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RESUMO

TODESCHINI, I. Estudo Funcional e Estrutural do Cluster PAS — GGDEF na
sinalizacdo c-di-GMP em Leptospira interrogans sorovar Copenhageni.
2020. 107 p. Dissertacdo (Mestrado em Microbiologia) — Instituto de Ciéncias
Biomédicas, Universidade de S&o Paulo, Sdo Paulo, 2020.

O objetivo deste trabalho é estudar a estrutura e funcdo das sete proteinas
pardlogas compostas por dominios PAS e GGDEF (genes LIC 11125 a
LIC_11131) presente em cepas de Leptospira interrogans sorovar Copenhageni
(agente etioldégico da zoonose Leptospirose), as quais possuem assinatura
GG(D/E)EF responsavel pela producdo do segundo mensageiro bacteriano c-di-
GMP, sendo que o dominio PAS regula a atividade do dominio GGDEF. Neste
trabalho foi possivel identificar o dipeptideo brevianamida F (ciclo L-prolina L-
triptofano) sintetizada por fungos (dentre os quais encontra-se Aspergillus
fumigatus) que interage com a LcdD (codificada pelo gene LIC_11128)
coordenando a interacdo proteina-proteina entre os dominios LcdBpas, LcdCpas
e LcdDpras, modificando a provavel heterodimerizacdo entre esses dominios.
Além disso, foi possivel obter diferentes culturas de L.interrogans sorovar
Copenhageni, na qual uma expressa a LcdD, e a outra nédo; de forma que a
cultura cuja bactéria expressa a LcdD ndo apresenta alterac6es morfoldgicas
apos adicdo de brevianamida F ao cultivo em meio EMJH, mas a cultura que néo
expressa a proteina apresenta alteracées morfoldgicas e diminuicdo da curva de
crescimento. Logo, € possivel levantar a hipotese de que a presenca da LcdD
esteja relacionada a um mecanismo de resisténcia da L. interrogans sorovar

Copenhageni a presenca da toxina fungica brevianamida F.

Palavras chave: Leptospira interrogans. Atividade enzimatica. Biologia

estrutural. Interag&o proteina-proteina. Interacéo proteina-ligante.



ABSTRACT

TODESCHINI, I. Functional and Structural Study of the PAS - GGDEF Cluster in
c-di-GMP signaling in Leptospira interrogans serovar Copenhageni. 2020.107p.
Dissertation (Master in Microbiology) - Institute of Biomedical Sciences,
University of Sdo Paulo, S&o Paulo, 2020.

The aim of this work is to study the structure and function of seven parallel
proteins composed by PAS and GGDEF domains (genes LIC_11125 to
LIC_11131) present in strains of Leptospira interrogans serovar Copenhageni
(etiological agent of the zoonosis Leptospirosis), which have a signature
GG(D/E)EF responsible for the production of the second bacterial messenger c-
di-GMP, with the PAS domain regulating the activity of the GGDEF domain. In
this work, it was possible to identify the dipetid brevianamide F (L-proline L-
tritophane cycle) synthesized by fungi (among which is found Aspergillus
fumigatus) that interacts with LcdD (encoded by the LIC 11128 gene)
coordinating the protein-protein interaction between the LcdBras, LcdCpas and
LcdDpas,domains, modifying the probable heterodimerization between these
domains. In addition, it was possible to obtain different cultures of L.interrogans
serovar Copenhageni, in which one expresses the LcdD, and the other don’t
express this protein; so that the culture whose bacterium expresses LcdD does
not show morphological changes after adding brevianamide F to the culture in
EMJH medium, but the culture that does not express the protein shows
morphological changes and reduced growth curve. Therefore, it is possible to
raise the hypothesis that the presence of LcdD is related to a resistance
mechanism of L. interrogans serovar Copenhageni to the presence of the fungal
toxin brevianamide F.

Keywords: Leptospira interrogans. Enzymatic activity. Structural biology.
Protein-protein interaction. Protein-ligand interaction.
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1 INTRODUGAO

A leptospirose é uma zoonose emergente amplamente distribuida pelo mundo
cujo agente etiolégico pertence ao género Leptospira. A doenca afeta humanos e
também outros mamiferos domésticos e selvagens (ADLER; LA PENA
MOCTEZUMA, 2010).

