois desempenham funcdes celulares tais como,
por exemplo, o fésforo, que pode ser encontrado no ion fosfato (PO4%) e ¢ essencial para a
sintese dos acidos nucleicos e de fosfolipidios que compdem a membrana celular; ja o enxofre
pode ser obtido através de fontes naturais que incluem o ion sulfato (SO4?%), e é utilizado para
sintetizar aminoacidos e vitaminas, como a tiamina e biotina.

Por sua vez o ferro € o um metal abundante, sendo o quarto mais presente na superficie
terrestre, disponibilizado em dois estados de oxidagdo diferentes. A forma ferrosa (Fe?") é
soltvel, sendo encontrada somente em ambientes em andxia ou em baixo pH, e € necessaria em
reacdes bioldgicas devido ao poder de oxido-reducdo. Ja a forma férrica (Fe3*) é insollvel e
encontrada na presenca de altas concentracdes de oxigénio (ANDREWS; ROBINSON;
RODRIGUEZ-QUINONES, 2003)

Por ser um micronutriente essencial o ferro normalmente é utilizado como grupo
prostético ou cofator de proteinas envolvidas em fungdes como fixacdo de nitrogénio, sintese
de aminoécidos, ciclo do acido citrico e outros processos importantes como a biossintese de
DNA, respiracdo, transporte de oxigénio e producdo de H, (ANDREWS; ROBINSON;
RODRIGUEZ-QUINONES, 2003; CHU et al., 2010). A incorporacdo do ferro em proteinas
pode ser realizada de forma simples ou na forma de grupos heme e complexos ferro-enxofre
(BEINERT; HOLM; MUNCK;, 2007).

Embora o ferro possua um caréater vital para o crescimento e sobrevivéncia celular, o
mesmo pode ocasionar prejuizo quando esta presente em excesso. Isto estd associado ao estresse
oxidativo, gerado através da reacdo de Fenton (1), onde a forma reduzida do (Fe?*) reage com
o peroxido de hidrogénio intracelular originando assim radical hidroxila (OH") que é capaz de
danificar as proteinas, acidos graxos e macromoléculas como o DNA ( REMES et al., 2014;
TOUATI, 2000).

(1) H202 + Fe?* — Fe®* + OH® + OH"
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Devido a este viés o ferro é encontrado na célula ligado a proteinas ou outros ligantes
para garantir a solubilidade do metal e simultaneamente evitando que ocorra a formagéo de
radicais toxicos. Porém, foi demonstrado em Caulobacter crescentus que a escassez de ferro
dentro da célula também tem a capacidade de gerar estresse oxidativo e danos ao DNA,
iniciando assim a ativacdo de outras vias de resposta ao estresse (LEADEN et al., 2018). Para
garantir a segurancga contra esses tipos de danos, é necessario manter assim um nivel de ferro
livre intracelular controlado (Pl; HELMANN, 2017).

Apesar do ferro estar em grande quantidade na natureza, o ferro encontrado pelas
bactérias em seu ambiente de crescimento ndo estd prontamente disponivel para ser utilizado.
Em condicdes aerdbicas e pH neutro, o ferro oxidado esta praticamente insolGvel sendo que a
quantidade soltvel presente no ambiente ndo possui uma concentragcdo necessaria para sustentar
a vida bacteriana (JOHNSTONE; NOLAN, 2015). Desta forma, os microrganismos necessitam
criar estratégias para conseguir mobilizar o metal, utilizando sistemas de captacdo de ferro
especificos que garantem a presenca do metal e a adaptacdo em condi¢des normais ou adversas.

1.2 Captacao e armazenamento de ferro

No decorrer do tempo, as bactérias foram desenvolvendo formas eficientes e estratégias
para conseguir permanecer em ambientes instaveis e com pouca disponibilidade de nutrientes
e metais, e assim conseguir realizar a captacdo de ambos. O ferro é encontrado no meio
extracelular com pouca disponibilidade (que chega a ser cerca de 10° a 10"* M), porém para
as bactérias conseguirem realizar seus processos metabdlicos, fisioldgicos e obter um
crescimento ideal é requerido uma concentracdo de 108 M (KHAN; SINGH; SRIVASTAVA,
2017; SAHA et al., 2013). No caso de bactérias patogénicas a absorcdo de ferro pode ocorrer
através de varias fontes de ferro encontradas no proprio hospedeiro como transferrina,
lactoferrina, ferritina e hemeproteinas (WINKELMANN, 2002).

Para sobreviver em ambientes de caréncia de ferro, ou seja, quando a concentragéo de
ferro intracelular esta abaixo de 10" M, as bactérias Gram-positivas e Gram-negativas secretam
pequenas biomoléculas que sdo chamadas de sideréforos, palavra originada do grego sideros
(significa ferro) e phores (portador) (NAGOBA; VEDPATHAK, 2011). Os sideroforos séo
pequenas biomoléculas (200 — 2000 Da) que apresentem alta afinidade com o ferro férrico
(Fe3™), sendo projetados para formar complexos estaveis com o ion de ferro e estdo relacionados
a sobrevivéncia de bactérias no solo e em ambientes aquaticos. Eles sdo essenciais para a

viruléncia de muitos patdgenos de animais (SAHA et al., 2013), sendo sintetizados e secretados
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n&o somente por bactérias, mas também por fungos e plantas (AHMED; HOLMSTROM, 2014;
SCHALK; HANNAUER; BRAUD, 2011).

E sabido que os sider6foros diferem um do outro devido a sua estrutura e propriedades,
e foram descritos aproximadamente 500 siderdforos, sendo que até o0 momento 270 ja foram
bem caracterizados (SAHA et al., 2016). Baseado na sua natureza quimica, onde o principal é
a ligaces do oxigénio com o ferro (Fe**), os siderdforos foram caracterizados e classificados
em grupos sendo eles: Hidroxamatos, Catecolatos (ou Fenolatos) e Carboxilatos. Além desses
grupos, um novo grupo foi descrito seguindo 0 mesmo principio que os outros e recebendo o
nome de ‘Tipo Misto’, que sdo sideréforos que realizam interacfes entre os trés grupos, como
por exemplo: Hidroxamatos com Catecolatos ou Catecolatos e Carboxilatos (Figura 1)
(MIETHKE; MARAHIEL, 2007; WILSON et al., 2016).

Os hidroxamatos representam o maior grupo encontrado na natureza e também o maior
grupo produzido e excretados pelos fungos. A ligacdo dos hidroxamatos com o ferro ocorre
porque duas moléculas de oxigénio, presentes no hidroxamato, ligam-se ao ion férrico sendo
capazes de formar um complexo octaédrico com Fe®*. O grupo dos catecolatos é encontrado
somente em bactérias e, semelhante aos hidroxamatos, também fornece dois &tomos de oxigénio
para a quelacdo do ferro. Bactérias como Escherichia coli, Salmonella typhimurium e Klebsiella
pneumoniae sao capazes de produzir enterobactina, um tipo de siderdforo pertencente ao grupo
dos catecolatos onde se observa uma forte ligacdo com o ferro. Devido a essa forte afinidade, é
possivel obter a captacdo do ferro mesmo quando a sua concentracao for extremamente baixa.
Ja os carboxilatos sdo produzidos por poucas bactérias, sendo produzido principalmente por
Rhizobium e Staphylococcus e alguns fungos. Os carboxilatos, ao contrario dos outros dois
grupos, possuem um grupo carboxila e hidroxila para a captacdo de ferro. Por fim, os
sideroforos pertencentes ao grupo misto irdo conter as caracteristicas principais dos grupos que
estdo presentes (KHAN; SINGH; SRIVASTAVA, 2017; SAHA et al., 2016).
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Figura 1 — Exemplo representativo dos diferentes grupos de siderdforos. (A) Demonstragdo das quatros
regides que atribuem a capacidade de ligacdo do ferro aos siderdforos: Carboxilato (laranja), Fenolatos (verde),
Catecolato (vermelho) e Hidroxamato (azul). (B) Demonstragéo dos sider6foros de tipo misto que possuem mais
de uma regido de ligagéo ao ferro. Retirado de WILSON et al., 2016 .

A regulacdo da biossintese dos siderdforos é realizada em resposta a uma deficiéncia de
ferro intracelular. Porém, ja foi observado que outros metais também podem induzir a producgéo
de sider6foros mesmo o ferro estando em concentragdes altas no ambiente, indicando que o
possivel transporte desses outros metais também é mediado pelos sider6foros, como € o caso
do molibdénio que regula a producdo do sideroforo azotochelina secretado por Azotobacter
vinelandii, sendo eficaz na captagdo desse metal (SAHA et al., 2013).

A biossintese dos siderdforos pode ser realizada de duas maneiras diferentes, sendo elas:
(@) dependentes das sintetases peptidicas ndo ribossomicas (NRPS). Na qual as sintetases
peptidicas sdo complexos multienzimaticos grandes que também sdo responsaveis pela sintese
de outros varios produtos peptidicos importantes, porém sem um molde de RNA e (b)
independentes de NRPS, que é caso de sideroforos que ndo sdo polipeptidios e que sdo
montados em blocos variados derivados de aminoacidos, sendo ligados por ligacbes amina ou
éster (CHALLIS, 2005; CROSA; WALSH, 2002). Algumas bactérias e fungos ndo possuem
em seu genoma a presenca de genes que facam partes de toda a via de producéo e liberacdo de
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siderdforos, consequentemente esses microrganismos acabam utilizam os sideroforos que ja
estédo presentes no ambiente e que foram secretados por outros.

Ap0s sintetizados, os sideroforos sao liberados no meio extracelular e se ligam aos ions
de ferro originando assim um complexo sideréforo-Fe®*. Em bactérias Gram-negativas, 0
transporte de siderdforos para o interior da célula ndo é possivel por difusdo, devido ao tamanho
do complexo formado que impossibilita sua passagem pelas porinas presentes na membrana
externa. Assim, foi necessario o desenvolvimento de um mecanismo de transporte eficiente por
proteinas especificas localizadas na membrana externa para que o complexo consiga chegar ao
periplasma e logo ap6s ao citoplasma da celula. Esse transporte é caraterizado por ser um
transporte dependente de energia, a qual é obtida pelas proteinas presentes na membrana
citoplasmatica, compondo assim o sistema TonB-ExbB-ExbD (FERGUSON;
DEISENHOFER, 2004; JOHNSTONE; NOLAN, 2015; WINKELMANN, 2002).

Além de realizar o transporte de metais importantes, garantindo a sobrevivéncia de
microrganismos, os sider6foros vém apresentando uma gama diferente de aplicagfes em outros
meios, como na agricultura promovendo o crescimento de plantas. Outra aplicacdo é na
medicina, sendo utilizado no caso de bactérias resistentes aos antibidticos e também no
tratamento de varias doencas humanas. O uso de sider6foros contra a resisténcia bacteriana é
descrita como “cavalo de Troia”, pois utiliza como base o transporte de ferro para transportar
drogas, ligando o antimicrobiano no complexo, desta forma esse novo complexo (sideréforo,
ferro e antibidtico) consegue interagir com 0s receptores de membrana externa, em seguida
chegando ao interior da célula (KHAN; SINGH; SRIVASTAVA, 2018; SAHA et al., 2016).

1.3 Transportadores dependentes de TonB (TDTB)

Com a formacdo do complexo estavel entre o sider6foro e ferro que ocorre no meio
extracelular, é necessario que ocorra a passagem do complexo para o0 meio intracelular, porém
0 mesmo ¢ incapaz de passar pelas porinas devido ao tamanho destas moléculas. Nesta etapa
sd0 necessarias proteinas receptoras dos sideréforos carregados que estejam localizadas na
membrana externa das bactérias Gram-negativas, que sdo intituladas de “transportadores
dependentes de TonB (TBDT)” (NOINAJ et al., 2010a; WIENER, 2005).

Em E. coli, foram descritas as estruturas de quatro transportadores dependentes de
TonB: FhuA, responsavel por transportar sider6foros do tipo hidroxamato como ferricromo
(FERGUSON et al.,, 1998a; KILLMANN; BENZ; BRAUN, 1993), FepA, receptor de
sideroforos do tipo catecolatos que transportam enterobactina férrica (BARNARD; WATSON;
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MCINTOSH, 2001), FecA, que transporta citrato férrico (OGIERMAN; BRAUN, 2003), e 0
transporte de vitamina B12 que também é realizado do pela proteina BtuB (CHIMENTO et al.,
2003). Os receptores de membrana externa sao expostos na membrana somente quando a
bactéria se encontra em condicdo de limitacdo de ferro, e esse tipo de regulacdo é necessario
porque as proteinas de membrana externa podem ser alvo de bacteridfagos, colicinas e
antibidticos como ponto de entrada na célula.

As proteinas transportadoras dependentes de TonB em E. coli foram cristalizadas e sua
estrutura foi determinada por difracdo de raios-X, sendo que a arquitetura comum entre elas é
o formato de um barril B composto por 22 fitas betas antiparalelas que atravessam a membrana
externa (Figura 2), a qual ird permitir a passagem do sider6foro para o espago periplasmatico
(KREWULAK; VOGEL, 2011). Na regido N-terminal das proteinas de membrana externa,
também conhecida como plug, encontra-se uma regido conhecida como TonB-Box composta
por 8 aminoacidos conservados, sendo observado em E. coli uma regido composta com
seguintes aminoacidos (DXXXVVTA). O TonB-Box esté localizado na parte final do plug e se
estende até o periplasma onde ira interagir com a regido C-Terminal da proteina TonB, podendo
ocorrer um rearranjo conformacional do dominio plug apo6s essa interacdo mecanica. A
sequéncia TonB-Box funciona como uma assinatura para essa familia de transportadores
dependentes de TonB (NOINAJ et al., 2010a).

A regido plug no interior do barril  na maioria das vezes ¢ composta por quatro folhas
B que estdo entrelacadas com loops e hélices. Em todos os TBDTs o plug obstrui o canal do
barril B impedindo assim que ocorra uma passagem direta do sider6foro-ferro atraves do barril.
Este dominio é mantido no interior do barril B por aproximadamente 50-70 pontes de hidrogénio
e duas pontes salinas, que envolvem quatro aminoacidos altamente conservados que sdo: dois
residuos de Arginina (R) do plug e dois de Acido glutdmico (E) estes estdo conservados no
barril B (CHIMENTO; KADNER; WIENER, 2005a; WIENER, 2005).

Os sideroforos possuem uma alta seletividade que vem sendo demonstrada desde 1990
através de varios experimentos de transporte em bactérias, fungos e plantas (SCHALK;
MISLIN; BRILLET, 2012). Com estes estudos foi observado que a regido do topo dos
transportadores dependentes de TonB, onde estdo localizados os loops, possui uma
conformacéo diferente para cada transportador (Figura 2), e isto se da devido a presenca de
diferentes aminoacidos nesta regido, onde cada qual sera especifico para o reconhecimento do
sideroforo a ser transportado por aquele transportador. Ou seja, os aminoacidos nos loops
diferem entre transportadores e podem ser a chave para o reconhecimento da ligacdo do

sideroforo. Este fendmeno é demonstrado pela proteina FecA de E. coli que é responsavel pelo
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transporte de citrato férrico, onde a bolsa de ligac&o do sideroforo é revestida por aminoacidos
que séo carregados positivamente (FERGUSON, 2002; YUE; GRIZOT; BUCHANAN, 2003).
Ja no caso do transportador FhuA, também de E. coli, ocorre uma predominancia de residuos
aromaticos (CHIMENTO; KADNER; WIENER, 2005a; FERGUSON et al., 1998b).

Figura 2 — Representac¢do dos transportadores dependentes de TonB (TBDT). Os transportadores dependentes
de TonB, estdo localizados na membrana externada das células Gram-Negativas, situados entre a bicamada
lipidica. Sdo formados por um barril composto por 22 fitas [ antiparalelas (verde e roxo) ao topo do barril 8
encontra-se 0s loops da proteina onde cada transportador terd uma conformacéo diferente entre si, e no limen do
barril B encontra-se um dominio denominado de plug (vermelho e azul) e que possui ha extremidade N-terminal 8
aminodcidos que irdo interagir com a proteina TonB, essa regido é chamada de TonB-box (azul claro). Retirado
de Klebba, 2016.

Apos o reconhecimento e a ligacdo do sideréforo nos transportadores de membrana
especificos, um efeito cascata comeca a ocorrer: a partir desta ligacdo, o0 dominio TonB-box
presente no plug é exposto ao periplasma da celula onde ira interagir com a proteina TonB
presente na membrana interna da bactéria. Devido a essa interagdo o sider6foro consegue passar
pelo lumen do barril B e chegar ao periplasma. Por ocorrer um efeito cascata e por envolver
outras proteinas de membrana, o transporte mediado por sideréforos foi chamado de sistema
TonB-ExbB-ExbD.
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1.4 Sistema TonB-ExbB-ExbD

Para a célula conseguir transportar o sider6foro para o meio intracelular é necessario
que ocorra todo um processo dependente de energia envolvendo diferentes proteinas. A energia
utilizada pelos micro-organismos é a energia proton-motriz ja presente na membrana
citoplasmatica (ZHAI; HEIINE; SAIER, 2003). No caso de transporte de ferro, a energia é
transmitida para trés proteinas presentes na membrana citoplasmatica, denominadas TonB-
ExbB-ExbD, que irdo conseguir energizar o transporte do sideroforo. Sabe-se que em E. coli as
proteinas ExbB e ExbD possuem outras quatro proteinas paralogas, TolQ, TolR, MotA e MotB.
As proteinas TolQ e TolR séo encontradas no momento da divisdo celular e sdo necessarias
para a integridade e divisdo da membrana externa, ja as proteinas MotA e MotB estdo
envolvidas com a rotacdo do motor flagelar. Todas essas proteinas utilizam a forca proton
motriz (PMF) como a fonte de energia para suas funcdes (BRADBEER, 1993; KLEBBA, 2016;
OLLIS etal., 2009).

As proteinas pertencentes ao sistema TonB-ExbB-ExbD, foram mais descritas na
bactéria E. coli onde ExbB apresenta uma funcdo estrutural, conseguindo garantir assim
estabilidade as proteinas ExbD e TonB (JANA; MANNING; POSTLE, 2011). Em
contraposicdo, ExbD possui sua regido N-terminal no citoplasma e seu carboxi-terminal esta
no periplasma. ExbD é a proteina responsavel por transmitir a energia préton-motriz para regiao
carboxi-terminal de TonB, deixando assim o sistema ‘energizado’ (GRESOCK; KASTEAD;
POSTLE, 2015a; SVERZHINSKY et al., 2015).

A terceira proteina que comp®e o sistema € TonB (26,1 kDa), a qual possui apenas um
dominio acoplado a membrana citoplasmatica, que é o N-terminal. O segundo dominio
funcional de TonB se estende por todo o periplasma, sendo um espagador com uma regiéo rica
em repeti¢Oes de Prolina e Lisina que irdo garantir flexibilidade a TonB no periplasma (Figura
3). O terceiro dominio de TonB se encontra na regido C-terminal e é fundamental para interagir
com as TonB-boxes nos dominios N-terminais dos receptores de membrana externa
(KREWULAK; VOGEL, 2011; SVERZHINSKY et al., 2015).

Estudos mais recentes demonstraram que para ocorrer a transdugdo da energia proton-
motriz, é necessario que as proteinas TonB e ExbD formem um heterodimero, deste modo,
TonB ficara energizado e sua regido C-terminal ird interagir com a regido TonB-Box dos
TDTB, e o plug sofrerd uma mudanc¢a conformacional se desdobrando e permitindo assim a
passagem do sideréforo para o periplasma (CELIA et al., 2016; GRESOCK; KASTEAD,;

POSTLE, 2015a). Apo6s a translocacdo do sideroforo ao espaco periplasmatico, 0 mesmo €
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ligado por uma proteina periplasmatica ligante de ferro, que ira transportar o sider6foro até um
transportador ABC (ATP-Binding Cassette) localizado na membrana citoplasmaética
(FERGUSON; DEISENHOFER, 2002a; LOCHER, 2016).

Figura 3 — Esquema do modelo do sistema TonB-ExbB-ExBD. Representacdo de todas as etapas do transporte
de ferro em bactérias Gram-Negativas mediado por sider6foros. Na membrana externa é possivel ver os B-barris,
que é por onde os sider6foros passam, logo em seguida, no periplasma, é possivel ver a extensdo das proteinas
presentes na membrana interna da bactéria: ExbB (azul), ExbD (verde) e TonB (amarelo). Também no periplasma,
observa-se a presenca da proteina periplasmatica (cinza) a qual ira transportar o complexo sider6foro-ferro para o
sistema ABC (preto) também localizado na membrana interna, outro sistema ABC presente ha membrana interna
é do tipo exportador (cinza) que é responsavel por colocar o sider6foro novamente ao meio externo Na membrana
interna da bactéria, temos a representacdo dos ions de hidrogénio que serdo utilizados pela proteina ExbD para
gerar a energia para o sistema todo, esse processo € chamado de forca préton motriz PMF. Imagem retirada de
Klebba, 2016.