A Leptospira interrogans sorovar Copenhageni (membro da familia
Leptospiraceae) é agente etioldégico da leptospirose em humanos. Trata-se de uma
bactéria Gram-negativa, alongada, delgada, altamente movel, em forma de espiral
com didmetro médio de aproximadamente 0,1 u m, faixa de comprimento de 6 a 20
um, amplitude helicoidal de 0,1 a 0,15 um e comprimento de onda de 0,5 um
(CARLETON et al., 1979) (GOLDSTEIN; CHARON, 1990).

Presume-se que a leptospirose seja a zoonose mais difundida no mundo, ou
seja, a incidéncia da doenca ocorre em diverssos paises, sendo que os desastres
naturais podem aumentar a taxa de incidéncia desta doenga (LEVETT, 2001). As
seéries histéricas de casos confirmados no Estado de S&o Paulo, no periodo entre
1986 a 2011, registraram 17.541 casos de leptospirose, variando entre 239 (1986) a
1.057 (2006) casos anuais. A incidéncia teve variacédo de 0,84 (1986) a 2,87 (1991)
casos por 100 mil habitantes. Nesse mesmo periodo, foram informados 2.217 ébitos,
com variacao de 43 (1990) a 131 (2006) 6bitos anuais, sendo ha relacao entre a
incidéncia da doenca e os periodos chuvosos nos quais ocorrem desastres naturais

e alagamentos o que aumenta o contato dos humanos a bactéria (CCZ, 2013).

As fontes de disseminacdo da leptospirose sdo essencialmente mamiferos
selvagens e domesticados que estéo infectados por Leptospira apresentando ou néo
sintomatologia, sendo que Rattus norvegicus e Rattus rattus sdo os principais
hospedeiros da L. interrogans. Estes animais na maioria das vezes séao portadores
assintomaticos da doenca, sendo que a bactéria geralmente coloniza os tubulos
renais proximais destes animais e sdo eliminadas no ambiente através da miccéo.
Em seguida os seres humanos se infectam por intermédio do contato direto com a

urina ou indiretamente através de agua ou alimentos contaminados. A L. interrogans
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pode adentrar no hospedeiro através das mucosas dos olhos, nariz ou garganta e
através de cortes ou abrasdes na pele, em seguida, invadem os tecidos e fluidos do
hospedeiro colonizando principalmente regibes privadas do sistema imune. Nos
seres humanos, a evolucao e gravidade da doencga varia ha dependéncia da espécie
de Leptospira, do estado de saude e imunidade do hospedeiro e da dose infectante
(CINCO, 2010). No entanto, atividades ocupacionais envolvendo animais infectados
e solo e 4gua contaminados séo fatores de risco para o desenvolvimento da

leptospirose

Na maioria dos casos a leptospirose em humanos tem uma apresentacao
clinica bifasica, que comeca com a fase septicémica seguida de manifestacdes
imunologicas. A leptospirose ndo apresenta sinais patognomonicos, na fase inicial
da doenca o paciente apresenta febre e mialgia (sintomas comuns a diverssas
doencas) o que dificulta o diagndstico e consequentemente a notificacdo da doenca.
As formas graves da doenca, que ocorrem posteriormente, podem ser fatais, com
danos em varios sistemas, incluindo insuficiéncia renal, disfuncdo hepéatica, dano
vascular, miocardite, hemorragia pulmonar e lesées musculares (sindrome de Weil)
nestas fase devido a gravidade dos sinais e a provavel soroconverséo do paciente o
diagnostico ocorre mais frequentemente, porém a taxa de letalidade é de
aproximadamente 10 a 15%. (BRITO; SILVA; ABREU, 2018) (CINCO, 2010)
(LEVETT, 2001).