Ap0s a translocagéo do siderdforo para o periplasma da célula, o mesmo é ligado a uma
proteina periplasmatica. Em E. coli todas as proteinas periplasmaticas relacionadas ao
transporte de ferro estdo caracterizadas, sendo elas: FhuD, responsavel pelo transporte de
ferricromo; FepB, transportando enterobactina férrica; FecB, citrato férrico; e BtuE, que
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transporta vitamina B12 (FERGUSON; DEISENHOFER, 2002a). Todas as proteinas
periplasmaticas se ligam ao siderdforo através de ligagdes hidrofilicas e hidrofobicas, e quando
ocorre a ligacdo as proteinas sofrem uma mudanca conformacional e transportam o complexo
até um transportador ABC (ATP-Binding Cassette) localizado na membrana interna da célula
(KREWULAK; VOGEL, 2008).

O sistema ABC é comum na maioria dos organismos Vvivos, e no caso de procariontes
sempre estd organizado em operons e é dividido em duas classes, 0s importadores e
exportadores. No transporte de ferro, sdo utilizados transportadores ABCs da classe
importadores. Os importadores possuem dois dominios flexiveis que estdo expostos ao
periplasma, um outro dominio que esta totalmente embebido na membrana interna e por fim o
dominio ATPease que esta exposto para o citoplasma da célula. Este ultimo dominio ira realizar
a hidrolise do ATP, gerando assim a energia necessaria para o sistema para que o sideroforo e
ferro possam atravessar chegando assim ao citoplasma da célula. Logo apds a chegada ao
citoplasma, enzimas especificas irdo desfazer o complexo e o ferro Fe** sera convertido em
ferro Fe?* que posteriormente sera utilizado nos processos fisiologicos bacterianos. Ja os
sideroforos apos se desligarem do ferro poderao ser liberados para serem reutilizados ou entdo
degradados (ANDREWS; ROBINSON; RODRIGUEZ-QUINONES, 2003; CONTRERAS et
al., 2014; LOCHER, 2016).

A utilizacdo do sistema ABC também ocorre quando ha um aumento na concentragdo
do ferro no interior da célula. Sistemas ABC do tipo exportadores estdo presentes ha membrana
interna e possuem os mesmos dominios dos importadores, mas realizam a ‘expulsao’ de ions
de ferro para o meio externo, através da hidrélise de ATP para evitar que a alta concentracao
de ferro cause efeitos prejudiciais a célula. Eles também sdo os responsaveis por colocar 0s
sider6foros novamente no meio externo para uma nova captacdo de ferro (GREENE et al.,
2018; HANNAUER et al., 2010).

1.5 Regulagéo génica dependente de ferro

O metabolismo de ferro € regulado de acordo com a sua disponibilidade no ambiente.
Em bactérias, como E. coli e também em C. crescentus essa regulacdo € realizada por Fur
(Ferric-uptake regulator) (DA SILVA NETO et al., 2009; DE CASTRO FERREIRA et al.,
2016; SILVA NETO; LOURENGO; MARQUES, 2013). Essa proteina controla a expresséo de
genes envolvidos no metabolismo de ferro e enzimas dependentes de ferro (HANTKE, 2001).
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Inicialmente, a atuacéo de Fur se faz pela repressdo da transcrigdo de genes envolvidos
na captacéo de ferro, sendo essencial a presenca de Fe?* como um sinalizador e também um co-
repressor (ANDREWS; ROBINSON; RODRIGUEZ-QUINONES, 2003). Na presenca de Fe?*
ligado a proteina Fur, ambos irdo se ligar entre os sitios -35 e -10 do promotor de genes que
estardo envolvidos com processos na célula que envolvam ferro, em uma sequéncia
palindromica chamada de “Fur box”. (DA SILVA NETO et al., 2009; GOTTESMAN; MASSE,
2002). Devido a ligacdo da proteina, a transcricdo de genes envolvidos com o transporte de
ferro é reprimida. Ja na auséncia de Fe?*, ocorre exatamente o inverso, devido a falta de Fe?*
na célula, a proteina Fur ndo consegue se ligar na regido Fur box, permitindo assim que ocorra
expressao dos genes relacionados com a captagéo e transporte de ferro (PARK; YOU; IMLAY,
2005).

Recentemente, vem sendo evidenciado que Fur pode funcionar como um ativador
transcricional direto, o que ocorre em C. crescentus, Anabaena sp e Neisseria meningitidis
(DELANY; RAPPUOLI; SCARLATO, 2004; GONZALEZ et al., 2016; SILVA NETO;
LOURENCO; MARQUES, 2013). Com relacdo a regulacdo do ferro, temos a participacdo do
pequeno RNA RyhB, o qual necessita da atuacdo da proteina Hfg para o estabilizar e assim
conseguir realizar a sua funcdo. O pequeno RNA RyhB ira favorecer a degradacdo de mRNAs
que irdo codificar proteinas que utilizam ferro, devido esta funcdo de degradacdo também foi
visto que RyhB atua junto com a RNAseE para facilitar a degradagdo dos mRNAs alvos, em E.
coli foi observado que RyhB pode ser reprimido pelo regulador Fur (MASSE et al., 2007;
MASSE; VANDERPOOL; GOTTESMAN, 2005).

1.6 Caulobacter crescentus

C. crescentus é uma bactéria Gram-negativa ndo patogénica, pertencente a familia das
a-protobactérias. Por possuir a caracteristica de ser oligotrdfica, pode colonizar ambientes com
pouca disponibilidade de nutrientes, apresentando um ciclo de vida dimdrfico, onde a partir da
divisdo celular assimétrica resulta na formagdo de duas células-filhas distintas entre si, uma
célula-talo e uma célula movel. Por apresentar essas caracteristicas C. crescentus vem sendo
um modelo bacteriano de estudo devido ao seu ciclo celular, ambiente e regulacdo (CURTIS;
BRUN, 2010).

A célula-talo possui em sua extremidade a presenca de polissacarideo adesivo,
permitindo assim a fixacdo da célula em diversas superficies, enquanto a célula flagelada possui

um flagelo ao invés do talo e pili. As diferencas encontradas nas células ndo sdo somente
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morfoldgicas, as células-talo sdo capazes de iniciar a replicacdo do cromossomo e
consequentemente a diviséo celular, o que ndo ocorre na célula mével (CURTIS; BRUN, 2010;
ENGLAND et al., 2010).

O ciclo celular de C. crescentus é demonstrado na Figura 4, sendo apresentado em trés
fases: G1, Se G2 (MARKS et al., 2010). A fase G1 € reconhecida pelo fato de as células mdveis
serem incapazes de replicar o seu DNA, nesta fase o flagelo é desfeito e o talo € sintetizado no
polo oposto, ocorrendo também a retracao dos pili. Posteriormente a célula-talo entra na fase S
da divisdo replicando o seu DNA e convertendo em uma célula pré-divisional. Ja na fase G2 as
duas células filhas ja se encontram praticamente formadas, ocorre a sintese do flagelo na célula
filha que serd movel, enquanto a célula filha séssil continua com o talo e ocorrendo a diviséo
completa em seguida. Assim sucede a divisao celular, onde as novas células-filhas se separam,
dando origem a duas células morfologica e bioguimicamente diferentes; a célula-movel
corresponde a fase G1 e a célula-talo retorna para fase S (CHIMENTO; KADNER; WIENER,
2005b; GOLEY; INIESTA; SHAPIRO, 2007).

Gl S G2

Al @
. }—>i—>i—>

Figura 4 — Representagdo do ciclo celular de C. crescentus. Aparecem indicados os estagios morfoldgicos e os
estagios diviséo celular (G1, S e G2). A fase G1 ocorre na célula flagelada, a qual antecede a replicacdo do DNA
(fase S). No decorrer da fase S, a célula movel perde o flagelo e no mesmo local ha a formagéao de um talo; a célula
alongada encontrada nessa fase é chamada de pré-divisional, e ap6s esse evento inicia-se a fase G2 onde ocorre a
citocinese. A célula séssil que apresenta o talo é capaz de reiniciar o ciclo imediatamente replicando o seu DNA,
enquanto a célula mével novamente tem que perder os eu flagelo dando origem ao talo e assim replicar o seu DNA.
Retirado de (COLLIER, 2018).

N
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Todo o ciclo celular de C. crescentus é regulado por reguladores globais: CtrA, GcrA,
DnaA e CcrM, onde a estabilidade dessas proteinas séo controladas durante o ciclo. A proteina
CtrA é um fator de transcri¢do além de ser o regulador central, ele basicamente atua impedindo
que a DnaA realize a sua funcdo impedindo a replicacdo da célula (BEROUAL; BRILLLI;
BIONDI, 2018).

Da familia das a-proteobactérias C. crescentus foi a primeira a ter o seu genoma
totalmente sequenciado e a partir disso foi possivel realizar inUmeras abordagens genémicas,
como analise do perfil global de expressdo utilizando técnicas de microarranjos de DNA e
RNAseq ou abordagens protedmicas (KIRKPATRICK; VIOLLIER, 2012; MARKS et al.,
2010). Desse modo, é sabido que C. crescentus NA1000 possui um genoma Unico e circular
contendo 4 Mb tendo 67% de GC, codificando aproximadamente 3.767 genes relacionados a
adaptacdo ao ambiente e resposta a estresses (MARKS et al., 2010).

Em C. crescentus foram identificados 62 genes que codificam proteinas de membrana
externa que séo transportadores dependentes de TonB (TBDT) (LOCHER et al., 1998; MARKS
etal., 2010; NIERMAN et al., 2001). Estes genes sdo responsaveis pelo transporte de nutrientes
essenciais a célula, como por exemplo acUcares, vitamina B12, ferro e outros metais
(NEUGEBAUER et al., 2005). Entretanto, dentre esses 62 genes, em condi¢Oes limitantes de
ferro foram identificados quatro transportadores dependentes de TonB (TBDT) sendo eles:
CCNA _00138, CCNA_00028, CCNA _03023, CCNA_02277 estritamente regulados por Fur,
ou seja, na presenca de ferro na célula esses genes sdo reprimidos (SILVA NETO;
LOURENCO; MARQUES, 2013).

Em um trabalho recente executado por nosso grupo de pesquisa, foi realizada uma
varredura de sideréforos férricos que C. crescentus poderia utilizar, e se descobriu que C.
crescentus utiliza predominantemente sider6foros do tipo hidroxamato (BALHESTEROS et

al., 2017), que sdo listados na Tabela 1.
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Tabela 1 - Siderdéforos do tipo hidroxamato que sdo utilizados por C. crescentus. Retirado
de (BALHESTEROS et al., 2017).

SIDEROFOROS
Aspercromo Bl
Aspercromo B2
Aspercromo C
Aspercromo D1

Ferricromo A
Ferricromo C
Ferricrisina
Ferricrocina
Ferrirrodina
Ferrirrubina

Malonicromo

Ferricromo tetraglicina

Através desta varredura, observou que C. crescentus ndo utiliza sideréforos de outras
categorias, ndo apresentando crescimento em sideréforos catecdis e nem de funcdo mista.
Porém com o inicio deste trabalho, constatamos que o transportador (TBDT) codificado pelo
gene CCNA 02277 é capaz de transportar o sider6foro hemina/hemoglobina, algo ndo
esperado, dado que C. crescentus ndo é uma bactéria patogénica. Como a utilizacao desse tipo
de sideroforo é observado em patdgenos, a utilizagdo de hemina ou hemoglobina por C.
crescentus provavelmente pode estar relacionada a presenca destes componentes oriundos da
decomposicdo de matéria orgéanica, nos ambientes aquaticos na qual a mesma vive. O
transportador de heme foi identificado como hutA (BALHESTEROS et al., 2017,
CONTRERAS et al., 2014; KREWULAK; VOGEL, 2008).

Da mesma forma, foi visto que enterobactina, um sider6foro do tipo catecol que é
utilizado por muitas bactérias Gram-negativas (CAO et al., 2003), ndo foi capaz de fornecer
ferro para C. crescentus (BALHESTEROS, et al., 2017)., 0 que é de certa forma é notavel pois

bactérias dos géneros Enterobacter, Erwinia e Klebsiella que também estdo presentes no
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mesmo ambiente que C. crescentus sintetizam enterobactina, deixando esse sider6foro exposto
neste tipo de ambiente (HIDER; KONG, 2010).

Outro fato interessante é que foram descritos dois genes codificando possiveis proteinas
TonB em C. crescentus (Lohmiller et al., 2008). Um destes genes codifica um TonB classico
(tonB1), fazendo parte de um operon com as outras proteinas do sistema ExbB e ExbD, e o
outro codifica outra proteina (tonB2), e ndo esta localizado em um operon como tonB1 (Figura
5). Em Rhizobium leguminosarum foi descrito que estd proteina TonB2 é necessaria para a

aquisicdo de heme e outros sideroforos (Wexler et al., 2001).

CCNA_B2418
CCNA_B2417
CCNA_B2418 CCNA_B2416
CCNA_B2409 CCNA_B2412| CCNA_B2415
B [T @R
CCNA_B2467 CCNA_B2411 CCNA_RBB57 CCNR
CCNA_B24068 CCNA_B2413 CCNA_B2419
CCNA_B2414 CCNA_B2428
CCNA_RO163 CCNA_B242

Figura 5 — Localizagéo dos genes tonB de C. crescentus. Mapa do cromossomo de C. crescentus NA1000
mostrando na caixa vermelha o operon contendo tonB1 e a caixa verde o gene tonB2. Imagem retirada do KEGG
(www.genome.jp/kegg/).

Como exposto, apesar do ferro ser um metal essencial para a sobrevivéncia bacteriana,
varios fatores acabam interferindo na absorcdo deste metal, e todo um sistema especifico é
necessario para esse transporte, sendo que necessita de uma regulacéo eficaz para que a célula
ndo tenha prejuizos. Em algumas espécies de bactérias Gram-negativas todos 0s genes
responsaveis pelo transporte do ferro Fe®* ja foram caracterizados, do momento que é captado
no meio extracelular até onde ocorre a sua conversio para Fe?*, o que gerou informagdes para
melhor compreensdo da sobrevivéncia e fisiologia da bactéria. No entanto, este néo é o caso de
C. crescentus, do qual ainda pouco se sabe, especialmente se as caracteristicas apresentadas por
esta bactéria como seu ciclo celular e seu habitat, poderiam afetar de forma positiva ou negativa
a captacao e absorcdo de ferro. Estas singularidades e indagac6es sobre o assunto ainda pouco

descrito levaram ao desenvolvimento deste trabalho.
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2. OBJETIVOS

Este trabalho teve por objetivo caracterizar o transporte de ferro mediado por quatro
receptores dependentes de TonB e outras proteinas envolvidas neste processo em C. crescentus.

Para isso, as estratégias utilizadas foram:

a) efetuar a delecdo dos quatro transportadores dependentes de TonB (TBDT) que séo
regulados por Fur em C. crescentus, além dos genes codificando outros possiveis
transportadores nesses loci.

b) determinar o perfil de utilizagdo de compostos de ferro de cada linhagem mutante
em relacdo a linhagem parental.

c) verificar se ocorre especificidade em relacdo aos dois possiveis TonBs na funcédo de
transporte de compostos férricos, através da delecdo de cada um dos genes tonB1 e
tonB2 e andlise da utilizacdo de compostos de ferro.

d) efetuar a mutagénese sitio-dirigida dos aminoacidos de HutA gue interagem com o

sideroforo para realizar ensaios de transporte de heme in vivo.
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3. MATERIAIS E METODOS

3.1 - Analise in silicio dos dominios presentes nos receptores dependentes de

TonB e as proteinas TonB de C. crescentus

As sequéncias dos transportadores dependentes de TonB (CCNA_00138,
CCNA_00028, CCNA _03023, CCNA 02277), das proteinas TonB de C. crescentus
(CCNA_02419, CCNA _02412,) e dos transportadores de E. coli (FecA, FhuA, FepA e BtuB)
foram adquiridas em formato FASTA da plataforma KEGG (http://www.genome.jp/kega/),

sendo posteriormente realizado o alinhamento entre elas utilizando o programa MAFFT
(https://mafft.cbrc.jp/alignment/server/index.html) (KATOH et al., 2002) e GeneDoc

(NICHOLAS et al.,1997). Ap6s o alinhamento, foram identificados os aminoacidos

conservados entre os transportadores, aléem da regido respectiva ao plug ¢ a regiao p-barril de
cada transportador, por meio das anotacbes ja& fornecidas pelo  UniProt
(http://www.uniprot.org/). Para obter a porcentagem de identidade dessas proteinas, foi
utilizado o BLAST (https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.).

3.2 — Analise estrutural dos receptores dependentes de TonB e as proteinas TonB
de C. crescentus

Utilizamos as sequéncias obtidas em formato FASTA dos transportadores dependentes
de TonB e das proteinas TonB em C. crescentus, sendo realizada uma modelagem estrutural

utilizando o programa Swiss-Model (https://swissmodel.expasy.org/) (GUEX; PEITSCH,;

SCHWEDE, 2003). Tambem realizamos um predicdo da topologia dessas proteinas utilizando
0 programa PRED-TMBB2 (http://www.compgen.org/tools/PRED-TMBB2) (TSIRIGOS;
ELOFSSON; BAGOS, 2016). Apds a obtencdo da modelagem da estrutura de todos os
transportadores os mesmos foram analisados com a utilizagdo do programa Pymol (Molecular

Graphics System, versdo 2.0 Schradinger, LLC).
3.3 - Linhagens bacterianas e condi¢6es de crescimento
As linhagens de C. crescentus foram cultivadas sob agitacdo a 30°C em meio PYE

(peptona 2g/L; extrato de levedura 1 g/l; MgSO4 0,2 g/l; CaCl2 1M 0,5 mM) ou em meio minimo
M2 (Na2POs 0,5 g/l; KH2PO4 1,74 g/l; NH4CI 1,06 g/l; FeSO4 1 mM; glicose 20%; MgSO4 1


http://www.genome.jp/kegg/
http://www.genome.jp/kegg/
http://www.uniprot.org/
http://www.uniprot.org/
https://swissmodel.expasy.org/
https://swissmodel.expasy.org/
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mM; CaClz 0,5 mM; pH 6,9) (ELY, 1991). O meio M2 pode conter diferentes fontes de ferro
(sulfato ferroso 100 uM, citrato férrico 100 uM, cloreto férrico 100 uM ou hemina 100 uM).
No caso de o crescimento ser realizado sem a presenca do ferro, o Fe2SO4 nédo era adicionado
ao meio M2. Quando requerido, os meios foram complementados com antibioticos: acido
nalidixico (20 pg/ml), canamicina (5 pg/ml) ou tetraciclina (1 pg/ml). As linhagens bacterianas
utilizadas neste trabalho estdo descritas nas tabelas 2 e 3.

Tabela 2 — Linhagens de C. crescentus utilizadas

LINHAGEM DESCRIGAO REFERENCIA
NA1000 Linhagem sincronizavel, considerada selvagem | Evinger; Agabian, 1977
MM96 Linhagem mutante para transportador Este trabalho

dependente de TonB CCNA_00028
Linhagem mutante para transportador

MM89 dependente de TonB CCNA_00138 Este trabalho
Linhagem mutante para transportador
MM30 dependente de TonB CCNA_02277 Balhesteros, 2017
Linhagem mutante para transportador
MMS1 dependente de TonB CCNA_03023 Este trabalho
MM90 (pMR20-hutA) Linhagem ACCNA_02277 com pMR20 — hutA Este trabalho

Linhagem ACCNA_03023 com a presenga do
plasmideo pMR20- 03023

Linhagem ACCNA_00028 com a presenga do
plasmideo pMR20- 00028

Linhagem selvagem com a presenca do
plasmideo pMR20 vazio

Linhagem selvagem com a presenca do
plasmideo pMR20 vazio

Linhagem selvagem com a presenca do
plasmideo pMR20 vazio

Linhagem mutante para proteina TonB1

MM91 (pMR20- 03023) Este trabalho

MM96 (pMR20-00028) Este trabalho

NA1000 (pMR20) Este trabalho

MM90 (pMR20) Este trabalho

MM91 (pMR20) Este trabalho

ACCNA 02419 Este trabalho

CCNA_02419
Linhagem mutante para proteina TonB2
ACCNA_02412 CCNA 02412 Este trabalho
MM90 (pMR20-hutA) Linhagem com pMR20 - hutA Este trabalho

Linhagem mutante com a presenga do plasmideo

MM91 (pMR20) pMR20 vazio

Este trabalho
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ESPECIE LINHAGEM DESCRIGCAO

REFERENCIA

DH10p

F-mcrAA(mrr-hsdRMS-mcBC)
@80lacZAM15AlazX74recA end Al

Hanahan, 1983

Escherichia coli

S17-1

294::RP4-2(Tc:: Mu)(Km::Tn7)

Simon; Priefer Puhler,
1983

Durante os procedimentos de clonagem, foram utilizadas células de E. coli DH10p

(HANAHAN, 1983), e os plasmideos utilizados estdo descritos na tabela 3. Para a introducéo

dos plasmideos em C. crescentus por conjugacdo, utilizou-se a linhagem de E. coli S17-1
(SIMON; PRIEFER; PUHLER, 1983). As linhagens de E. coli foram cultivadas sob agitacéo a
37°C em meio Luria-Bertani-LB (triptona 10 g¢/l, extrato de levedura 5 g/l, NaCl 10 g/I, pH

7,5), e suplementadas com ampicilina (100 pg/ml), canamicina (50 pg/ml) ou tetraciclina (12,5

pg/ml) quando necessario.

3.4 - Plasmideos e oligonucleotideos utilizados

As tabelas 4 e 5 listam os plasmideos e oligonucleotideos utilizados neste trabalho

Tabela 4 — Plasmideos utilizados

PLASMIDEOS CARACTERISTICAS A REFERENCIA
pGEM T-Easy Vetor de clonagem, Ap' Promega
1 H r
ONPTS138 Replicon ColEL, oriT, npt (Km"), M.RK. Alley
sacB.
OMR20 Vetor de clornagem_, _repllcon IncP1, Roberts et al., 1996
Tc', mobilizavel
PMR20hUtA Vetor pMR20 carregando uma Este trabalho

copia do gene selvagem hutA

pMR20-00028

Vetor pMR20 carregando uma
copia do gene CCNA_00028

Este trabalho

pNPTACCNA 2277

Regies flanqueadoras do gene
CCNA_02277 no pNPTS138

Este trabalho

pNPTACCNA_3023

Regides flanqueadoras do gene
CCNA_03023 no pNPTS138

Este trabalho

pNPTACCNA_0028

Regibes flanqueadoras do gene
CCNA_00028 no pNPTS138

Este trabalho

pNPTACCNA 0138

Regibes flanqueadoras do gene
CCNA_00138 no pNPTS138

Este trabalho

pNPTACCNA_02419Spec

Regibes flanqueadoras do gene
CCNA_02419 com cassete Spec no
pNPTS138

Este trabalho




Tabela 4 — Plasmideos utilizados (continuagéo)
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PLASMIDEOS

CARACTERISTICAS A

REFERENCIA

pNPTACCNA_ 02412

Regibes flanqueadoras do gene
CCNA _02412

Este trabalho

pHP45Q

Derivado do pBR322, Ap', cassete
QSpec (Sm"/ Sp")

PRENTKI e KRISCH, 1984

PMR20HUtA-S263C

Vetor pMR20 carregando uma
copia do gene selvagem hutA com
troca do aminoacido S263 para C

Este trabalho

PMR20HuUtA-S510C

Vetor pMR20 carregando uma
cbpia do gene selvagem hutA com
troca do aminodcido S510 para C

Este trabalho

PMR20HuUtA-S567C

Vetor pMR20 carregando uma
cbpia do gene selvagem hutA com
troca do aminodcido S567 para C

Este trabalho

pMR20HuUtA-S709C

Vetor pMR20 carregando uma
copia do gene selvagem hutA com
troca do aminodacido S709 para C

Este trabalho

PMR20HuUtA-A352C

Vetor pMR20 carregando uma
copia do gene selvagem hutA com
troca do amino4cido A352 para C

Este trabalho

PMR20HuUtA-A656C

Vetor pMR20 carregando uma
copia do gene selvagem hutA com
troca do aminoécido A656 para C

Este trabalho

& Ap', marca de resisténcia a ampicilina; Km', marca de resisténcia a Canamicina; Tc" marca

de resisténcia a tetraciclina; Sm" marca de resisténcia a espectomicina.

Tabela 5 — Oligonucleotideos utilizados neste trabalho

NOME SEQUENCIA (5'-3")A CARACTERISTICAS
00138 - 12 AAAAGCTTGCGAAGTTCAGCAGAATCTG Fragme”écz’%mg” EcoRI
oa regido 5’ do gene
00138 - 2 AAGAATTCGACTCTGAACAGATCGACCC CONA 00138,
00138 - 3¢ AAGAATTCCAGCGCTTCTAGAGCATTTTC Fragmggg’p';cr?am/ Sph
_Ja regido 3’ do gene
00138 - 4 AAGCATGCCAACGCCCATGTGCGCTATC A oo
00028 - 12 AAAAGCTTCCATGCTCGGGCTTGATGAAC Fragmento HindllI/BamHI
695pb na regido 5’ do
00028 - 22 AAGGATCCGTTACGCATAGTGGTCCTATCC gene CCNA._00028.
00028 - 3 AAGGATCCCAATGTGAAGTACTGATCCTCC Fragme”ég;;i”:}';” EcoRI
_4a regido 3’ do gene
00028 - 4 AAGAATTCCGTGACGTGATGCAGGCTGG A oces
03023 - 1° AAAAGCTTGGCCAAGAACGGTCTGAAGG Fragme”togg';gg“" BamHI
_5a regido 5’ do gene
03023 - 2 CGAGACGAGACGACATCGGAG AN
02419 - 12 AAGGATCCCAGACCCGCATCTCGGCCTAC Fragmengzzii";';” EcoRI
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02419 - 22

AAGAATTCCATCACCCCCTACTGGCTATC

regido 5’ do gene

CCNA 02419,
02419 - 32 AAGAATTCGCCTGGATCACAGCGAAAG Fragme;ltgpicg?” Sphi
regido 3’ do gene
02419 - 42 AAGCATGCGTCACGAACGCGGTGAAGCAC CCNA 02419,
02412 - 12 AAAAGCTTGGTAGGAGGCGTGATCCGAC Fragmentsol g'iEdIII/BamHI
pb na
regidao 5’ do gene
02412 - 22 AAGGATCCGGCGTGGCGATTGTAAATTGAC CCNA 02412
02412 - 3 AAGGATCCCGTGTCAGTAGCTCTTGGGC Fragme”;goii":]';'/ EcoRl
regido 3’ do gene
02412-4 AAGAATTCCATGCTGTTTATCGAGGACC CCNA_02412.
COMP2277-F2 ATATCATAAGAAGCTTCATTGGACAAACCCCAAGCGC Fragme;ig;'jg‘g;'r'é BamHI
COMP2277-R? ATATCATAAGGGATCCGCTTGTCCGCAAGGATGTCG Compéeé”ﬁfaggg;’;’ gene
COMP0028-F2 ATATCATAAGCCATGGGAAAGTCCACGCTTCCCGAGG Fragg:l%rg;’b’\g;‘;g Pstl
COMP0028-R? ATATCATAAGCTGCAGCTGGGTGTAAGCACCCTAAG Compéeénﬁzaggggg gene

COMPO03023-F?

AAGCTTGGGAAAGGCGAGAGCCTTCC

COMP03023-R?

GAATTCGCTCGACCACTTGTGAACCC

Fragmento para
complementagdo do gene
CCNA_03023.

Primerl - HutAF®

GCCAAGCTGATCTACTGCCCCAATGACAACAAC

Primer para a troca de um
aminoécido por uma
cisteina.

Primerl - HutAR®?

GTTGTTGTCATTGGGGCAGTAGATCAGCTTGGC

Primer para a troca de um
aminodcido por uma
cisteina.

Primer2 -HutAF®

GCTTCTCCAATCCGGTCTGCAACTACCAATC
GATCTCG

Primer para a troca de um
aminoécido por uma
cisteina.

Primer2 -HutARP

CGAGATCGATTGGTAGTTGCAGACCGGATT
GGAGAAGC

Primer para a troca de um
aminodcido por uma
cisteina.

Primer3 - HutAF®

CACCGCCGCCTGCCCGGCCGT

Primer para a troca de um
aminodcido por uma
cisteina.

Primer3 - HutAR®P

ACGGCCGGGCAGCGCGTG

Primer para a troca de um
aminoécido por uma
cisteina.

Primer4 - HutAF®

GTCCGCGGCCTGTGCAACACCTCGACGG

Primer para a troca de um
aminodcido por uma
cisteina.

Primer4 - HutAR®P

CCGTCGAGGTGTTGCACAGGCCGCGGAC

Primer para a troca de um
aminoacido por uma
cisteina.

Primer5 - HutAF®

CGCAACACCGCCTCTGACCGCACGC

Primer para a troca de um
aminodcido por uma
cisteina.

Primer5 - HutAR®P

GCGTGCGGTCAGAGGCGGTGTTGCG

Primer para a troca de um
aminoacido por uma
cisteina.

Primer6 - HutAF®

ATCGGCCAGCCGCTGCGGCGTCACCTGCG

Primer para a troca de um
aminodcido por uma
cisteina.

Primer6 - HutAR®P

CGCAGGTGACGCCGCAGCGGCTGGCCGAT

Primer para a troca de um
aminoacido por uma
cisteina.

2 As letras sublinhadas indicam sitios de enzimas de restricdo usados para clonagem.
® Nucleotideos em negrito indicam a troca pela mutagénese sitio-dirigida.
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3.5 — Extracdo de DNA cromossomico de C. crescentus

A metodologia de extracdo do DNA cromossémico de C. crescentus foi baseada no
protocolo descrito por (CHEN; KUO, 1993). Culturas de Caulobacter foram incubadas em
meio PYE a 30°C por 16 horas com agitacdo constante de 200 rpm. Foram transferidos 1,5 mL
da cultura para um tubo de 2 mL, que foi centrifugado por 3 minutos a 12.000 rpm. As células
foram ressuspendidas em 200 pl de tampdo de lise (Tris-acetato 40 mM pH 7,8; acetato de
sodio 20 mM; EDTA 1 mM; SDS 1%) e pipetadas vigorosamente. Em seguida, 66 pl de uma
solucdo de NaCl 5 M foram adicionados, a mistura foi vigorosamente agitada até ficar viscosa
e entdo foi centrifugada a 4 °C por 10 minutos a 12.000 rpm. O sobrenadante foi transferido
para um novo tubo, ao qual foi adicionado um volume igual de uma mistura de fenol e
cloroférmio (1:1). Os tubos contendo a mistura foram invertidos gentilmente, até que a mistura
ficasse leitosa e sem apresentar separacao de fases, quando ent&o foi centrifugada por 3 minutos
a 12.000 rpm. A fase do sobrenadante foi transferida para outro tubo, ao qual foi adicionado o
dobro do volume de etanol e centrifugado para outro tubo, ao qual foi adicionado o dobro do
volume foi lavado com etanol 70% e centrifugado por 10 minutos a 12.000 rpm. O DNA
cromossdmico foi lavado com etanol 70% por duas vezes, seco e ressuspendido em 50 ul de
TE (10 mM Tris, com HC e pH 8.0, 1 mM de EDTA).

3.6 — Reacdo em cadeia da Polimerase (PCR) e Eletroforese

Conforme descrita por Mullis (1986), as reac@es de PCR foram realizadas utilizando-se
0s seguintes componentes: 1 ug DNA gendmico, 1 ul de cada oligonucleotideo utilizado (10
pmol) (Tabela 5), 1 ul de dNTPs (0,2 mM) (Life Technologies), 0,5 pl da enzima DNA
Polymerase (Sinapse), 3 ul de MgClp, 1,25 pul de DMSO, 2,5 ul de tampao 10X (NH4SOs-

MgCl>) e dgua Mili-Q® estéril para completar o volume de uma reagdo total de 25 pl.

A condicéo padréo para a realizagéo da reacdo de PCR foi 94°C por 5 minutos, sequidos
de 30 ciclos de 94°C por 30 segundos, e 72°C também por 30 segundos. Apos 30 ciclos a reagdo
permaneceu a 72°C por 7 minutos e foi mantida a 4°C ao final. Algumas das reacgdes sofreram
alteracOes nas variagdes de tempo e temperatura de acordo com o par de oligonucleotideos

utilizados.

Aliquotas da PCR foram, entdo, submetidas a eletroforese em gel de agarose 1%, em
tampao de corrida TBE 1X (Tris base, Acido borico, EDTA) e utilizando-se 1kb Plus DNA
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Ladder (Life Technologies) como marcador de peso molecular. A condi¢do padrdo da
eletroforese foi de 100 Volts por 1 hora e 30 minutos, podendo sofrer alteracfes de acordo com
a finalidade. Apoés a eletroforese, o gel foi submetido a uma solucdo contendo brometo de
etideo, para a identificacdo das bandas de DNA sob luz UV. Quando necessaria, a purificacdo
de fragmentos do DNA de interesse diretamente do gel de agarose foi realizada utilizando o kit
NucleoSpin Gel and PCR Clean-up conforme instrucdes do fabricante (Macherey-Nagel).

3.7 —PCR de Colbnia

Apos o crescimento de coldnias em placas com meio sélido, uma col6nia foi transferida
para um tubo de 1,5 ml contendo 50 pl de buffer TE. Ap6s colocar a colénia no buffer TE,
coloca-se o tubo para ferver por 5 minutos, e a seguir o0 mesmo é passado imediatamente para
0 gelo e espera-se mais 5 minutos. Apds 0s 5 minutos no gelo, é centrifugado por 5 minutos a

12.000 rpm. Ao finalizar a centrifugacéo, temos a obtengdo do DNA cromossémico da col6nia.
3.8 — Construcéo das linhagens mutantes

As regides flanqueadoras das ORFs CCNA_00138, CCNA 00028, CCNA 02277,
CCNA 03023, CCNA 02419 e CCNA 02412 foram amplificadas do genoma e clonadas no
vetor pGEM T-Easy (Promega). Os fragmentos (1 e 2) flanqueadores foram amplificados com
pares de oligonucleotideos contendo a presenca de sitios para enzimas de restricdo como
descrito na tabela 5. Depois da obtencdo de clones positivos, os mesmos foram sequenciados
para a confirmacdo. Apos a clonagem e confirmacéo de ambos os fragmentos no vetor pGEM
T-Easy, as duas construcbes foram entdo transferidas por eletroporacdo (ver item 3.10) para

uma linhagem de E. coli DH10p.

Em seguida, os fragmentos no vetor pPGEM T-Easy, foram digeridos com enzimas de
restricdo, purificados com o kit NucleoSpin Gel PCR Clean-up, e posteriormente clonados
sequencialmente no vetor suicida pNPTS138. A ligacdo do fragmento 2 no vetor contendo o
fragmento 1 foi realizada utilizando-se a T4 DNA Ligase (Invitrogen) (Figura 6). A construgédo
positiva com os dois fragmentos no pNPTS138 foi inserida por eletroporagdo em E. coli S17-
1, que é capaz de transferir este plasmideo para a linhagem NA1000 de C. crescentus, por

conjugacéo (ver item 3.10).
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Apobs a conjugacdo, as culturas foram semeadas em placas com meio PYE solido
contendo &cido nalidixico (20 pg/ml) e Canamicina (5 pg/ml), e incubadas a 30°C por 48 horas.
Uma colbnia foi inoculada em meio PYE liquido a 30°C por 48 horas, sem adicdo de

antibioticos. As culturas foram semeadas em placas PYE contendo 3% sacarose.
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E. coli C. Crescentus
$17-1 NA1000

Figura 6 — Esquema da constru¢do dos mutantes. Representacdo de todos 0s passos realizados para obtencéo
das linhagens mutantes dos quatros transportadores e das proteinas TonBs de C. crescentus. Inicialmente foi
realizada a amplificacdo das regiGes upstream e downstream, o fragmento upstream foi chamado de 1 e o
downstream de fragmento 2. Em seguida foi clonado no plasmideo pGEMT — Easy o fragmento 1 dos genes
citados, seguida de uma digestdo com a enzimas especificas para cada gene da regido final do fragmento 1 e do
plasmideo e a seguir foi inserido o fragmento 2 na mesma construgcdo. Com o plasmideo contendo os dois
fragmentos, por meio de eletroporagdo o plasmideo foi inserido na bactéria E. coli S17-1 e posteriormente realizada
uma conjugacao para que este plasmideo fosse transferido para a linhagem selvagem NA1000 de C. crescentus.

Para facilitar a selecdo do mutante do gene CCNA_02419 apo6s os dois eventos da
recombinacdo homologa, foi adicionado um cassete que confere resisténcia a espectinomicina
entre as regides flanqueadoras clonadas no plasmideo pNPTS138. O cassete de resisténcia foi
obtido do plasmideo pHP45Q por digestdo. O cassete foi inserido entre as regides
flanqueadoras, e, para isto, ambos os plasmideos foram digeridos com a enzima de restrigdo
EcoRI (Biolabs) e posteriormente a ligacdo foi realizada utilizando-se a T4 DNA Ligase
(Invitrogen).
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Figura 7 — Obtencgéo do cassete de espectinomicina. Esquema representando (da esquerda para a direita) os
passos para 0 isolamento do cassete com marca de resisténcia para espectinomicina. O cassete foi isolado através
de digestdo, apos ser isolado 0 mesmo foi adicionado por meio de clonagem no meio do gene CCNA_02419 que
se encontra no plasmideo pNPTS138.

3.9 — Southern blotting

Para a confirmacdo de alguns mutantes dos TBDTSs realizamos a técnica de Southern
blotting, que é uma das técnicas de hibridizacdo mais utilizada para a deteccdo de sequéncias
especificas de DNA. Deste modo, a sonda utilizada foi o produto de PCR dos primers (00028-
1/00028-2; 00138-1/00138-2; 03023-3/03023-4) ja usados na construcdo dos mutantes (Tabela
5). As sondas foram marcadas com nucleotideos biotinilados com o kit Chemiluminescent
Nucleic Acid Detection. O DNA foi digerido com as seguintes enzimas de restri¢do: para o
gene CCNA_000138 utilizamos duas enzimas sendo elas Apal e Hindlll, para o gene
CCNA_00028 escolhemos a enzima Pstl e para 0 gene CCNA_03023 a enzima BamHlI, apés a
digestdo os fragmentos foram observados em um gel de agarose 1,5 a 80V por 1 hora e 30
minutos.

Apos a eletroforese 0 DNA foi transferido para uma membrana de nailon over night e
ligado covalentemente a membrana pela luz UV. A hibridacdo entre a sonda e o DNA
desnaturado na membrana, foi realizada sob as condi¢des desejadas e o resultado da hibridacéo
foi comparado com a regido do gel original que contém as sequéncias de DNA de interesse.
Quando utilizada uma sonda marcada com biotina, a mesma foi detectada pela a ligacdo da
streptavidina conjugada com fosfatase alcalina, usando o substrato BCIP-T/NBT
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3.10 — Transformacao de células competentes por eletroporacdo

As transformacdes ocorreram por eletroporagdo (a 1,8 KV, 200Q e 25uF) de 40 ul de células
previamente competentes (HANAHAN, 1983) contendo 1 ul das ligacGes ou plasmideos de
interesse. Logo apos a eletroporacéo, as células foram inoculadas em 1 ml de meio LB liquido
e incubadas a 37°C durante 1 hora. Apos o periodo de incubacéo, a cultura foi distribuida em
placas de Petri com meio LB solido contendo o antibidtico apropriado, e permaneceram

incubadas na estufa a 37°C por aproximadamente 16 horas.
3.11 — Extracdo de DNA plasmidial

As coldnias foram transferidas para tubo de microcentrifuga contendo meio LB liquido
acrescido de antibiotico adequado, e centrifugados por 3 minutos a 12.000 x g, a fim de
precipitar as células e descartar o meio de cultura. As extracdes de DNA plasmidial dos
processos de clonagem foram realizadas pelo método de lise alcalina como descrito por
(FREDERICK M. AUSUBEL, ROGER BRENT, 1995). Os precipitados foram secos em
temperatura ambiente e ressuspendidos em 50 pl de TE contendo 50 pug/ml de RNase A.

3.12 — Conjugacéao

Células de E. coli S17-1, contendo a construcao plasmidial de interesse, foram colocadas
em contato direto com as linhagens de C. crescentus utilizando-se uma alca de platina, em meio
PYE so6lido. A conjugacdo ocorreu em placas PYE por aproximadamente 12 horas sob
incubacdo a 30°C. Apo6s a conjugacado as células foram semeadas em placas com PYE s6lido
contendo 5 pg/ml de Canamicina e 20 pug/ml de acido nalidixico (quando utilizado o vetor
pNPTS138) ou contendo 1 pg/ml de tetraciclina e 20 pg/ml de &cido nalidixico (quando
utilizado o vetor pMR20), ou entdo contendo 20 pg/ml de espectinomicina (quando utilizado o

vetor com o cassete de resisténcia a espectinomicina) sendo incubadas a 30°C durante 2 dias.

3.13 — Construcéo das linhagens complementadas

A complementacéo foi feita a partir da amplificacdo dos genes de interesse com seus
respectivos pares de oligonucleotideos (Tabela 4) compreendendo também a regido promotora
de cada gene, e os produtos das amplificacbes foram clonados no vetor pGEM-T Easy
(Promega). Apds confirmacgdo desta etapa, os genes foram digeridos com as enzimas de

restricdo especificas e clonados no vetor pMR20, um vetor que apresenta baixo numero de
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copias, e confere resisténcia ao antibidtico tetraciclina (ROBERTS et al, 1996). Com a
confirmag&o das clonagens no vetor pMR20, o mesmo foi inserido por eletroporagéo em E. coli
DHI10B e posteriormente inserido na linhagem NA1000 por conjugacdo utilizando-se a
linhagem E. coli S17-1.