Um fator interessante da fisiologia de Leptospira interrogans que impacta na
sua prevaléncia na populacdo é a capacidade da bactéria prosperar no solo e na
agua por longos periodos de tempo e ainda infectar o hospedeiro (MEHROTRA et
al., 2017). Para que a bactéria seja capaz de sobreviver em diferentes ambientes é
necessario haver mecanismos de regulacdo e adaptagdo. Sendo que, em bactérias,
o0 segundo mensageiro bacteriano c-di-GMP (3’,5’-di-guanosina monofosfato ciclico)
regula a fisiologia da bactéria conforme mudancgas no meio externo e ja foi descrito
como um fator chave na regulacéo de diferentes fendtipos bacterianos, tais quais a
vida da célula internalizada em um biofilme ou a regulacdo para a saida do
microorganismo em busca de um novo ambiente a ser colonizado; além disso, o c-

di-GMP esta relacionado ao ciclo celular, diferenciacdo e mudanca de estado
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virulento nas infec¢cdes agudas ao estado menos virulento, porém mais resistente
(ROMLING; GALPERIN; GOMELSKY, 2013).

A producédo do segundo mensageiro bacteriano c-di-GMP na célula é feita por
proteinas com dominio GGDEF a qual possui a assinatura GG(D/E)EF essencial
para a atividade diguanilato ciclase. Para que ocorra a formagéao de c-di-GMP, cada
mondmero da proteina (dominio GGDEF) deve se ligar a uma molécula de GTP na
presenca de dois ions metalicos (Mg?* ou Mn?*) para que haja formacéo de c-di-GMP
e duas moléculas de pirofosfato. No entanto, o dominio GGDEF se liga a somente
uma molécula de GTP por vez, o que implica na necessidade na formacdo de
estados oligoméricos pelo menos diméricos para que as moléculas de GTP se
aproximem o suficiente possibilitando a ciclizacdo da molécula de c-di-GMP
(SCHIRMER, 2016) (CHAN et al., 2004). Desta forma, as proteinas que contém
dominio GGDEF enzimaticamente ativas ndo seguem o0 modelo cinético de
Michaelis-Menten, em que uma molécula de proteina liga a um substrato e produz
um produto. No caso de enzimas com dominio GGDEF, também chamadas de
diguanilato ciclase (DGC), ha a formacédo de dimeros em que cada proteina liga a

uma molécula de GTP para, entdo, sintetizar apenas uma molécula de c-di-GMP.

Andlises de bioinformatica mostraram que L. interrogans possui varios genes
que codificam proteinas envolvidas na sintese, degradacéao e ligacdo ao c-di-GMP,
sendo ao todo 16 proteinas codificam o dominio GGDEF, das quais sete sao
proteinas paralogas localizadas no cluster LIC 11125, LIC 11126, LIC 11127,
LIC_11128, LIC 11129, LIC_11130 e LIC 11131 e possuem a assinatura
GG(D/E)EF. Estas sete proteinas paralogas apresentam a mesma arquitetura de
dominios, um dominio PAS, na regido N-terminal, € um dominio GGDEF no C-

terminal.

Os dominios PAS séo sensores versateis e médulos de interagdo em proteinas
de transducéo de sinal, sendo que, ja foram mostradas interagdes destes dominios
com diversas moléculas, dentre as quais podemos citar grupamento heme, flavina,
acido carboxilico e acido graxo (HENRY; CROSSON, 2011). Os dominios PAS sao
sensores que geralmente estao acoplados a dominios efetores regulando a atividade
destes dominios (MOGLICH; AYERS; MOFFAT, 2009).
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A presenca do cluster de 7 genes paralogos em L. interrogans (LIC_11125 a
LIC_11131) chama a atencao devido ao fato destas proteinas serem capazes de
produzir o segundo mensageiro bacteriano c-di-GMP tendo o dominio PAS como
regulador da atividade diguanilato ciclase uma vez que os dominios GGDEFs

precisam dimerizar para se tornarem enzimaticamente ativas. (PAUL et al., 2007).