3.14 — Ensaios de crescimento

A linhagem selvagem (NA1000) e mutantes foram inoculadas em meio M2 liquido e
incubadas overnight a 30°C. Estas foram diluidas em meio minimo M2 sem adicéo da fonte de
ferro no meio para uma densidade optica a 600nm (DOeoonm) igual a 0,1 em 10 ml de M2. Foi
utilizado M2 contendo diferentes fontes de ferro, substituindo FeSO4 por 100 uM de citrato
férrico, cloreto férrico 100 uM ou hemina 100 uM. A curva foi construida a partir da medicéo

realizada pelo aparelho SpectraMax Paradigm (Molecular Devices).
3.15 — Mutagdes sitio-dirigidas da proteina hutA

Para alterar os aminoacidos presentes no topo de HutA, foi realizada a metodologia de
mutagénese sitio-dirigida, que foi realizada com o QuikChange Il Site-Directed Mutagenesis
Kit (Agilent Technologies). Nesta estratégia os oligonucleotideos séo sintetizados de modo a
trocar as bases necessarias para alterar o codon original para o codon do residuo desejado. Os
oligonucleotideos tem aproximadamente 30 bases, sendo complementares um ao outro e com a
troca de interesse situada no meio dos mesmos, e como molde foi utilizado o gene hutA clonado
no vetor pMR20. Para a reagdo de PCR foi utilizado 10 ng do molde usando 125 ng dos
oligonucleotideos; 1 ul dNTP; 5 ul 10x Buffer (a empresa ndo fornece a composicao do buffer)
e 1 ul da enzima PfuUltra HF de alta fidelidade em volume final de 50 pl. As condicGes da
PCR foram de 95°C por 1 minuto, seguidos de 18 ciclos de 95°C por 50 segundos, 60°C por 50
segundos e 68°C por 13 minutos. Apos os 18 ciclos a rea¢do permaneceu a 68 ° C por 7 minutos
e foi mantida a 4 °C. Ap0s a reacdo, foi adicionado em cada tubo 1 pl da enzima Dpn (que tera
como funcdo digerir o DNA metilado) e incubado por 1 hora a 37°C. Neste passo ocorre a
destruicdo das fitas molde, de modo que apenas 0 DNA amplificado e carregando a mutacao
pontual permanece integro. Apds a reacdo com a enzima Dpn | o DNA foi utilizado para a
transformacdo em células competentes. Posteriormente o plasmideo foi extraido das coldnias
obtidas na transformacdo e para a confirmag&o da troca do nucleotideo foi realizado uma reacao

de sequenciamento de DNA.
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3.16 — Crescimento em placas Biolog

A linhagem selvagem NA1000 e as linhagens A02419 e A02412 foram inoculadas em
meio M2 liquido e incubadas overnight a 30°C. Estas foram diluidas em meio minimo M2 sem
glicose para uma densidade Optica a 600 nm (DOsoonm) igual a 0,15 em 20 ml de M2. Foi
utilizada a placa PM1 Carbon Sources (BioLog) onde foram aplicados 150ul de cultura em
meio M2 sem glicose em cada poco. O crescimento foi observado e a curva construida a partir

da medic&o do crescimento realizada pelo aparelho SpectraMax Paradigm (Molecular Devices).
3.17 — Ensaio de viabilidade

As linhagens NA1000 e as linhagens A00138, A00028, A03023, A02419, A02412 e
A00028Comp foram incubadas em meio M2 em temperatura 6tima de 30°C sob agitacdo por
uma noite. A seguir, as culturas foram diluidas para um volume de 10 ml em meio M2 sem
ferro para uma DO de 0,1 e ap6s diluicdo seriada retirou-se aliquotas para a contagem de
unidades formadoras de col6nias (UFCs). Estas foram determinadas em meio M2 s6lido com
diferentes fontes de ferro (FeSO4 10 uM, Citrato férrico 10 uM, FeClz 10 pM ou Hemina 10
UM), utilizando diluices seriadas das culturas (10 a 10°). As placas com as diluigbes foram

colocadas na estufa a 30° e o crescimento foi observado depois de 2 e 3 dias.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

Diversos mecanismos para a captacdo de ferro ja foram descritos em bactérias Gram-
positivas e Gram-negativas, e demonstraram que uma grande quantidade das bactérias o0 obtém
de forma complexada, podendo ser através de siderd6foros, protéinas ou grupos heme. A
obtengé&o do ferro pode ocorrer de maneiras diversas, dependendo do microorganismo, podendo
até mesmo refletir em seu ciclo de vida (ANDREWS; ROBINSON; RODRIGUEZ-
QUINONES, 2003). Sendo assim, temos como objetivo caracterizar qual fonte de ferro é
transportada por quatro receptores dependentes de TonB (TBDT) de C. crescentus que s&o
induzidos em caréncia de ferro e regulados por FUR (DA SILVA NETO et al., 2009).

4.1 Andlise in silicio dos dominios funcionais presentes nos transportadores

dependentes de TonB de Caulobacter crescentus

As sequéncias de aminoacidos dos quatro transportadores dependentes de TonB
(TBDT) de C. crescentus (CCNA_00138; CCNA _00028; CCNA 03023 e HutA), foram
comparadas com 0s respectivos transportadores de E. coli: FecA (PDB: 1KMO); FhuA (PDB:
1QFG); FepA (PDB: 1FEP) e BtuB (PDB: 1NQE), bactéria que, além de ser um modelo para
diversos mecanismos bacterianos em bactérias Gram-negativas, tem praticamente todo o
transporte de ferro ja bem conhecido (KREWULAK; VOGEL, 2008).

Em C. crescentus, ainda sdo escassos na literatura trabalhos sobre as estruturas dos
TBDT, tanto com relacdo a composi¢do do barril-B das proteinas, como também das outras
regides que irdo interagir com as demais proteinas do sistema. Para fins de comparacao,
inicialmente optamos por alinhar cada TBDT de C. crescentus com os TBDTS ja descritos em
E. coli, pois assim é possivel verificar se os transportadores de C. crescentus possuem regides
com alguma similaridade entre as proteinas de membrana contendo barril-. Em todos os
alinhamentos marcamos as regides encontradas através de anotacdes fornecidas pelos bancos
de dados como Uniprot (https://www.uniprot.org/), e além disso sinalizamos os dominios
encontrados com o alinhamento. Todos os alinhamentos gerados estéo localizados na se¢éo dos
Anexos A-D.

Através dos alinhamentos, foi possivel identificar uma regido conservada localizada
préxima ao N-Terminal dos transportadores que pressupomos ser o dominio TonB Box, o que
concorda com a literatura, que reporta que este dominio seja caracterizado por conter 8

aminoacidos parcialmente conservados entre os transportadores. Sua funcgéo obrigatéria é de
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interagir com a porcdo C-Terminal da proteina TonB, e somente através dessa interacdo temos
0 sistema TonB-ExbB-ExbD completamente funcional (CHIMENTO; KADNER; WIENER,
2005a).

Os dominios TonB Box em E. coli nos transportadores descritos sdo: (FepA -
DTIVVTAA); (FhuA - DTITVTAA); (FecA - DALTVV) e (BtuB - DTLVVTA) (LOCHER et
al., 1998; OGIERMAN; BRAUN, 2003). Apesar dos dominios serem compostos por 8
aminoéacidos, nem todos irdo interagir com o C-Terminal de TonB, sendo apenas 5 aminoacidos
responsaveis por esta interacdo (GRESOCK; POSTLE, 2017). Mediante estas informacoes, e
com os dados gerados pelos alinhamentos foi possivel observar que nos transportadores de C.
crescentus também encontramos 8 aminoacidos similares a estes localizados na mesma regiéo.

Com o transportador CCNA_00028 de C. crescentus (anexo A) temos 0 aminoacido
Valina (V) conservado; j& com CCNA 00138 (anexo B) contém quatro aminoacidos
conservados: Aspartato (D), Treonina (T), Leucina (L) e Valina (V); em HutA (anexo C)
encontramos quase todos 0s aminoécidos conservados exceto por um, que no lugar da Treonina
h& uma Lisina (K) e no transportador CCNA_03023 (anexo D) também encontramos a mesma
situacdo anterior onde somente um aminoacido ndo é conservado no TonB Box. Em todos os
alinhamentos é possivel notar que os aminoacidos mais conservados sao Aspartato (D), Leucina
(L) e Valina (V). Nota-se também que a posi¢do desses aminoacidos no dominio TonB Box é
de certa forma mantida, tendo inicialmente sempre um Aspartato. Ao meio do dominio temos
a regido mais variavel dos aminoacidos, com a presenca predominantemente da Leucina, e
guando este aminoacido € substituido por outro na sequéncia, € sempre por algum que tenha a
mesma classificagdo e propriedades semelhantes. A Leucina é classificada como um
amino&cido apolar por apresentar uma distribuicdo homogénea de elétrons em sua cadeia lateral
e através dos alinhamentos constamos que em alguns casos a mesma € substituida por Valina
ou Isoleucina, também aminoéacidos apolares (Figura 8). Este conceito é aplicado no caso de
todas as substituicdes, pois a sequéncia de aminoacidos é quem determinara posteriormente
qual sera a estrutura dessa proteina e o dobramento necessita ocorrer de forma semelhante, caso
contrério a proteina ficara inativa. Na porcdo final do dominio TonB Box de todos os
transportadores de E. coli e de C. crescentus encontra-se a predominancia dos aminoacidos

Treonina e Alanina.
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Figura 8 — Representacdo dos aminodacidos conservados no dominio TonB Box. WebLogo gerado a partir dos
alinhamentos dos 4 transportadores de E. coli e dos 4 de C. crescentus demostrando no centro da figura os
aminoacidos conservados no TonB Box de todos esses transportadores.

Outra regido analisada a partir do alinhamento foi o dominio do plug que é onde se
localiza 0 dominio TonB Box. Em todos os alinhamentos (Anexo A-D) na regido do plug foi
observada a conservagdo de alguns aminoacidos. E sabido que o plug pode possuir uma
interacdo com o barril-p e até mesmo com os sideréforos, porém a sua fungdo principal é o
desdobramento para a regido periplasmatica. Para que o plug realize sua funcdo principal, o
sideroforo precisa interagir com a proteina transportadora, e como resultado dessa interacdo o
plug se desdobra fazendo que a regido N-Terminal fique exposta no periplasma e assim interaja
com o C-Terminal da proteina TonB. Devido ao desdobramento do plug o interior do barril-$
fica livre permitindo assim a passagem do sider6foro (CASCALES et al., 2007; FERGUSON;
DEISENHOFER, 2002a, 2004).

O ultimo dominio identificado pelos alinhamentos foram as 22 fitas § antiparalelas que
irdo compor o barril. Entre todas as fitas € possivel notar aminoacidos que se conservam em
todos os transportadores, porém esta € a regido em que menos se detecta conservagao entre as
sequéncias, possuindo pouca conservacao no C-terminal do barril-p de todos os transportadores
(CHANG et al., 2001; FERGUSON; DEISENHOFER, 2002b; GRESOCK; POSTLE, 2017).

Em adicdo as informacbes geradas pelos alinhamentos, decidimos averiguar a
identidade de sequéncia dos transportadores TBDTSs de E. coli, P. aeruginosa e C. crescentus.
Para isso utilizamos o BLAST Protein, onde comparando novamente as regides de maior
similaridade das sequéncias € informada a porcentagem de identidade de cada bloco, que é

demonstrado na Tabela 6.
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TABELA 6 — Porcentagem de identidade entre os quatros transportadores de E. coli e
dois de P. aeruginosa com relacdo aos de C. crescentus mediante comparacdo das
sequéncias de aminodacidos. As sequéncias das proteinas utilizadas estdo demonstradas

pelo cédigo do PDB. Resultados gerados pelo BLAST Protein.

% CCNA_00028 | CCNA_00138 | CCNA_03023 | hutA

32/117* 169/693* 74/296* 48/216*
e L L0 27% 24% 25% 22%
FepA (PDB: 1FEP) 53/209% 49/171% 27/147* 82/344%
25% 29% 25% | 24%
FhuA (PDB: 1QFG) 175/792% 35/152% 165/675* 52/196%
22% 23% 24% 27%
57/200% 64/231* 51/205% 52/170%
Bl (EDB 1508 29% 28% 25% 31%
) 274/721% 56/206% 161/684* 51/199%
PiuA (PDB: 5FP1) - S . s
) 50/165* 74/300% 28/84% 48/149%
B Eib: SHEZ) 30% 25% 34% 32%

* melhor resultado gerado pelo BLAST protein, sendo o percentual de identidade obtido através dessa localidade

de comparagéo

Apbs o resultado gerado pelo BLAST Protein, podemos dizer que apesar dos
transportadores possuirem uma estrutura quaternaria classica estabelecida principalmente pelo
barril-B, o mesmo ndo é observado quando se comparam as suas sequéncias de aminoacidos,
onde o maior valor de identidade obtido foi de 30%. Entretanto, apesar dos valores de
identidade entre eles ndo ser tdo alto, este valor € aceito no caso de proteinas de membrana
externa, porque apesar da variedade de aminoacidos 0s mesmos conseguem manter o

dobramento correto da proteina.

4.1.2 Analise in silicio dos dominios presentes nas proteinas de TonB de

Caulobacter crescentus

Semelhantemente a andlise feita com os TBDTs de C. crescentus, realizamos uma
analise de sequéncia com as proteinas TonB que estdo presentes na membrana interna das

células Gram-negativas e que irdo interagir com os transportadores. Assim como nos



52

transportadores, pouco se sabe sobre as outras trés proteinas que compde o sistema em C.
crescentus: TonB, ExbB e ExbD.

C. crescentus apresenta em seu genoma dois genes que codificam duas proteinas TonB:
0 gene CCNA 02419 que codifica o tonB1, e CCNA_02412 o tonB2 (LOHMILLER et al.,
2008). O gene CCNA _02419 esta anotado como fazendo parte de um operon junto com ExbB
e ExbD e foi caracterizado como sendo um gene high fitness. J& o gene CCNA_02412 nao
apresenta estas caracteristicas (CHRISTEN et al., 2011).

Desta maneira, primeiramente alinhamos apenas as duas proteinas TonBs de C.
crescentus com a finalidade de se esclarecer mais sobre essas proteinas. O alinhamento foi feito
pelo programa MAFFT (KATOH et al., 2002) e para facilitar a observagdo dos resultados
utilizamos o programa GeneDoc para gerar a imagem final (NICHOLAS et al.,1997). O
resultado pode ser visto na Figura 9.

Através do alinhamento podemos identificar algumas regides extremamente
conservadas em ambos os TonBs de C. crescentus, 0 que j& pressupfe que sua estrutura
quaternaria seja muito semelhante. Através de informacdes contidas no banco de dados Uniprot
(https://www.uniprot.org/), obtivemos as seguintes sequéncias:
FGAFGISLTVVAGLHALLFAYLA (CCNA _02419) e VLLIGLGVSGALHIALIGYLAY
(CCNA_02412) que possivelmente sdo as regides de ancoramento na membrana interna.

Como demonstrado no inicio do alinhamento, a identificacdo (I) indica que a regido esta
presente no citoplasma da célula, (M) que a regido esta inserida dentro da membrana interna e
(P) que a regido da proteina TonB se estende pelo periplasma. Mediante estas informacdes e
outras descritas na literatura, as sequéncias da caixa vermelha e que estdo aproximadamente
entre os residuos 23 — 48 compartilham a mesma localizagdo encontrada na proteina TonB de
E.coli (CARTER et al., 2006; CHU et al., 2014; KREWULAK; VOGEL, 2008). Isso nos
permite predizer que esta regido (M) seria 0 N-Terminal do TonB e este dominio esta localizado
na membrana interna (KOEDDING et al., 2004).

A regido com a marca (P) da caixa azul é a regido de TonB que se estende por todo o
citoplasma e que ira interagir com o C-terminal da proteina ExbD, a responsavel por fornecer
energia ao sistema. A partir desta interagdo é formado um heterodimero, deixando assim TonB
‘energizado’ garantindo a energia para o transporte do sidero6foro pelo receptor de membrana
externa (SVERZHINSKY et al., 2015). Por ultimo, a caixa verde indica a localizagéo do C-
terminal da proteina TonB o qual também se encontra no periplasma da célula, que ird interagir
com a regido N-terminal do plug presente no receptor de membrana externa, conhecido como
TonB box.
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Figura 9 — Alinhamento das sequéncias de aminoacidos dos produtos dos genes CCNA_02419 (tonB1) e
CCNA_02412 (tonB2) de C. crescentus. As caixas vermelhas indicam a regido N-Terminal, a caixa azul a regido
periplasmética e a caixa verde a regido C-Terminal. As letras em vermelham indicam a localizagéo na célula: (1)
parte interna ou citoplasma; (M) a membrana citoplasmatica e (P) regido periplasmatica. Alinhamento realizado
com os programas MAFFT e Gene Doc.

4.2 Modelagem das proteinas do sistema TonB-ExbB-ExbD de Caulobacter

crescentus

Inicialmente avaliamos a predicdo da disposicdo dessas proteinas na membrana, para

isso fizemos uso do programa PRED-TMBB2 (http://www.compgen.org/tools/PRED-TMBB2)
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que é capaz de fornecer informacg6es sobre a topologia de todas as partes da proteina, como por
exemplo se uma fita beta se encontra na membrana, fora ou interna a ela. Estas informagdes sdo
concedidas em texto ou graficamente (BAGOS et al., 2004; TSIRIGOS; ELOFSSON; BAGOS,
2016). A escolha por conferir inicialmente a topologia das proteinas € para termos a certeza que
as mesmas apresentam a mesma predicao para as de E. coli (FepA; FhuA; FecA e BtuB) que ja
séo caracterizadas (FERGUSON; DEISENHOFER, 2002b; NOINAJ et al., 2010a).

Mesmo com os dados obtidos pela predicdo sobre as topologias (Anexos E ao H),
efetuamos a modelagem das proteinas de C. crescentus a partir da utilizacdo do programa
Swiss-model (https://swissmodel.expasy.org/), que gera 0 modelo comparando as sequéncias
com um banco de dados de estruturas de proteinas ja resolvidas. Basicamente todo o processo
é composto por quatro etapas sendo elas: a identificacdo do modelo estrutural, alinhamento da
sequéncia alvo e estrutura do modelo, a construcdo do modelo e pdr fim a avaliacdo da
qualidade do modelo gerado (GUEX; PEITSCH; SCHWEDE, 2003).

Os primeiros modelos que geramos foram o0s dos transportadores TDBTs de C.
crescentus, 0s gquais esperavamos que as caracteristicas encontradas fossem semelhantes com
as de transportadores ja caracterizados de bactérias como E. coli (FERGUSON, 2002;
LOCHER et al., 1998) e outras bactérias Gram-negativas como P. aeruginosa, Acinetobacter
baumannii, Pectobacterium spp e Burkholderia thailandensis (BOUVIER; CEZARD, 2017;
GRINTER et al., 2016; HASSAN et al., 2016; HICKMAN et al., 2017; MOYNIE et al., 2017).

Os quatro modelos criados para os transportadores de ferro de C. crescentus
apresentaram porcentagens de identidade diferentes entre si, sendo CCNA_00028 teve 39,91%;
e HutA 18,21% com o transportador PiuA de Acinetobacter baumannii e CCNA_03023 obteve
18,59% com o transportadores FpvAl de Pseudomonas aeruginosa (Anexo | ao L) (MOYNIE
etal., 2017; WHITE et al., 2007). J& o transportador CCNA_00138 foi 0 Gnico que apresentou
uma identidade de 23% com o transportador FecA de E. coli. Da mesma forma, como foi
observado com os alinhamentos, a porcentagem de identidade das proteinas ndo apresentou um
valor tdo alto, isso pode ser devido aos loops, que € uma regido nédo estruturada e que representa
uma regido muito variada.

As informac@es geradas inicialmente através da predi¢do foram aplicadas nos modelos
de nossos transportadores, onde ressaltamos as suas regides com a ajuda do programa Pymol
(Figura 10).
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Figura 10 — Modelagem dos transportadores dependentes de TonB (TBDT) de Caulobacter crescentus. (A)
CCNA _00138; (B) CCNA _00028; (C) CCNA _03023 e (D) hutA. As colunas (da esquerda para direita): TBDT
inteiro e dominio plug pintado de laranja e o barril-B de verde; barril-B isolado; dominio plug isolado; TBDT
inteiro com vista do superior e TBDT inteiro com os loops pintados de azul. As marcac¢Ges dos dominios foram
realizadas utilizando o programa Pymol Molecular Graphics System, verséo 2.0 Schrédinger, LLC.

Com a modelagem podemos afirmar que os TBDTs de C. crescentus também
apresentam as mesmas caracteristicas que 0s outros transportadores dependentes de TonB
(CHIMENTO; KADNER; WIENER, 2005a; SCHALK; MISLIN; BRILLET, 2012;
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THERIAULT; NKONGOLO, 2017). Contudo, o fato mais interessante é que cada
transportador é especifico para a substancia que ele transporta, ou seja, em uma bactéria como
C. crescentus, que possui 62 transportadores dependentes de TonB (NIERMAN et al., 2001),
todos realizardo um transporte especifico. No caso do transporte de ferro, cada um dos quatros
transportadores pode transportar um tipo de sideréforo. Isto pode estar relacionado com o fato
de que a maioria dos transportadores difere somente na regido superior, onde séo encontrados
os loops que sdo responsaveis por fazer o primeiro contato com os sideroforos.

A interacdo dos sider6foros com os loops é independente de energia e na maioria das
vezes esses loops apresentam cadeias laterais curtas que Ihes conferem uma certa mobilidade
(BARNARD; WATSON; MCINTOSH, 2001; GRINTER et al., 2016; SMALLWOOD et al.,
2014). Desta forma, devido ao contato com o siderdforo ser especifico, cada transportador tera
a presenca de aminoacidos diferentes na composicdo desses loops (SCHALK; MISLIN;
BRILLET, 2012). Isso também faz com que exista uma estrutura diferente no topo da proteina
0 que pode ser visto na ultima coluna da figura 10, na qual os loops estéo representados pela
cor azul.

Outro fendmeno observado nos loops, relacionado aos diferentes aminoacidos que 0s
compdem, é que cada transportador tem uma carga diferente que esta relacionada com 0s
aminoacidos presentes. Na proteina FecA de E. coli, responsavel pelo transporte de citrato
férrico, a ‘bolsa’ de ligagdo do siderdforo é revestida por aminoacidos que sdo carregados
positivamente (FERGUSON, 2002; YUE; GRIZOT; BUCHANAN, 2003), e em FhuA de E.
coli ocorre uma predominancia por residuos aromaticos (COBESSI; CELIA; PATTUS, 2005;
FERGUSON et al., 1998a). Nao foi possivel determinar uma carga predominante nos loops dos
TBDTs de C. crescentus, e ainda esta sendo averiguado qual o sider6foro a ser utilizado por

cada um para permitir esta correlacéao.

4.2.1 Modelagem das proteinas de TonB de Caulobacter crescentus

A mesma abordagem utilizada para a obtencdo dos modelos dos TBDTs foi empregada
para as proteinas TonB, que foram determinados a partir do Swiss Model apés alinhamento das
sequéncias de aminoacidos com proteinas dos bancos de dados.

As duas proteinas TonB de C. crescentus deram uma melhor porcentagem de identidade
com a proteina TonB de P. aeruginosa, onde a proteina TonB1l apresentou 22,73% de
identidade e a TonB2, 20,69% de identidade. Dado que P. aeruginosa é uma bactéria patogénica
da familia das y-proteobactérias, € interessante observar que possivelmente as proteinas TonBs
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nas Proteobactérias ndo possuem grandes diferencas em sua estrutura. Os modelos obtidos das

proteinas TonBs de C. crescentus estdo na Figura 11.

A) B)
C - Terminal

C - Terminal .
l/ N - Terminal

N - Terminal

9

N - Terminal
¥

Figura 11 — Modelos das proteinas TonB de C. crescentus e P. aeruginosa. Modelos da estrutura, realizado
pelo programa Swiss-Model. (A) CCNA_02419 (TonB1); (B) CCNA_02412 (TonB2); (C) TonB de P. aeruginosa
que foi utilizado como template pelo Swiss-Model com melhor homologia (PDB: 1XX3). Algumas regides das
TonBs estdo apontadas com seta sendo elas: N-Terminal (azul); C-Terminal (vermelho). As estruturas foram
observadas utilizando o programa PyMOL.

A proteina TonB de E. coli é composta por apenas 239 aminoacidos (POSTLE, 1993),
e em C. crescentus, TonB1 possui 243 aminoacidos, enquanto TonB2 possui 240 aminoacidos.
A proteina TonB pode ser considerada a ‘chave’ para todo o sistema TonB-ExbB-ExbD, devido
a sua funcdo essencial que é relacionada com a energizacdo do sistema para que ocorra 0
transporte do substrato. Localizada na membrana interna das Gram-negativas, ela é composta
por trés dominios sendo eles: (1) N-terminal que basicamente possui trés funcbes: (a)
ancoragem de TonB na membrana citoplasmatica realizada pela a hélice situada proéxima ao N-
terminal; (b) uma sequéncia rica em Prolina e Lisina, para facilitar o movimento de TonB no
periplasma e (c) realiza uma interacdo com ExbB/ExbD, porém ainda ndo se sabe se essa

interacdo seria para estabilizacdo ou transducdo de energia; (2) Dominio rico em Prolina (P),
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que € uma extensdo da proteina por todo espaco periplasmatico que garante a flexibilidade desta
extensdo; (3) C-terminal posicionado logo ap6s ao dominio do periplasma, que € o que interage
com o N-terminal dos TBDTs mais especificamente o TonB box (CHANG et al., 2001; CHU;
PEACOCK; VOGEL, 2007; OEEMIG; OLLILA; IWAI, 2018; POSTLE; KADNER, 2003;
SVERZHINSKY et al., 2015).

Além das funcgdes realizadas por cada dominio, a proteina TonB participa da transducéo
da energia para o sistema, por isso a mesma interage com outras duas proteinas também
posicionadas na membrana citoplasmatica, as proteinas ExbB e ExbD. Através da interacéo
com ExbD, responsével por utilizar a for¢a proton motriz (PMF) da membrana citopldsmica
para ficar ‘energizada’ (LARSEN; THOMAS; POSTLE, 1999; LILL et al., 2016; OLLIS;
POSTLE, 2012), é formado um heterodimero com TonB que ira transferir a energia para ExobD
(GRESOCK; KASTEAD; POSTLE, 2015b). Com TonB energizado, o dominio periplasmatico
se enrijece, e 0 C-terminal ird interagir com o TonB box presente no plug e a partir disso uma
mudanga conformacional ocorre no sistema, 0 que garante que o plug do barril f do
transportador TBDT desdobre e se direcione ao periplasma deixando o interior do barril  livre
para a passagem do sideréforo (CELIA et al., 2016; HICKMAN et al., 2017; THERIAULT;
NKONGOLO, 2017).

Um dos fendbmenos mais relacionado com o sistema TonB-ExbB-ExbD é a mudanca
conformacional que ocorre apds o sistema ficar energizado por TonB. Hipdteses tém sido
levantadas para tentar descrever e caracterizar como a mudanca conformacional ocorre em si.
Diversos modelos ja foram propostos, porém ainda ndo se tem certeza de qual seria o correto
(KLEBBA, 2016; KREWULAK; VOGEL, 2011; NOINAJ et al., 2010b). Ainda néo se sabe
em qual proteina ocorre a mudanca, a maior suspeita é que seja em TonB, pois a mesma esta
em contato com as duas membranas a0 mesmo tempo durante a transducdo de energia
(POSTLE; KADNER, 2003).

Deste modo, comparamos 0s modelos anteriormente determinados para as proteinas
TonBs de C. crescentus, com a de P. aeruginosa, a fim de se observar semelhancgas estruturais
(Figura 12).
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A)

B)

Figura 12 — Comparacao entre as proteinas TonB de C. crescentus e P. aeruginosa. (A) TonB1 (verde) e
proteina TonB P. aeruginosa (laranja); (B) TonB2 (verde) e proteina TonB P. aeruginosa (laranja). As setas
apresentadas nas imagens A e B apontam as Unicas diferencas obtidas através da comparacdo. Molde P. aeruginosa
(PDB: 1XX3). As estruturas foram observadas utilizando o programa PyMOL.

Com o resultado da comparacgdo da Figura 12, foi possivel constatar que existem grandes
semelhangas estruturais entre os TonBs de C. crescentus e P. aeruginosa. No entanto,
observamos uma o hélice na proteina TonB1 de C. crescentus (verde) que ndo esta presente em
P. aeruginosa (laranja), aléem de um pequeno dobramento desigual nos loops, assim como
verificamos quando comparada com a TonB2 de C. crescentus.

Os dados apresentados a partir da obtencdo do modelo predito permitiram que
tivéssemos um maior entendimento e conhecimento sobre os TonBs de C. crescentus, mas ainda
é necessario um estudo mais aprofundado sobre os dominios presentes nessas proteinas, uma
melhor caracterizacdo de sua estrutura e uma melhor compreensdo sobre as fungdes dos
aminoacidos que a compdem.
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4.3 - Obtencéo das linhagens mutantes dos genes que participam do sistema TonB-
ExbB-ExbD de Caulobacter crescentus

Diante da caracterizacdo estrutural das proteinas que compde o sistema TonB-ExbB-
ExbD, realizamos a construcdo de linhagens com esses genes deletados, a fim de avaliar o seu
papel fisioldgico, e observar como a célula se comportaria na auséncia desses genes em
comparacdo com a linhagem selvagem.

Para isto realizamos a obtencdo das linhagens mutantes para cada um dos genes do
sistema. A principio 0s receptores dependentes de TonB (TBDTs): CCNA 00138,
CCNA_00028, CCNA _03023 e HutA, e posteriormente as proteinas TonB1 e TonB2. No caso
das proteinas TonBs queriamos investigar se as proteinas teriam alguma especificidade para
com os TBDTs de transporte de ferro. Inicialmente foi realizada a clonagem das regides
flanqueadoras (upstream e downstream) de cada gene no plasmideo pGEM-T Easy. Logo apds
obter as clonagens dos fragmentos flanqueadores de cada gene ligados in tandem, 0s mesmos
foram digeridos com as enzimas dos sitios de restricdo externos contidos nos oligonucleotideos,
conforme descrito na Tabela 4. Posteriormente os fragmentos foram clonados em outro
plasmideo, 0 pNPTS138, que nédo é replicativo em C. crescentus, perpetuando-se apenas por
integracdo ao cromossomo da célula e a partir disso confirmamos os clones positivos por

digestdo (Figura 13).
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Figura 13 — Confirmacéo por digestao das inser¢des dos fragmentos 1 e 2 no vetor pNPTS138. (1) receptores
dependentes de TonB TBDTSs. Confirmacdo da obtengdo do plasmideo pNPTS138 contendo os dois fragmentos
(A) CCNA_000138; (B) CCNA_00028; (C) CCNA_03023; (D) hutA. (2) proteinas TonBs. Confirmacdo da
obtencdo do plasmideo pNPTS138 contendo os dois fragmentos (A) CCNA_02419; (B) CCNA_02412.

Visualizacdo em gel de agarose 1%.
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4.3.1 — Confirmagéo das linhagens mutantes

Tendo obtido as construcdes do vetor pPNPTS138 contendo os fragmentos 1 e 2 de cada
gene, estes foram inseridos por eletroporacdo em E. coli S17-1 para posteriormente serem
passados por conjugacdo para a linhagem C. crescentus NA1000. Logo apds realizar duas
passagens em placas PYE+Nal+Kan é esperado que tenha ocorrido o primeiro evento da
recombinacdo homdloga, e o plasmideo tenha integrado no cromossomo. E previsto que apos
dois eventos de recombinacdo homologa, podera ocorrer a troca da sequéncia residente pela
nova sequéncia com o gene deletado. Posteriormente a sele¢éo ira ocorrer com crescimento em
meio rico e em duplicata utilizando os antibidticos que o vetor apresenta como marca de
resisténcia (no caso do pNPTS138 a canamicina). Posterior a escolha das colbnias sensiveis a
canamicina, iniciamos a busca por aquelas que perderam o gene de interesse do cromossomo.
Para isto, adotamos primeiramente a estratégia de se avaliar pela reacdo em cadeia da
polimerase (PCR), e realizamos a extragdo de DNA cromossdmico dos possiveis mutantes e da
linhagem selvagem NA1000.

Na PCR de confirmacdo dos mutantes, esperamos como resultado a amplificacdo do
gene na linhagem NA1000 um tamanho aproximadamente de quase 4 Kb, pois 0 gene esta
presente em seu cromossomo; nas linhagens mutantes, onde o gene foi deletado, esperamos um
tamanho menor referente & perda do gene no cromossomo. Construimos um esquema

demonstrando os valores referentes a cada TBDT (Figura 14).
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Figura 14 — Esquema representativo da clonagem dos fragmentos 1 € 2 no plasmideo pNPTS138 para a
construcdo das linhagens mutantes de cada TBDT. (1) Representagdo do evento da recombina¢do homdloga,
com o plasmideo pNPTS138 contendo as regides flanqueadoras (vermelho) de cada TBDT e logo apds ocorrer a
recombinacdo, demonstrando a disposicdo no cromossomo da bactéria; (2) Representacdo dos tamanhos das
linhagens (WT) e (A), (A) CCNA_00138; (B) CCNA_00028; (C) CCNA_03023 e (D) hutA.

Usando os primers 1 e 4 de cada gene (Tabela 5), obtivemos os seguintes resultados

para o PCR de confirmacéo (Figura 15).
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Figura 15 — Confirmacao da delecdo dos TBDTs por Reac¢do em Cadeia da Polimerase (PCR). Comprovacao
da banda obtida ap6s a realizacéo do PCR utilizando os primers 1 e 4 na cepa selvagem (WT) e dos mutantes (A):
(A) CCNA _00138; (B) CCNA _00028; (C) CCNA _03023; (D) hutA. Visualizacdo por eletroforese em gel de
agarose 1%.

De acordo com os resultados das PCRs conseguimos identificar as linhagens que

apresentavam os genes deletados. Além disso, a metodologia de Southern Blotting foi adotada
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como uma segunda estratégia para confirmacdo das linhagens mutantes que é uma das técnicas
de hibridizacdo mais utilizada para a detec¢do de sequéncias especificas de DNA (ver item 3.9).

Para os genes CCNA 00138 e CCNA_00028 utilizamos os primers 1 e 2 (Tabela 5) e
para 0 gene CCNA _03023 os primers 3 e 4 (Tabela 5), todas as sondas foram marcadas com
nucleotideos biotinilados e reveladas por estreptavidina conjugada com fosfatase alcalina,
usando o substrato BCIP-T/NBT. O DNA foi digerido com uma ou mais enzimas de restricdo
especificas para cada gene, os fragmentos gerados pela digestdo foram separados por

eletroforese em gel de agarose 1,5% conforme visto na figura na figura 16A e 17A.

1) CCNA_00138

Apal HindlI  HindII Apal HindIII WT: 4996 WT: 2777
A: 2803 A: 4658

SN

SONDA

2)
A) 1/WT 2/A 3/WT 4/A B) 4/A 3/WT 2/A 1/WT
Jrara— B > A 4658
WT 4996
> WT 2777

» A 2803

Figura 16 — Verificacdo das linhagens com o gene CCNA_00138 possivelmente deletado pela metodologia
de Southern blotting (1) Esquema representativo das regides utilizadas para a construgdo das sondas
empregadas na técnica de Southern Blotting. O quadro em verde corresponde a localizacdo do gene no
cromossomo, as setas indicam o sitio de clivagem das enzimas de restri¢do utilizadas. (2) (A) Gel de 1,5%
agarose resultantes da eletroforese a 80V durante 2 horas mostrando a digestdes do DNA das linhagens
mutantes e da linhagem selvagem. (B) Membrana de nitrocelulose + resultante do Southern blotting do gene
CCNA_00138 mostrando as bandas ap06s a hibridiza¢do com a sonda especifica e deteccdo. Legenda: (1/WT)
NA1000; (2/A) A00138-36; (3/WT) NA1000; (4/A) A00138-36.

O Southern blotting do gene CCNA_00138, confirmou que as linhagens analisadas
como possiveis mutantes realmente perderam o gene de interesse. A digestdo da linhagem
NA1000(1/WT) feita com a enzima de restricdo Hindlll gera uma banda por volta de 2.777 kb,
entretanto, para o AO0138 (2/A) é esperado o tamanho de 4.658 Kb. Ja quando o DNA é digerido
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com a enzima Apal que possui outro sitio de clivagem esperamos o inverso, assim, a linhagem
NA1000(3/WT) tem um tamanho maior por volta de 5 Kb quando comparado com a linhagem
A00138(4/4) que possui o tamanho de aproximadamente 3 Kb. No caso do gene CCNA_00138
conseguimos utilizar duas enzimas de restricdo diferentes, porque ambas tinham sitios de
clivagem em regides proximas ao gene que facilitaram o entendimento final do resultado.

Para o gene CCNA _00028 escolhemos digerir o DNA gendmico com a enzima de
restricdo Pstl que geraria fragmentos de tamanho esperado para a linhagem NA1000 de
aproximadamente 3,5 Kb, e para as linhagens mutantes o tamanho de 1,2 Kb. Como observado
na figura 22, em uma mesma membrana de nitrocelulose testamos sete linhagens candidatas a
mutante, e podemos concluir que as linhagens de 2 a 6 perderam o0 gene de interesse apds 0s
eventos de recombinacdo homologa, mas a linhagem 7 é um revertente para selvagem. O

resultado obtido pode ser visto na figura 17.
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Figura 17 — Verificacdo das linhagens com o gene CCNA_00028 possivelmente deletado pela metodologia
de Southern blotting. (1) Esquema representativo das regifes utilizadas para a construcdo das sondas
empregadas na técnica de Southern Blotting. O quadro em verde corresponde a localizagdo do gene no
cromossomo, as setas indicam o sitio de clivagem das enzimas de restricdo utilizadas. (2) (A) Gel de 1,5%
agarose resultantes da eletroforese a 80V durante 2 horas mostrando a digestdes realizadas overnight das
linhagens mutantes e da linhagem selvagem. (B) Membrana de nitrocelulose + do Southern blotting do gene
CCNA_00028 mostrando as bandas ap6s a hibridizagdo com a sonda especifica e deteccéo. Legenda: (1/WT)
NA1000; (2/A) A0028-02; (3/a) A0028-06; (4/8) A0028-45; (5/8) A0028-53; (6/A) A0028-54; (7/A) A0028-65.
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Por fim, para o gene CCNA_03023 foi testado com o método ja utilizado para os dois
genes anteriores, e neste caso a enzima de restricdo escolhida foi a BamHI que produziria
fragmentos de tamanhos de aproximadamente 4,8 Kb na linhagem selvagem NA1000, e 2,5 Kb
nas linhagens mutantes (dados ndo apresentados). Entretanto, a compreensao deste resultado
foi prejudicada, devido a arrastes apresentados na membrana de nitrocelulose, durante a
revelacdo pelo método. J& o gene para o transportador hutA foi o primeiro TBDT a ser deletado,
confirmado por PCR e por andlises das proteinas de membrana externa (Balhesteros et al.,
2017).

Para a confirmacdo das linhagens mutantes para 0s genes que codificam as duas
proteinas TonBs, optamos por partir de uma PCR de coldnia. Inicialmente efetuamos a
varredura para identificar linhagens que poderiam apresentar a auséncia de tonB1, porém néo
obtivemos o resultado esperado. As coldnias que ndo cresceram em PYE+Kan, indicando que
teriam perdido o plasmideo pNPTS138, foram testadas como possiveis linhagens mutantes, mas
todas eram col6nias que tiveram seu gendtipo revertido para a linhagem selvagem.

Foram testadas aproximadamente 300 col6nias, onde esperdvamos o tamanho de 1,3 Kb
para as linhagens mutantes, mas todas apresentaram o tamanho do fragmento da linhagem
selvagem de 2 Kb. Pressupomos que a dificil delecdo do gene codificando a proteina TonB1
possa estar relacionada ao fato de que o gene CCNA _02419 foi descrito como um gene de high
fitness (CHRISTEN et al., 2011), e assim a perda desse gene para a célula ndo seria vantajoso,
ocasionando fenotipos graves e até ocorrer a morte da célula apés a delecdo do gene.

Assim, utilizamos como estratégia adicionar ao pNPTS138, que ja continha os dois
fragmentos upstream e downstream clonados no plasmideo, mais uma marca de resisténcia.
Um cassete de 2 Kb conferindo resisténcia ao antibi6tico espectinomicina (Spec) foi inserido
entre as regides flanqueadoras do gene (Ver 3.8). Podemos adotar esta nova estratégia pois o
gene CCNA_02419 é o ultimo gene de seu operon (Figura 5), o que ndo afetaria a transcrigdo
dos demais genes do operon. A adicao do cassete de resisténcia ao plasmideo € demonstrada na
figura 18.
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— pNPT Fragmento 1+2
5Kb —

— SPEC
2Kb —

Figura 18 — Confirmacéo da adigdo da marca de resisténcia ao vetor recombinante. Eletroforese da digestdo
do plasmideo pNPTS138 contendo o cassete de espectinomicina entre as regides flanqueadoras do gene
CCNA_02419. Visualizacdo em gel de agarose 1%

Posteriormente a adicdo da marca de resisténcia, passamos a selecionar coldnias que
ap6s o crescimento foram Kan® e SpecR. Ap6s a selecdo de algumas coldnias, realizamos uma
reagdo de PCR com os primers 1 e 4 conforme ja descrito anteriormente, e com isto

conseguimos a linhagem mutante para AtonB1 (Figura 19).
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Figura 19 — Representacdo e confirmac¢do da delecdo do gene CCNA 02419 por Reagdo em Cadeia da
Polimerase (PCR). (A) Representacdo do evento da recombinacdo homdloga, com o plasmideo pNPTS138
contendo as regibes flanqueadoras (vermelho) do gene CCNA 02419 e o cassete de resisténcia a espectinomicina
(verde). E logo ap6s ocorrer a recombinagdo, demonstrando a disposi¢cdo no cromossomo da bactéria; (B)
Representagdo dos tamanhos das linhagens (WT) e (A); (C) Eletroforese dos produtos de PCR a partir do DNA
cromossémico da cepa selvagem (WT) e dos mutantes (A). Visualizagdo em gel de agarose 1%.

O gene codificador da proteina tonB2 (CCNA_02412) de C. crescentus ndo aparece na
literatura descrito como sendo um gene essencial ou high fitness (CHRISTEN et al., 2011).
Deste modo, a varredura para a linhagem mutante foi mais simples, e realizamos uma reacéo

de cadeia da polimerase (PCR) também com os primers 1 e 4 (Figura 20).
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Figura 20 — Representagdo e confirmacdo da delecdo do gene CCNA 02412 por Reacdo de Cadeia da
Polimerase (PCR). (A) Representacdo dos tamanhos das linhagens (WT) e (A); (B) Comprovagao da banda obtida
apos a realizagdo do PCR da cepa selvagem (WT) e dos mutantes (A). Visualizagdo em gel de agarose 1%.

Desta forma, conseguimos obter todas as linhagens mutantes construidas para
componentes do sistema TonB-ExbB-ExbD em C. crescentus, e estas linhagens foram

analisadas quanto aos seus fen6tipos de utilizacdo de compostos de ferro.

4.3.2 - Complementagdo das linhagens com os genes que codificam o0s

transportadores dependentes de TonB deletados

Logo apo6s termos a construgdo das linhagens mutantes, efetuamos a sua
complementacéo, pois para confirmacdo dos fendtipos observados na auséncia desses genes, a
avaliacdo das linhagens com o0s respectivos genes complementados por uma coOpia em
plasmideo se faz necesséaria. Os genes CCNA_00028, CCNA 03023 e hutA foram amplificados
com primers especificos (Tabela 5) que incluiam a regido promotora de cada gene, e o produto

da amplificacéo foi clonado no vetor de clonagem néo integrativo pMR20 (Figura 21).
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Figura 21 — Confirmacéo por digestdo da clonagem para complementacao no vetor pMR20. O simbolo (*)
sinaliza os positivos em todos os genes. (A) Complementacdo do gene hutA; (B) Complementacdo do gene
CCNA_00028; (C) Complementacdo do gene CCNA_03023. Visualizagdo em gel de agarose 1%.

Para a complementacdo é necessario que o gene a ser clonado esteja presente com o seu
promotor, porque assim a transcricdo do gene apos a inser¢do em Caulobacter sera realizada
por seu promotor e ndao o do plasmideo. Os respectivos clones positivos obtidos foram
sequenciados a fim de verificar a auséncia de eventuais erros em suas sequéncias, € 0S
plasmideos foram inseridos por conjugacéo na linhagem NA1000, para em seguida realizarmos
experimentos para a confirmacdo da restauracdo do fenotipo. Com relacdo ao mutante
ACCNA 00138 ainda nédo realizamos a complementacdo, pois 0 mesmo foi analisado por
nossos colaboradores em testes de utilizacdo de siderdforos, ndo apresentando nenhum fendtipo

para os sideroforos testados, e desta maneira adiamos a analise deste mutante complementado.



72

4.4 — Analises fenotipicas das linhagens mutantes

Com o intuito de caracterizar o transporte de ferro e obter o conhecimento de qual fonte
de ferro é utilizada por C. crescentus em seu ambiente, submetemos as linhagens mutantes em
variados testes com a presenca de diferentes ions de ferro, para avaliagdo dos fendtipos. Os
resultados sobre a linhagem deletada hutA foram descritos em publicacdo cientifica

(Balhesteros et al., 2017), e ndo serdo abordados neste documento.

4.4.1 — Crescimento das linhagens mutantes para os TBDTs em diferentes fontes
de Ferro

As linhagens mutantes dos TBDTs (A00138; A00028 e A03023) e a linhagem selvagem
NAZ1000 foram submetidas a uma curva de crescimento em meio minimo M2, ja que este meio
permite alterar a composicao da fonte de ferro utilizada. Testamos em cada linhagem diferentes
fontes de ferro: FeSO4 100 pM, Citrato férrico 100 uM e FeClz 100 uM.

A principio testes preliminares foram realizados, para a padronizacdo das condicGes do
experimento de crescimento. Como resultado deste experimento de padronizacdo observamos
gue na presenca de citrato e cloreto férrico, as linhagens A000138 e A03023 ndo apresentaram
uma aparente diferenca quando comparamos com a linhagem parental NA1000, indicando que
provavelmente esses transportadores ndo realizam o transporte destas fontes de ferro. Porém a
linhagem A00028 apresentou um crescimento menor em comparagdo a linhagem NA1000
(dados ndo mostrados). Deve-se ressaltar que os transportadores dependentes de TonB realizam
o transporte do ferro na forma férrica (Fe**) e o transporte de ferro ferroso (Fe*), como no caso
do FeSOs, é realizado por outros sistemas de proteinas (Fe0OAB) e por um sistema passivo ndo
dependente de TonB. Como a forma ferrosa € muito instavel na presenca de oxigénio, ndo se
pode excluir a possibilidade de que o FeSO4 utilizado se encontre oxidado e possua a presenga
de Fe3*. Entretanto, o que se observa é que a linhagem mutante consegue crescer e alcangar 0s
mesmos niveis de DO que a selvagem, apenas apresentando uma grande fase lag (dados nédo
mostrados).

Por causa dos resultados intrigantes observados pela linhagem A00028, optamos por
realizar alteragGes em nossos experimentos de crescimento. Desta forma, incubamos as
linhagens em meio M2 sem FeSQOa por quatro horas a 30°C. O tempo do crescimento de quatro

horas foi determinado através de trabalhos do nosso grupo de pesquisa, que demonstram que 0s
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genes que sdo induzidos em caréncia de ferro e regulados por Fur neste meio levam em torno
de quatro horas para a voltar a serem expressos (Leaden et al, 2018). Depois do crescimento
sem ferro por quatro horas, foram adicionadas as mesmas fontes de ferro ja determinadas
anteriormente. Com a nova alteracdo alcangcamos o0s seguintes resultados que pode ser
observado nas Figura 22. Aplicamos a alteracéo de quatro horas de crescimento sem ferro, pois
esperavamos que neste tempo a bactéria fosse capaz de perceber a auséncia de ferro no meio, e
desta maneira apresentar ou ndo algum fenétipo. Entretanto, nas curvas de crescimento, vimos
gue mesmo nas quatro horas sem ferro todas as linhagens conseguem crescer, isto ocorre porque
a bactéria utiliza o ferro que ainda esta presente no seu interior para se duplicar. Quando
voltamos o ferro no meio (indicado pela seta vermelha nas curvas) independente da fonte, as
linhagens continuaram seu crescimento sem alteracdes, passando por todas as etapas do
crescimento microbiano, indicando que néo foi possivel alcancar a caréncia de ferro desejada.

Os dados apresentados mostram que apenas a linhagem A00028 apresentou um
crescimento diferente, mas o crescimento da linhagem ndo foi mais lento, sendo a diferenca na
fase lag. Acreditamos que isto possa estar relacionado com a demora para perceber a volta da
presenca do ferro, quando comparado o crescimento da linhagem selvagem C. crescentus
NA1000 e as linhagens mutantes A00138 e A03023. A maior fase lag de crescimento da
linhagem A00028 ocorreu na presenca ndo somente de FeSO4, mas também nas demais fonte
de ferro utilizadas. Entretanto, aparentemente as taxas de crescimento sdo similares, nédo
demonstrando deficiéncia na utilizacdo das fontes de ferro testadas.

Assim, decidimos utilizar a linhagem A00028 em ensaios de viabilidade em diferentes
fontes de ferro. Também as linhagens serdo avaliadas por nossos colaboradores Prof® Philip
Klebba e Prof® Salete Newton da Universidade Kansas, USA onde irdo testar a linhagem

utilizando uma biblioteca de siderdforos, que ajudara a explicar este fen6tipo de crescimento.
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Figura 22 — Curvas de crescimento das linhagens selvagem NA1000 e mutantes (A00138, A03023 e A00028)
em diferentes fontes de ferro. A seta vermelha em todos os graficos indica 0 momento que foi adicionado as
fontes de ferro apds 4 horas de caréncia de ferro (A) Meio M2 com FeSO4 100 uM; (B) Meio M2 com citrato
férrico 100 pM; (C) Meio M2 com FeCl3 100 uM. Todas as curvas foram feitas em duplicata. A figura mostra o
experimento realizado pelo aparelho SpectraMax Paradigm.
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4.4.2 - Crescimento das linhagens complementadas dos TBDT de C. crescentus

Para a analisar a restauracdo do fenotipo nas linhagens complementadas, as linhagens
NA1000, A00028, A03023 e AhutA contendo o plasmideo pMR20 foram incubadas em meio
M2 com a presenca do antibidtico tetraciclina devido a marca de resisténcia do plasmideo
pPMR20 que esta presente em todas as linhagens. O crescimento foi medido conforme as curvas
realizadas anteriormente, onde apos a diluicdo para a DOsoo 0,1 em M2 sem ferro por quatro
horas foram em seguida adicionadas as fontes de ferro, as mesmas utilizadas nas curvas

anteriores. O resultado pode ser visto na figura 23.
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Figura 23 — Curvas de crescimento das linhagens selvagem NA1000 e linhagens complementadas dos
mutantes (A00028 e A03023) em diferentes fontes de ferro. A seta vermelha em todos os gréficos indica o
momento que foi adicionado as fontes de ferro apds 4 horas de caréncia de ferro (A) Meio M2 com FeSO, 100
UM; (B) Meio M2 com citrato férrico 100 uM; (C) Meio M2 com FeCl3 100 uM. A figura mostra o experimento
realizado pelo aparelho SpectraMax Paradigm

O resultado das curvas de crescimento confirma a clonagem das linhagens mutantes
para a complementacdo no plasmideo pMR20. Indicando que A03023 apresenta um
crescimento semelhante a linhagem selvagem NA100, pois 0 mesmo também nédo apresentou
um fenotipo diferente que a selvagem nas curvas anteriores. J& A0O0028 novamente apresenta

um fenétipo diferente que é o atraso na fase lag de crescimento

4.4.3 — Crescimento das linhagens mutantes para as proteinas TonB

Sabe-se que muitas bactérias apresentam mais de uma proteina TonB, e que podem estar
relacionadas ao transporte de ferro, vitaminas ou de algum outro nutriente que seja importado
pelo sistema TonB-ExbB-ExbD. A maioria destas bactérias é classificada como patogénicas, e
dentre elas estdo: Vibrio cholerae, P. aeruginosa, Acinetobacter baumannii, Actinobacillus
pleuropneumoniae, Riemerella anatipestife (CORNELIS; DINGEMANS, 2013; DONG et al.,
2016; KUEHL; CROSA, 2010; MIAO et al., 2015; SVERZHINSKY et al., 2015). Ja foi
descrito na literatura bactérias que possuem 3 proteinas TonBs, que € 0 caso de Aeromonas

shydrophila, em que os genes de todas as trés estdo localizados no mesmo operon com as
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proteinas ExbB-ExbD (DONG et al., 2016), diferente de C. crescentus (CHRISTEN et al.,
2011).

Em todas as bactérias patogénicas citadas e que possuem mais de uma proteina TonB,
verificou-se com a delecdo de um ou mais genes tonB, que a falta dessas proteinas ocasiona um
alto prejuizo a célula, relacionado na maioria das vezes com a viruléncia da bactéria. Outras
bactérias ndo patogénicas como C. crescentus, também apresentam a presenga de mais de um
gene tonB, assim como em Rhizobium leguminosarum. Nesta bactéria a proteina TonB2 é
necessaria para a aquisicdo de heme e outros siderdforos (WEXLER et al., 2001). Em C.
crescentus até 0 momento sabe-se que a proteina TonB2 esta envolvida com o transporte de
maltose (LOHMILLER et al., 2008), porém ainda nada se tem correlacionando o transporte de
ferro com as proteinas TonBs. Para tal, a mesma abordagem para o experimento de crescimento
dos TBDTs foi aplicada novamente, onde todas as linhagens (NA1000, AtonB1, AtonB2) foram
incubadas em meio M2 liquido sem ferro, e posteriormente foram adicionadas diferentes fontes
de ferro, e para que assim possamos investigar a especificidade das proteinas TonBs. O

resultado do crescimento esta mostrado na Figura 24.
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Figura 24 — Curva de crescimento das linhagens selvagem NA1000 e mutantes (ATonB1 e ATonB2) em
diferentes fontes de ferro. A seta vermelha em todos os gréaficos indica 0 momento que foi adicionado as fontes
de ferro (A) Meio M2 com FeSO,4 100 puM; (B) Meio M2 com citrato 100 uM; (C) Meio M2 com FeCl; 100 uM.
Todas as curvas foram feitas em duplicata. A figura mostra o experimento realizado pelo aparelho SpectraMax
Paradigm.
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Observamos pelas curvas de crescimento que os mutantes AtonBl e AtonB2 nédo
apresentaram nenhuma diferenca, com um crescimento semelhante ao da linhagem selvagem
NAZ1000, o que nos leva a concluir que o transporte de ferro nas formas FeSQg, Citrato férrico
e FeClzem C. crescentus ndo ¢ afetado quando um dos TonBs néo se encontram presentes no
cromossomo. Em bactérias patogénicas, onde realizaram a delecdo do gene que codifica a
proteina TonB, notou-se mal crescimento em meio normal e deformidades na morfologia, mas
a grande maioria dos efeitos da delecdo sempre esta relacionado com a viruléncia desses
patdgenos, consequentemente essas bactérias ndo conseguiram mais infectar seu hospedeiro
(CHIMENTO; KADNER; WIENER, 2005a; DONG et al., 2016; JEONG et al., 2012;
LOCHER et al., 1998).

Como as delecdes de cada TonB sdo de forma independente, acreditamos que nao houve
diferenga de crescimento pois a outra proteina TonB consegue suprir a falta e permitir que
ocorra o transporte normalmente pelo sistema. Os dados indicam, portanto, que as fungdes de
cada proteina TonB possam ser redundantes. Em Burkholderia cenocepacia foi verificado que
a auséncia da proteina TonB pode gerar morte celular e que apenas a delecdo do dominio
periplasmatico da proteina TonB seria necessario para a observacdo de um possivel fenétipo,
evitando assim a morte celular (PRADENAS; MYERS; TORRES, 2017).

Deste modo, acreditamos que seria necessario a constru¢cdo de uma linhagem que
apresente a delecdo simultanea dos dois genes. Entretanto, como C. crescentus possui 62
transportadores dependentes de TonB, e depende fortemente deste tipo de transporte para sua
sobrevivéncia, essa estratégia seria talvez impossivel, ja que ndo existem informacGes sobre
quais nutrientes transportam, sendo um organismo que se encontra em um habitat oligotrofico.

Uma analise mais detalhada dos fenotipos destes mutantes sera mostrada no item 4.4.4,

4.4.4 - Ensaios de viabilidade

Como foi visto anteriormente, no experimento de crescimento mostrou-se que a
linhagem A00028 apresentou uma fase lag de crescimento maior quando comparada a NA1000,
porém apos algumas horas de crescimento 0 mesmo consegue alcancar a linhagem selvagem.
Segundo SILVA NETO; LOURENCO; MARQUES (2013), 0 gene CCNA_00028 foi 0o TBDTs
que apresentou 0 maior aumento na sua expressdo em caréncia de ferro. Diante disso,
realizamos ensaios de viabilidade das quatro linhagens ATBDT de C. crescentus em placas

contendo meio M2 s6lido com as mesmas fontes de ferro utilizadas nas curvas de crescimento.
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Estabelecemos “lavar” as culturas com o meio M2 sem FeSOj4 antes de realizarmos a diluigéo
das mesmas paraa DO 0,1 esta abordagem foi estabelecida para tentar evitar resquicios do meio
que continha a presenca de FeSOs, e desta forma, definir que a Unica fonte de ferro presente no
crescimento ird ser a que estara presente na placa de M2 solido. Foram feitas diluigcdes seriadas
(101 a 10®) das culturas e aplicado 10 pl de cada diluicio nas placas. Apds dois dias de

crescimento a 30°C foi observado os seguintes crescimentos em placa (Figura 25).
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Figura 25 — Ensaio de viabilidade das linhagens mutantes A00138, A00028 e A03023 na presenca de diversas fontes de ferro. As placas foram mantidas a 30°C por dois
dias. Os ensaios de viabilidade foram feitos em duplicata.
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Assim como observado nas curvas de crescimento, as linhagens mutantes A00138 e
003023 nao apresentaram um fendtipo diferente da linhagem selvagem NA1000. Deste modo,
o transporte das fontes de ferro testadas ndo foi afetado pela a delecdo destes receptores
dependentes de TonB.

Porém, com relacdo a linhagem A00028 é possivel observar que somente na presenca
de Hemina a linhagem obteve um crescimento igual a NA1000, o que tem coeréncia pois como
sabemos o transporte de Hemina em C. crescentus é realizado pelo transportador HutA
(CCNA_02277) (BALHESTEROS et al., 2017), podendo a Hemina ser considera um controle
positivo para o experimento.

Outro controle positivo para o experimento € 0 FeSOg, afinal o sulfato ferroso contém
Fe?* e seu transporte ndo é realizado pelo sistema TonB-ExbB-ExbD, porém como é possivel
observar na Figura 29 até mesmo em FeSQs, a linhagem A00028 nas ultimas dilui¢des 10™ e
10 apresenta um crescimento menor com relacio a NA1000. A partir destes resultados,

realizamos o ensaio de viabilidade com a linhagem A00028 complementada (Figura 26).
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Figura 26 — Ensaio de viabilidade com as linhagens mutante A00028, complementada (A00028Comp) e

selvagem NA1000. As placas foram mantidas a 30°C por dois dias. Todos os ensaios de viabilidade foram
realizados em duplicata.
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Com 0 novo ensaio de viabilidade é visto que no caso de citrato e cloreto férrico,
novamente o mutante A00028, apresentou um crescimento menor em quantidade de colonias
com relacdo a NA1000 (mesmo quando as placas ficaram mais tempo incubadas ndo vemos o
crescimento de novas colonias), e em todas as fontes de ferro testadas a linhagem
complementada (A00028Comp) apresentou um fendtipo restaurado. No caso de sulfato ferroso
(FeSOa4) é possivel observar que o mutante A00028, obteve 0 mesmo nimero de colbnias que a
linhagem selvagem, que de certa forma é justificavel pois FeSO4 é a forma ferrosa (Fe?") a
forma livre de ferro, e o transporte de ferro ferroso néo é realizado pela secre¢éo de sideréforos,
mas sim através de outras proteinas que compdem o sistema FeoAB (ANDREWS;
ROBINSON; RODRIGUEZ-QUINONES, 2003; LAU; KREWULAK; VOGEL, 2017).

O sideroforo Citrato férrico € um acido organico com afinidade por ferro suficiente para
permitir a formacdo de um complexo com o ion de ferro, e assim haver o transporte deste metal.
A complexacdo de citrato com o ferro gera um complexo pequeno quando o mesmo esté ligado
a ions de ferro quando comparados a complexos grandes, por exemplo ferro ligado a proteina
transferrina, assim como sua composi¢do quimica mais simples e a afinidade de ligacdo do ferro
relativamente mais fraca em relacdo a outros sider6foros (CHU et al., 2010; YUE; GRIZOT;
BUCHANAN, 2003). Em algumas bactérias ja foi descrito o transporte de citrato por TBDTS,
como FecA em E. coli (FERGUSON, 2002; OGIERMAN; BRAUN, 2003) e em outras
bactérias Gram-negativas como Pseudomonas, Bordetella e Xanthomonas (OGIERMAN;
BRAUN, 2003).

O citrato é considerado um importante sidero6foro para a aquisicdo de ferro bacteriano
devido a sua abundancia no meio ambiente (YUE; GRIZOT; BUCHANAN, 2003). Estudos
com E. coli e Pseudomonas demonstram que quando o transportador de citrato férrico é
deletado do genoma a célula passa por uma grande caréncia nutricional devido a falta do ion
férrico (MARSHALL et al. 2009). A maioria das bactérias Gram-negativas que utilizam o
citrato férrico como sideréforo sdo capazes de produzi-lo, (FERGUSON et al., 1998a;
OGIERMAN; BRAUN, 2003; SAHA et al., 2013; YUE; GRIZOT; BUCHANAN, 2003) o que
até o momento é desconhecido para C. crescentus, pois na linhagem selvagem NA1000 nédo
foram identificados genes que codificam siderdforos, supondo-se que C. crescentus utilize
apenas os siderdforos que serdo encontrados no ambiente.

Devido ao crescimento ter sido afetado mediante duas fontes de ferro distintas, néo
podemos afirmar qual delas seria transportada pelo receptor CCNA_00028. Por ser o receptor
mais expresso no caso de caréncia de ferro, consequentemente pode haver mais receptores

CCNA _00028 presentes na membrana externa, e por isso seria 0 mais utilizado para o
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transporte em grande escala. Com a delecdo deste receptor, a membrana ficaria em um estado
de escassez de transportadores e 0s outros que estariam sendo expressos normalmente néo
conseguiriam suprir todo o transporte de ferro. Isto poderia explicar os atrasos observados na
fase lag durante o crescimento da linhagem A00028, ja que com a falta deste receptor a célula
levaria um tempo maior para conseguir perceber o aumento da presenca de ferro no meio
externo e com isso realizar a expressao de outros receptores para suprir este receptor.
Entretanto, em geral existe uma especificidade para o transporte pelos TBDTS, e esta explicacdo
ndo esclarece este aspecto.

Assim, ainda € necesséria a realizacdo de mais experimentos para a confirmacéo desta
hipdtese, bem como os ensaios de utilizacao e producéo de siderdforos, a fim de verificar se C.
crescentus realmente ndo os produz.

Do mesmo modo, realizamos ensaio de viabilidade com as linhagens deletadas para as
proteinas TonBs (Figura 27). Os dados obtidos corroboram os resultados das curvas de
crescimento. Novamente € visto que a delecdo dos genes que codificam as proteinas TonBs ndo
apresentaram nenhuma diferenca no fendtipo. Em todas as diluigbes (10 a 10°) as linhagens

mutantes apresentam um crescimento bem semelhante a NA1000.
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Figura 27 — Ensaio de viabilidade com as linhagens mutantes ATonB1 e ATonB2. As placas foram mantidas a 30°C por trés dias. Todos os ensaios de viabilidade foram

realizados em duplicata.
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4.4.5 - Anélise das fontes de carbono utilizadas pelas linhagens mutantes para a

proteina TonB

Espécies de bactérias que vivem em ambientes oligotroficos ou com uma alta caréncia
nutricional, como agua e solo, sdo particularmente ricos em receptores dependentes de TonB
(ENDRISS et al., 2003), indicando que outros nutrientes além do ferro podem ser captados por
sistemas ativo através da membrana. J& se sabe que em C. crescentus o transporte de maltose é
realizado através do sistema TonB-ExbB-ExbD e gque supostamente a proteina TonB1 é a que
estaria interagindo com o transportador da maltose dependente de TonB (LOHMILLER et al.,
2008). Decidimos realizar alguns testes de crescimento com as linhagens mutantes para tonB
(402419 e A02412) na presenca de fontes de carbono. Para isso foram utilizadas microplacas
(Biolog), que consistem em 96 pocos contendo diferentes compostos (podendo ser carbénicos,
nitrogenados, antibidticos, entre outros). O crescimento das culturas nestas placas é feito
adicionando-se 0 meio minimo sem fonte de carbono, e as culturas utilizam apenas a fonte de
carbono fornecida em cada po¢o, comparando-se o perfil de crescimento dos mutantes AtonB1
e AtonB2 com o de NA1000.

As figuras 28 e 29 mostram uma representacdo grafica do crescimento neste tipo de
experimento, em que cada pogo da placa possui uma curva de crescimento independente; dessa
forma, € possivel determinar de forma rapida a presenca ou auséncia de crescimento em uma
determinada fonte de carbono ap6s 24 horas de incubacéo.

Inicialmente testamos as linhagens mutantes na placa PM1 (Anexo M) a qual é
composta na maioria por diferentes fontes de carbono, o crescimento da placa PM1 pode ser
visto na figura 28. Posteriormente utilizamos a placa PM2A (Anexo N) que também é composta
por fontes de carbono, mas apresenta uma grande quantidade de aminoacidos, o crescimento

desta placa esta na figura 29.
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Figura 28 — Representacdo esquematica do perfil de crescimento observado em microplacas PM1 Biolog.
As fontes de carbono presentes na placa sdo identificadas pelas coordenadas, e em cada uma delas pode ser
observada a curva de crescimento correspondente obtida. Sendo que o poco Al corresponde ao controle negativo
(sem fonte de carbono e sem cultura). Mostrando em: (A) Experimento realizado com a linhagem selvagem
NA1000. (B) Experimento realizado com a linhagem AtonB 1. (C) Experimento realizado com a linhagem AtonB2.
As caixas vermelhas destacam os pogos que aparentemente possuem diferenca de crescimento entre as linhagens.
As curvas de crescimento foram obtidas pela medida da absorbancia a 600 nm a cada 15 minutos no sistema
Paradigm (Molecular Devices).
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Figura 29 — Representacao esquematica do perfil de crescimento observado em microplacas PM2A Biolog.
As fontes de carbono presentes na placa sdo identificadas pelas coordenadas, e em cada uma delas pode ser
observada a curva de crescimento correspondente obtida. Sendo que o pogo Al corresponde ao controle negativo
(sem fonte de carbono e sem cultura). Mostrando em: (A) Experimento realizado com a linhagem selvagem
NAZ1000. (B) Experimento realizado com a linhagem ATonB 1. (C) Experimento realizado com a linhagem ATonB
2. As caixas vermelhas destacam 0s pocos que aparentemente possuem diferenca de crescimento entre as
linhagens. As curvas de crescimento foram obtidas pela medida da absorbancia a 600 nm a cada 15 minutos no
sistema Paradigm (Molecular Devices).
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As caixas vermelhas nas figuras 28 e 29 indicam os pocos onde aparentemente se
obteve um crescimento diferente das linhagens mutantes comparada a NA1000. Na primeira
placa testada a PM1 (Figura 28), notamos uma diminuicdo de crescimento na linhagem AtonB1
em trés pogos (A8, G5 e G6), porém ao analisar cada curva que apresentou uma diminui¢ao no
crescimento separadamente em gréficos, é observado que a diferenca de crescimento ndo é
significativa (dados ndo mostrados). Isto ndo significa necessariamente um defeito no
crescimento, mas pode significar apenas uma variabilidade normal do experimento.

Ja na placa PM2A (Figura 29) notamos diminuicdo de crescimento em ambas as
linhagens mutantes. No mutante AtonB1, identificamos em trés pocos: A3; A5 e G4 um
crescimento menor com relacdo a NA1000, e para melhor visualizacdo desses crescimentos
foram analisadas as curvas juntas, onde constatou que havia uma diferenca no crescimento da

linhagem mutante. Os gréficos estdo representados na figura 30.
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Figura 30 — Grafico de comparacao das linhagens NA1000 e ATonB1. Gréfico realizado para demonstrar a
diferenca encontrada nos pocos A3; A5 e G4 da placa PM2A. (A) Poco A3 composto por a-Ciclodextrina; (B)
Pogo A5 composto por y-Cyclodextrin e (C) Poco G4 composto por L-Arginine. A curva de crescimento foi obtida
pela medida da absorbancia a 600 nm a cada 15 minutos no sistema Paradigm (Molecular Devices).
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Jano ATonB2 a Gnica diferenca observada foi novamente no pogo G4, outra vez fizemos
um grafico para entre a linhagem mutante e a selvagem do pog¢o G4, para observamos se ha

realmente a diferenca de crescimento (Figura 31).
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Figura 31 — Grafico de comparacao das linhagens NA1000 e ATonB2. Gréfico realizado para demonstrar a
diferenga encontrada no pogo G4 da placa PM2A. O pogo G4 € composto por L-Arginine. A curva de crescimento
foi obtida pela medida da absorbancia a 600 nm a cada 15 minutos no sistema Paradigm (Molecular Devices).

Encontramos diferenca de crescimento na linhagem AtonB1, quando crescida na
presenca de a e vy ciclodextrina. A Ciclodextrina é uma familia de oligossacarideos ciclicos,
consistindo de um anel macrociclico de subunidades de glicose sendo produzidas a partir do
amido por conversdo enzimatica. As ciclodextrinas sdo formadas por monémeros de glicose
que pode variar de 6 a 8 unidades, dando a forma de cone. A quantidade de monémeros de
glicose, que além de caracterizar a ciclodextrina € que dara origem ao nome, como por exemplo:
a que possui 6 carbonos na sua estrutura ¢ a — ciclodextrina; 7  — ciclodextrina e 8 carbonos y
— ciclodextrina (BECKET; SCHEP; TAN, 1999).

Com o resultado das placas PM2A do Biolog do AtonB1, notamos a que a linhagem néo
cresce na presenca dessas fontes de carbono, indicando que a falta especifica dessa proteina
TonB possa estar envolvida de alguma maneira com a utilizagdo dessa fonte de carbono.

Outra diferenca encontrada nas duas linhagens AtonB1 e AtonB2 quando utilizado a
placa PM2A é o nédo crescimento das linhagens no poco G4 que contém a presenca de L-

Arginina.
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A arginina é um aminoacido semi-essencial e principal carregadora de nitrogénio e faz
parte da sintese de moléculas importantes e de outros aminoacidos como a prolina. Com a
obtencéo do grafico da comparacéo das linhagens NA1000 e AtonB1 (Figura 30C) e NA100O e
AtonB 2 (Figura 31) é possivel reparar a diminuicdo de crescimento das linhagens mutantes. No
caso de AtonB1 desde do inicio do crescimento a linhagem ndo consegue crescer igual a
selvagem, ja AtonB2 consegue crescer igual a NA1000, mas apos trés horas de crescimento tem
uma queda no crescimento ndo conseguindo mais recuperar ao longo da curva. Para melhor
compreensdo e confirmacdo deste resultado ainda s@o necessarios novos experimentos

independentes com todas as fontes de carbono que foram observadas.

4.4.6 - Mutacoes sitio-dirigidas em aminoacidos da proteina HutA

A partir da mutacdo do gene CCNA_02277 chamado de hutA, conseguimos provar que
C. crescentus também € capaz de adquirir ferro de fontes como heme e hemoglobina,
(BALHESTEROS et al, 2017), o que provavelmente estd relacionado a presenca destes
componentes, oriundos da decomposicdo de matéria organica, nos ambientes aquaticos em que
C. crescentus vive. Como ja mencionado anteriormente, acredita-se que a regido dos loops
externos presente nos receptores dependentes de TonB possua 0s aminoacidos responsaveis
pelo reconhecimento dos sider6foros.

No caso de HutA, nosso colaborador, Prof® Phillip Klebba da Universidade Kansas State
(USA), a partir de uma predicdo comparando receptores dos quais se conhecem os aminoacidos
responsaveis pelo reconhecimento do sideréforo (KLEBBA, 2016; NAIRN et al., 2017;
SMALLWOOD et al., 2014) identificou alguns possiveis aminoacidos candidatos em HutA que
ligam heme (Figura 32).

Estes aminoacidos selecionados foram trocados por cisteinas para realizar ensaios de
transporte de heme. A troca obrigatoriamente tem que ser pelo aminoacido cisteina pois o
mesmo possui enxofre na composi¢do o que é necessario para que o fluoréforo maleimida possa
se ligar (NAIRN et al., 2017). Ao total localizamos seis aminoacidos onde realizamos as trocas
nucleotidicas que codificardo para uma cisteina. Sdo eles: S263; S510; S567; S709, A352 e
A656. As trocas foram feitas na copia do gene hutA no plasmideo pMR20, para

complementacdo do mutante deletado do gene original.
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Figura 32 — Modelagem da estrutura da proteina HutA de C. crescentus. Indicando os possiveis aminoécidos
envolvidos no reconhecimento do grupo heme. Obtido do Prof. Phillip Klebba.

Todos 0s cddons para os seis aminoacidos pré-selecionados foram trocados por cédons
de cisteinas utilizando o Kit QuickChange XL (Agilent) (Item 2.14). Para que tivéssemos
certeza que a mutagdo dirigida ocorreu e que somente o cédon para o aminoécido desejado
tenha sido alterado no cromossomo, o gene de cada mutacao independente foi submetido a uma
reacao de sequenciamento de DNA.

O resultado do sequenciamento gerou um eletroferograma, onde é possivel confirmar as
mutacdes. Também realizamos uma andlise por BLAST (https://blast.ncbi.nIm.nih.gov/Blast)
para confirmar novamente se a troca que ocorreu no gene foi somente a realizada pelo Kit. Na

Figura 33 mostramos todos os eletroferogramas obtido para cada mutacgéo especifica.
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Figura 33 — Representacdo da confirmacdo das mutagdes sitio-dirigidas em HutA. (A) Eletroferograma do sequenciamento de hutA para a confirmacdo da troca de
nucleotideos. O quadrado vermelho indica onde encontra-se a troca do nucleotideo realizada. (B) A sequéncia FASTA de HutA, onde os aminoacidos trocados estdo marcados
em vermelho; (C) Modelagem de HutA feita pelo Swiss-Prot indicando em vermelho os amino4cidos presentes nos loops que foram mutados.
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A seguir, apo6s realizar e confirmar as mutagdes sitio-dirigidas, realizamos a clonagem

do gene com cada mutagdo independente no plasmideo pMR20 (Figura 34).

10 Kb —

2Kb —

Figura 34 — Confirmacao da clonagem no plasmideo pMR20. Comprovagdo da clonagem no plasmideo pMR20
com as mutacOes independentes em hutA. Visualizacdo em gel de agarose 1%.

Com a construcéo no vetor pMR20 contendo as mutacdes independentes em HutA, estes
foram inseridos por eletroporacdo em E. coli S17-1 e posteriormente foram introduzidos por
conjugacao na linhagem AhutA. Assim, obtivemos no total 6 linhagens com as mutagdes em
aminoacidos de HutA importantes para o transporte de heme. Estas linhagens serdo utilizadas
no futuro nos ensaios de cinética pelo nosso colaborador Prof® Philip Klebba e Prof® Salete
Newton.

Em suma, os resultados desse trabalho demonstraram que possivelmente C. crescentus
pode utilizar citrato ou cloreto férrico como sider6foro, porém mais estudos sdo necessarios,
para a confirmacédo de qual sideréforo é transportado por cada TBDT. Ainda néo é conhecida a
utilizacdo de a e vy ciclodextrina como fonte de carbono em C. crescentus, necessitando assim
uma melhor averiguacdo sobre o assunto. Nao obstante, este trabalho permitiu a caracterizacéo

de algumas das proteinas que sao necessarias para o transporte de ferro em C. crescentus.
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5. CONCLUSOES

Os receptores dependentes de TonB (TBDTs) de C. crescentus foram comparados com
0s TBDTs de E. coli por alinhamentos de sequéncia de aminoacidos, o qual mostraram que ha
um pequeno porcentual de conservacdo de sequéncias entre os transportadores. Foi possivel
identificar algumas regides como o TonB Box e plug, que apresentaram a maior conservacdo
entre as sequéncias. A maior diferenca se encontra nos loops, provavelmente devido a presenca
de aminoacidos especificos de interacdo com os diferentes tipos de sideroforos. Também
realizamos um alinhamento entre as duas proteinas TonBs de C. crescentus, e foram
encontradas regides muito conservadas entre elas, com a presenca da regido rica em Prolina e
Lisina que compde o dominio que se localiza no periplasma da célula.

Foram realizadas modelagens das estruturas das proteinas TBDTs e das proteinas
TonB1 e TonB2, e foi visto que possuem as mesmas estruturas presentes em proteinas ja
cristalizadas e descritas de E. coli e P. aeruginosa.

Foram construidas linhagens mutantes para todos os quatro genes codificando os
TBDTs e os dois genes codificando TonB, e foi realizada uma analise fenotipica das linhagens
mutantes. O crescimento com trés fontes diferentes de ferro, e ensaios de viabilidade mostraram
que apenas 0 A00028 apresentou um atraso de crescimento perante as fontes testadas, sugerindo
que este transportador esteja relacionado a incorporacéo de citrato férrico ou de cloreto férrico.

Em relagdo as proteinas TonBs, ambas as linhagens mutantes ndo apresentaram uma
diferenca de crescimento nos dois experimentos realizados para observar o crescimento
bacteriano, provavelmente por uma compensacéo de funcao entre elas.

Determinamos que a linhagem AtonB1 ndo cresceu na presenca de trés fontes diferentes
de carbono, sendo elas: a e y ciclodextrina e L-Arginina. Ja 0 AtonB2 apresentou somente uma
diferenca de crescimento na presenca de L-Arginina.

Seis mutagdes sitio-dirigidas foram realizadas em HutA, para permitir futuros ensaios
de cinética do transporte de heme/hemoglobina pelo nosso colaborador Dr° Phillip Klebba.

Essas analises nos ajudardo a compreender melhor o transporte desse sideréforo.
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ANEXO

A — Alinhamento com os receptores dependentes de TonBs de Escherichia Coli e 0

receptor CCNA_00028 de Caulobacter crescentus
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B — Alinhamento com os receptores dependentes de TonBs de Escherichia Coli e o receptor
CCNA 00138 de Caulobacter crescentus
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C - Alinhamento com os receptores dependentes de TonBs de Escherichia Coli e o receptor

hutA de Caulobacter crescentus
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D — Alinhamento com os receptores dependentes de TonBs de Escherichia Coli e o receptor
CCNA 03023 de Caulobacter crescentus

1FEP:
1NQE:

1KMC

1CFG:

CCNA

1FEP

1NQE:
1KXMC:

1CFG:

CCNA

1FEP

1NQE:

1KMC

1CFG:

CCNA

1FEP

1INQE:
1KMC:
1CFG:

CCNA

1FEP

INQE:
1RMC:
1CFG:

CCN2

1FEP

1NQE:
1KMC:

1CFG:

CCNA

* 20 *

AIFDB : e e e e 3
AIPDB : BI-——— e 2
:A|PDB : STPLRVFRKTTPLVNTIRLSLLPLAGLSESAFARQVNI : 38
A|PDB : T e 3
03023 : BS————— 2

M

40 . 60 .
:A|PDB : =——e—m——————— KIHS GVmmm e e e : 19
A|PDB : ——=—————— -~ KKASIBITAC I : 16
3|PDB : APGSLDKALNQYARHSG WDASSTRGKCSNGLHGD : 76
BIFDB : -----SKTAQPKHSL TARSGM=—m = ———m 2 27
03023 : —————mm———————— SSA#ISG--——-———— : 16

- 5
80 . 100 .

:A|PDB : —————————mm e em e e - ——BOPOEPTDTEVSHD : 33
A|PDB : =====mmm—e—mm e me e ee e = S AWRQDT SP = == = = : 25
:A|PDE : YDVESGLQQLLDGSGLQVKPLGNNSWILEPAPAE--KE : 112
B|PDB ! ———eeeecmcc e cec—— e ——— SVYRORAVE-P--KE : 39
03023 : —-----------——-----ALASPBLHRQABT—--TRV ¢ B2

TonB Box . plug

* 140 Pl
:A|PDB : -——————————————————————EQNE 45
BIPDB : RFEQP-======eeeeemeeeeeee-RSTH : 42
A|PDB : GL= === [ LGCARENIVF : 131
A|PDB : YARPAPCESANGPAATIAARQSATGTKTLTRIC 77
03023 : SQVRLPPAY--AGDQVAKGARVGLLGALDTM 68
plug
160 "

:A|PDB : EQE iTADSIRKNPVAR 83
3|PDB : REDIDRWQ. :@ 99
BAIFDB : RRLDEAKTGAT : 169
A|EDB : §¥Ec SEMALHQ : 115
03023 : FAVISYTEALI : 103
:A|FDB : RGNNRQIDIHINE : 118
AIFDB : LSS-—--IFpie : 106
BA|PDB : SHOLAMNF G : 203
AIFDB : : 145
03023 : ————————— : 125



1FEP:A|PDB
1NQE:A|FDB
1KMC:A| PDB
1CFG:A|PDB
CCNA 03023

1FEP:A|PDB
INQE:A|PDB
1KMC:A| PDB
1QFG:A|PDB
CCNA 03023

1FEP:A|FDB
1NQE:A|FDB
1KMC:A|FDB
1QFG:A|FPDB
CCNA 03023

1FEP:A|PDB
INQE:A|FPDB
1KMC:A|PDB
1CFG:A|FDB
CCNA 03023

1FEP:A|FDB
INQE:A|PDB
1RMC:A|IPDB
1CFG:A|PDB
CCNA 03023

1FEP:A|PDB
1INQE:A|FDB
1KMC:A| FPDB
1CFG:A|FDB
CCNA 03023

* 240 . )
VRQGWRGERDTRGLT SWVEPEY-- o HEier?
B E Y e
-----FAPYGQP-QLSLAFV
-——=~GNFYND----AVILCP Y
TYNGLYGVLPR-—-—CFVAAEN

—— === mm==NSYQ
----------- -QLS

EQ----—-——--Tg;F
———————GEQVYGSA!

152
135
233
170
157

: 182

l¢e
264
206

: 192

: 220
: 190

285
232
221

241
208
307
270

: 258

-
CADAWDINQEHGCS
-—-DYAHTHGYLVVA
---TADNGFGTALLY
SANAQQKGSEEQRYAIAPA PODKTNFTFLSYEQN :
GGETAVDGEXROLTVLELGLD-RRGDRARFSADLGRWQD
g
p
7 200 T ¥
----------------------- TLPAGREGVI-----
e DNDGEL----~-
e _HSARRIDDLM--——— :
EPEIGYYGWLPKEGIVEpLPNGKREEEDEuEGAKNNIY :
HRIEG------ARPTVIPLGAI <ADKNFAQPWTH
b "
* 320 x
Ew W PL LEAGHSR----RGN#Y
- EALE —— == -GlIVRG--—-=---¥
SKYAPLE

9

SL------L YDG---D P :
gE:SEWAALGGRCGKtDiQY :

251
218
317
308
290

282
241
344
346
327

122



1FEP:A|FDB

INQE:A|PDB :
1XMC:A|PDB :
1CFG:A|PDB :

CCNA 03023

1FEP:A|PDB :
INQE:A|PDB :
1KMC:A|PDB :
1CFG:AIPDB :
CCNAa 03023 :

1FEP:A|FDB

INQE:A|PDB :
1KMC:AIPDB :

1CFG:A|FDB

CCNA 03023 :

1FEP:A|PDB :
INQE:A|PFDB :
1RMC:A|FDB :
1QFG:AIPDB :
CCNA 03023 :

1FEP:A|PDB :
INQE:A|FDB :
1XMC:A|PDB :
1QFG:A|PDB :
CCNA 03023 :

1FEP:A|PDB :
8 !---L-------e--T
1KMC:A|PDB :
1QFG:A|IPDB :
CCNAa 03023 :

INQE:A| PDB

: AN--—-PEALANGT----——————-—~ LSAYR

460 e 480 "

: AG----DEONTNSD-=======m==~ S¥TRSKYGDET)
GY----DNRTN¥DA--—-—---—-—-Y¥SPGSPLLDTE
GG----LSRADYDAD-------RWQSTREYCREWG

GYGVCSDPANA!SKQCAALAPADKGHYLARKYVVDDE

SEVNLPIDFLVNQ-TLTL
~-VOWANNVIVGHGSIGA

SP
GI
DT

" €60
¥---SRAEIFSLEAE]

305
264
371
384
348

335
293
404
415
379

350
303
442
425

: 387

540 : TE0 %

! NSRI-mm—mmme— e e e PEGLAGGTEGK
CYNY--—————————-DPHY-——————————————-GR
GKRITLSPRNYWVRGIEPRYSQIFMIGPSAHEVGVGYR

! MRND====INAW-== === == mmmm e e e e FG :
I8 e —— 7]

p s
580 _* 600 J

387
333
454
43¢

: 402

425
360
473
455
922

45¢
381
S06
491
457

123



124

720

1FEP:A|PDB : GBDFILKMG : 483
INQE:A|FDB : FIEGYRFIAS : 408
1KMC:A|FDB : LTESWNE¥AN : 543
1CFG:A|PDB : LFDAGVEPYFS : 528
CCNA 03023 : ps&usr.m : 495
1FEP:A|PDB : I : 520
1INQE:A|PDB : : 426
1KMC:A|PDB : : 561
1CFG:A|FDB : | : 542
CCNA 03023 : : 518
1FEP:A|PDB : : 555
INQE:A|FDB : : 461
1KMC:A|EDB : : 596
1QFG:A|PDB : : 580
CCNA 03023 : : 552
1FEP:A|PDB : : 593
1INQE:A|FDB : : 489
1KMC:A|FDB : : 624
1QFG:AIFDB : : €08
CCNA 03023 : : 580

840 " — 860 "
1FEP:A|FDB : VPVSETVMWI------NNII :-——:;Ks—-mmﬁsn : 620
INQE:A|FDB : FDTGPLTHT--——----S¥D R-——————————42 : 509
1KMC:A|PDB : YDEGTLTPTMDNVSIYASYARMMRETRE--KGDTYEUL : 660
1QFG:A|FDB : RAAL - —GSYINTIWAEYTT--DCTTYKENT : €38
CCNA 03023 : GQPAPGLRLN------GGATAWIQINRALSATL : 612
a

1FEP:A|PDB : LSI] : ----Em@orrn'; : 649
INQE:A|FDB : | X Y LY-----DFCWGITYQN : 542
1KMC:A|EDB : NWRENLNSD : 688
1CFG:A|FDB : &I : 671
CCNA 03023 : EGRAVH : €43




1FEP:A|FDB
INQE:A|FDB
1XMC:AI FDB
1CFG:A|FDB
CONA 03023

1FEFP:A|FDB
INQE:AIFDB
1RMC:A| FDB
1CFG:A| FDB
CCNA 03023

1FEF:AIFDB
INQE:A|FDB
1RMC:A| FDB
1CFG:A|FDB
CONA 03023

LA L L L L

746
€14
774
747
721

€87
S75
725
€99
€71

720
€03
762
735
702

125



126

E — Predicéo da topologia de CCNA_00028 realizada pelo programa PRED-TMBB2

Submission ID: CCNA_eee2s

Constraints imposed by the user: --

Sequence length: 773

B-barrel score (cut-off is ©.43): Y|1.ee0

oMPdb family classification: The outer Membrane Receptor (OMR-TonB Dependent ¢
Predicted signal peptide: 1-33

Number of predicted B-strands: 22

Reliability of prediction: e.%61

LR N R R R R

# Predicted topology in FASTA format:
ITIIIIIIIIIIIIIIIIIITIIIIIIIIIEIIININIIININIIINIIIIIIIIIIINIINIIII
ITIIITIIIIIIIITIIIIITIIIIIIININIIITININIITIIININIENIIINIINIIINIIII
ITIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIITIINNINITINIIIIIINIININIIIIIIINIINIINIINIIII
IIIIIIIMMMMMMMMMOOOOOOOMMMMMMMMMI I IMMMMMMMMO000C00000000000M
MMMMMMMMMM I T TMMMMMMMMMOO0000C000000000000000000C0O0000C000000
000CO0000COMMMMMMMMM I I IMMMMMMMMMO00000000000000C000000000000
000000000000000COOMMMMMMMI I I IMMMMMMMMMOOCCO00000000000000000
000C00000C000000000000000000C00000000000CCO000CMMMMMMMMMITIM
MMMMMMMMOCO00000000000C000000C0000CCO000CMMMMMMMMM T I T IMMMMMM
MMOCO00000000000000000000000CO0000CCO00MMMMMMMMM I I TMMMMMMMMO
000000000000000C000000COOOMMMMMMMMM L I IMMMMMMMMMOOO0000000000
000C0000CCOOOMMMMMMMMMI I IMMMMMMMMMOOO000C000000C00000C0000MM
MMMMMMMMMI I IMMMMMMMMOOOC0000C00000000000CC00MMMMMMMMM

PRED-TMBE2 posteror probaailites for CONA_ 50025
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F — Predicéo da topologia de CCNA_00138 realizada pelo programa PRED-TMBB?2

Submission ID: CCNA_ee138

Constraints imposed by the user: --

Sequence length: 73e

B-barrel score (cut-off is ©.43): Y|1.e08

oMPdb family classification: The Outer Membrane Receptor (OMR-TonB Dependent F
Predicted signal peptide: 1-32

Number of predicted B-strands: 2@

Reliability of prediction: e.9es

EEE N R RS R

# Predicted topoleogy in FASTA format:
ITITITITITIIIIIIEIIIIIIIIITIIIITIITINITITIIIITITIIIIIIIIININIII
IITIIIIIIIIIIITIITITTIIIIITTIIIIITITTIINIITIIIIIIIIIIITITIIINIIII
IIIIIIIIIFITIIIIIIIIIIIIITTIIITITTIIIITITIINITITINIIIIIIIININIII
IIIIIIIIIIIIIMMMMMMMMMMMOO00OC00000000000C00000CCO00OMMMMMMMM
MIIIMMMMMMMMMOOCOO00000000000000000000000CO000CCOOMMMMMMMMMI
IIMMMMMMMMMO00000000000000000C000000000000C0C000CCCO00000000MM
MMMMMMMMMI I IIIIMMMMMMMMMOO00000000000000000000000000000000000
OOMMMMMMMMMMM I I MMMMMMMMMOO000000000000000C0000MMMMMMMMMMMI T I
MMMMMMMMMMMO0000000000000000C00000MMMMMMMMM I T I T IMMMMMMMMMOOO
00CCO0000000000C0C0000CO0000MMMMMMMMMI I TT I T I IMMMMMMMMMMMO0000
000C00000C000000000000CO000MMMMMMMMAMMM I I IMMMMMMMMMOO00000000
000000000CO00000CCOMMMMMMMMMMI IMMMMMMMMOO0CO00000000000000000
OMMMMMMMIMM

FRED-TMBE2 posteror probaailites kor CCNA_30138
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G - Predigéo da topologia de CCNA_03023 realizada pelo programa PRED-TMBB2

# Submission ID: CCNA_e@3023

# Constraints imposed by the user: --

# Sequence length: 721

# B-barrel score (cut-off is ©.43): Y|1.eee

# OMPdb family classification: The Outer Membrane Receptor (OMR-TonB Dependent F
#

#

#

Predicted signal peptide: 1-24
Number of predicted B-strands: 22
Reliability of prediction: ©.940

# Predicted topology in FASTA format:
IITIIIIIIIIITITINIIITIIITIIINIITITINIIIIIIITITIIIITIIIIINIINI
IIIIIIIIIIITIIITIIIIIIIIITIIIIIIIIIINITITINIIIIIINITIIIINIINII
ITIIIIIIIIIITITINIIITIIIIIIINIIITIIININIIINIIITIIIIIINIINIIIINIIII
IIIMMMMMMMMOOOOMMMMMMMMMMMI I I IIMMMMMMMMOOCO00000000000MMMMMM
MMMI I IIMMMMMMMMMOOO00CC0O000CC000000000000000000CC0000COMMMMM
MMMMMMI I IMMMMMMMMMOO0C0000000000000000000C00000000000MMMMMMM
MMIIIIIIMMMMMMMMMOO00C0000000000000000000C000000000000000000
00CCOO000CMMMMMMMMM I I I IMMMMMMMMMOOO000000C000000000000000MMM
MMMMMMI IMMMMMMMMOO000CC000000000000000000CO00OMMMMMMMMMMMIIT I
MMMMMMMMOCO0000000000CC0000CC00000MMMMMMMMM I T TMMMMMMMMMOO000
000C00000C00000COOMMMMMMMMM L I I T I T IMMMMMMMMMO00CO000000000000
OOMMMMMMMMMMM I I ITMMMMMMMMOO0CO000000000000C0000000000MMMMMMMM
M

PRED-TMBE2 postaror probadilities for CONA_33023
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H — Predicéo da topologia de CCNA_02277 realizada pelo programa PRED-TMBB?2

Submission ID: CCNA_@2277

Constraints imposed by the user: --

Sequence length: 733

B-barrel score (cut-off is ©.43): Y|1.ee0

oMPdb family classification: The Outer Membrane Receptor (OMR-TonB Dependent
Predicted signal peptide: 1-24

Number of predicted B-strands: 22

Reliability of prediction: .972

EUBE CEE R U U R R

# Predicted topology in FASTA format:
ITIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIEIITIIIITIITIIITTITIINITIININIIIIIINININII
ITITIIIIIIIITTIIIIIIIIENITITINNIIITIINITITIIINIIITIINIIIIITIIINNII
ITIIIIITITIIITIIIIIITIIITITIINITITINITITIINITINITIITIIINININI
ITIIIIIIMMMMMMMMMOOOOOOMMMMMMMMMI I T IMMMMMMMMO0000000000000000
000C0O000CCO0000MMMMMMMMM I I IMMMMMMMMOO000CCO000CCC00000000000
000CO000COOOMMMMMMMMMI I I I T I IMMMMMMMMMO000C00000000000C000000
000COOMMMMMMMMMMMI I I TMMMMMMMMMOO00C00000CC000000000000000000
OOMMMMMMMMMMM I TMMMMMMMMMMMOCOO00000000000C0O000MMMMMMMMMMMMM I
IIMMMMMMMMOO000000000000000CCOC0000000000CO0000MMMMMMMMMI IMM
MMMMMMMOOOO00000000000C00000CO0000CO00000COMMMMMMMMMI I IMMMMM
MMMMMMOOCOO0000000000COMMMMMMAMMMI I I I T IMMMMMMMMMOOO0000000000
000CO0000COOMMMMMMMMM I I ITMMMMMMMMOOC000000000000C0C00000000000
OOCOMMMMMMMMM

FRED-TMBE2 postaror probaallites for CCNA_52277
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| — Resultado da modelagem do transportador CCNA_00028

QMEAN [T T 391

Stucture

Assessment

Template Seq Identity Coverage
5p11A  3991% | e

Model-Template Alignment

£ Hodel _OL[MRNPNFTGVVSRPRRALSIAAVAGVAGLGLAQAAVAGPDSADAAVITANADDRSVSSVTIDA
52pi.l.A

Oligo-State Ligands
Monomer None
Global Quality Estimate

GMQE
0.68

Local Quality Estimate

Sl R
! § \ | LR
I”

Description

TONB-DEPENDENT SIDEROPHORE RECEPTOR

J — Resultado da modelagem do transportador CCNA_00138

Oligo-State Ligands
Monomer None
Global Quality Estimate

Template  Seq Identity Coveraoe
1kmo.1A 27.23% =]

Model-Template Alignment

1kmo.1.5

Model 02

tmo. 1 ANE I PGUDR S DG TS E OLANN B IRG L PELD 7 STUEDOGE P/ E FAPY -G QLSIARY

uosel_02 GENNEDESRETED
tkmo.1.AQGVUNET - %I PUOHGIERCUEGE D= 7550

Model 02

GMQE
055

Local Quality Estimate

Description

Iron(lit) dicitrate transport protein fecA

« 1)
VOCSANSKE 'u@n-‘ - s

%0

QMEAN
5.09'¢

Comparison v
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EEVE)EEDEED-» - EEETD

165
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K - Resultado da modelagem do transportador CCNA_03023

Oligo-State @ Ligands @ GMQE @ QMEAN ©

Monomer None 057 -451Q

Global Quality Estimate Local Quality Estimate Comparison v
Template Seq Identity Coverage Description

S5odw.1A 1859% B ] Ferripyoverdine receptor v

Model-Template Alignment ~
Structure
Assessment

BModel 02MSSRLALLLSSALISGALASPALARQADT
Sodw.1.A = - - )

Model 02
Sodw.1.A

Model 02
Sodw.1.A

L — Resultado da modelagem do transportador CCNA_02277

Oligo-State Ligands GMQE OMEAN

Monomer None 052 527

Global Quality Estimate Local Quality Estimate Comparison

QMEAN T W 527 R v e
e EmL___M-32 b - R [ —
Al Atom [l [ M -0.77 i-ﬁu”?ﬂ]f A i- !
Sovaton] W -265 sl LTI

;.

Model07.x Torsion IR -4.10

Structure | S e S e
Assessment

Template Seq identity Coverage Description
S5p11A 1821% =N TONB-DEPENDENT SIDEROPHORE RECEPTOR
Model-Template Alignment

}Model 07 MSRLXLAAVARASTAVLMATAARADAVEPEADAVEVDKVIVTATR
82p1.1.A . ETEATREYS!

Yodel 07

Model_07
sfpl.1.a

Model 07
s2pl.l.x

Model 07 Fonn
82p1.1.AS Y e




M — Placa PM1 de Biolog

PM1 MicroPlate™ Carbon Sources

Acid

Acld

Al A2 A3 Ad AS AB A7 A8 A9 A10 At1 A12
Negative L-Arabinose N-Acetyl-D- D-Saccharic Succinic Acld D-Galactose L-Aspartic Acid |L-Proline D-Alanine D-Trehalose D-Mannose Dulcitol
Control Glucosamine Acid
B1 B2 B3 B4 BS B8 B7 B8 B9 B10 B11 B12
D-Serine D-Sorbitel Glycerol L-Fucose D-Glucuronic D-Gluconic D,L-a-Glycerol- |D-Xylose L-Lactic Acid Formic Aclid D-Mannitol L-Glutamic Acid
Acid Acid Phosphate
C1 c2 c3 c4 c5 ce c7 c8 ce c10 c11 c12
D-Glucose-6- D-Galactonic D,L-Malic Acid |D-Ribose Tween 20 L-Rhamnose D-Fructose Acetic Acld a-D-Glucose Maltose D-Meliblose Thymidine
Phosphate Acid-y-Lactone
D-1 D2 D3 D4 D5 D& 07 D8 D9 D10 o1 D12
L-Asparagine D-Aspartic Acid |D-Glucosaminic |1,2-Propanediol |Tween 40 a-Keto-Glutaric |a-Keto-Butyric |a-Methyl-D- a-D-Lactose Lactulose Sucrose Uridine
Acid Acid Acid Galactoside
E1 E2 E3 E4 ES E6 E7 E8 ES E10 E11 E12
L-Glutamine M-Tartaric Acid |D-Glucose-1- D-Fructose-6- |Tween 80 a-Hydroxy a-Hydroxy p-Methyl-D- Adonitol Maltotriose 2-Deoxy Adenosine
Phosphate Phosphate Glutarle Acid-y- |Butyric Acid Glucoside Adenosine
Lactone
F1 F2 F3 F4 FS F6 F7 F8 F§ F10 F11 Fi12
Glyeyl-L- Citric Acid M-Inositol D-Threonine Fumaric Acid Bromo Succinic |Propionic Acid |Mucic Acld Glycolic Acld Glyoxylic Acid |D-Cellobiose Inosine
Aspartic Acid Acid
G1 G2 G3 G4 GS G& G7 G8 G9 G10 G11 G12
Glyeyl-L- Tricarballylic L-Serine L-Threonine L-Alanine L-Alanyl- Acetoacetic N-Acetyl-p-D- |Mono Methyl Methy! D-Malic Acid L-Malic Acid
Glutamic Acid |Acid Glycine Acid Mannosamine |Succinate Pyruvate
H1 H2 H3 He HS HE H7 |H8 HS H10 H11 H12
Glyeyl-L- p-Hydroxy m-Hydroxy Tyramine D-Psicose L-Lyxose Glucuronamide |Pyruvic Acld L-Galactonic D-Galacturonic |Phenylethyl- 2-Aminoethanol
Proline Phenyl Acetic  |Phenyl Acetic Acid-y-Lactone |[Acid amine
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N — Placa PM2A de BiolLog

PMZ2A MicroPlate ™ Carbon Sources

Al A2 A3 Ad AS AB AT A8 A9 A10 AlY A2

Negative Chondroitin a-Cyclodextrin |p-Cyclodextrin |y-Cyclodextrin |Dextrin Gelatin Glycogen Inulin Laminarin Mannan Pectin

Control Sulfate C

B1 B2 83 B4 BS 86 B7 B8 89 B10 811 B12

N-Acetyl-D- N-Acetyl. p-D-Allose Amygdalin D-Arabinose D-Arabitol L-Arabitol Arbutin 2-Deoxy-D- I-Erythritol D-Fucose 3.0-p-D-

Galactosamine |[Neuraminic Ribose Galacto-
Acid pyranosyl-D-

Arabinose
c1 c2 c3 ca c5 ce c7 cs ce c10 cn c12
Gentioblose L-Glucose Lactitol D-Melezitose Maititel a-Methyl-D. p-Methyl-D- 3-Methy! p-Methyl-D- a-Methyl-D- p-Methyl-D- Palatinose
Glucoside Galactoside Glucose Glucuronic Acid [Mannoside Xyloside
01 D2 D3 D4 D5 ['T] D7 [*[] 'l D10 o1 012
D-Raffinose Sallein Sedoheptulosa |L-Sorbose Stachyose D-Tagatose Turanose Xylito! N-Acetyl-D- y-Amino 8-Amino Valeric |Butyric Acld
n Glucosaminitol |Butyric Acid Acid
3] E2 E3 E4 ES E6 E7 E8 ED E10 EN E12
Capric Acld Caprolc Acid Citraconic Acid |Citramalic Acid |D-Glucosamine |2-Hydroxy 4-Hydroxy {-Hydroxy y-Hydroxy a-Keto Valeric |Maconic Acld 5-Keto-D-
Benzolc Acid Benzoic Acid Butyrie Acld Butyric Acid Acld Gluconic Acid

F1 F2 F3 Fa F5 Fé F7 F8 F9 F10 F11 F12

D-Lactic Acld Malonle Acld Meliblonic Acld |Oxalie Acld Oxalomalic Quinie Acld D-Ribono-1,4- |Sebaclc Acld Sorble Acld Succinamie D-Tartaric Acld |L-Tartarle Acld

Methyl Ester Acid Lactone Acld

G1 G2 G3 G4 GS G8 G7 G8 Go G10 G11 G12

Acetamide L-Alaninamide |N-Acetyl-L- L-Arginine Glycine L-Histidine L-Homoserine [Hydroxy-L- L-Isoleucine L-Leucine L-Lysine L-Methionine

Glutamie Acid Proline

H1 H2 H3 H4 HS HE H7 HB H9 H10 H11 H12

L-Ormithine L- L-Pyroglutamic |L-Valine D.L-Camitine Sec-Butylamine |D.L- Putrescine Dihydroxy 2.3-Butanediol |2,3-Butanone 3-Hydroxy 2-
Phenylalanine |Acid Octopamine Acetone Butanone
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