Por isso, foram feitas as seguintes hipoteses sobre a regulacéo da atividade
diguanilato ciclase (DGC) das sete proteinas em estudo: I) formacdo de
homodimeros e Il) formacdo de heterodimeros. Na ocorréncia de homodimero a
atividade DGC da proteina poderia ser mediada pela presenca de um dado ligante o
qual poderia ser responsavel pela oscilacdo entre as conformacdes aberta (inativa)
e fechada (ativa) da proteina (Figura 1). Na hipotese de formacéo de heterodimeros
haveria um mecanismo de regulacdo mais complexo, uma vez que ha necessidade
da interacdo entre duas proteinas as quais, provavelmente, interagem com

diferentes ligantes para regulacéo da atividade diguanilato ciclase (Figura 2).

Aberto Fechado

I l‘ Ligante

2GTR c-di-GMP

Figura 1 - Hipotese da sintese de c-di-GMP através da formacédo de homodimeros.
Nesta hipotese cada proteina interage com outra molécula da mesma proteina e
a modulacdo da atividade diguanilato ciclase ocorre através da interacdo do
dominio PAS com seu respectivo ligante, a ser identificado.
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Aberto Fechado

Ligantes

2GTP c-di-EMP

Figura 2 - Hipotese da sintese de c-di-GMP através da formacéo de heterodimeros.
Nesta hipétese dentre as sete proteinas paralogas haveria interacéo entre duas
destas proteinas e a producao de c-di-GMP seria mediada pela interacao de
diferentes dominios PAS os quais provavelmente reconheceriam diferentes
moléculas. Dessa forma a regulagdo do estado aberto para o fechado seria
mediada pela presenca de dois ligantes ao invés de um Unico ligante.

Neste trabalho dentre os sete dominios PAS estudados, foi possivel obter a
estrutura de trés proteinas (LcdCpas, LcdDpas apo € em complexo com brevianamida
F e LcdGras). Devido a complexidade do trabalho e do tempo focamos no estudo
LcdD cujo ligante foi identificado como sendo brevianamida F (ciclo L-prolina, L-
triptofano); este composto trata-se de um produto natural produzido por fungos. Um
fato interessante advindo da identificacdo deste ligante € que a presenca da
brevianamida afeta a interacdo proteina-proteina entre os dominios PAS, o que

corrobora com a hipotese Il apresentada anteriormente.

Brevianamida F € um composto flngico precursor de uma variedade de
alcaloides pré-metilados com atividade biolégica, incluindo a produgdo de
fumitremorgin A, B e C e producéo de triprostatina B (MAIYA et al., 2006). A via
metabdlica de producéo e utilizacdo da brevianamida esta descrita em Aspergillus
fumigatus (MAIYA et al., 2006), mas a presenca deste dipeptideo também ocorre em

outros fungos tais como Penicillium sp. (BIRCH; WRIGHT, 1969), e em bactérias dos
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géneros Actinomyces sp. e Streptomyces sp. as quais produzem brevianamida F,
mas ainda ndo esta claro o papel biolégico desta molécula na fisiologia destas
bactérias (BEN AMEUR MEHDI et al., 2009) (BEN AMEUR MEHDI et al., 2009).

Do ponto de vista antimicrobiano a brevianamida F j& se eficaz contra diversos
microrganismos tais como Mycobacterium  bovis, Micrococcus luteus,
Staphylococcus aureus (HUANG et al., 2016), (BEN AMEUR MEHDI et al., 2009).
Neste trabalho brevianamida F apresenta toxicidade na (concentracdo de 100 uM)
para L. interrogans sorovar Copenhageni quando esta bactéria ndo expressa a
proteina LcdD a niveis detectaveis por Western Blotting (fentograma de proteina).
Quando a L. interrogans sorovar Copenhageni apresenta a expressao da proteina
LcdD a niveis detectaveis por Western blotting a adicdo de 100 uM de brevianamida
F ao meio EMJH nao gera alterac6es morfologicas, sendo que ainda ha necessidade
de realizar a curva de crescimento da L. Interrogans sorovar Copenhageni que
expressa a proteina LcdD em diferentes concentragdes de brevianamida F, ou seja,
apesar deste composto ser toxico para diversas bactérias a presenca da proteina
LcdD em L. Interrogans sorovar Copenhageni aparentemente gera resisténcia desta

bactéria a brevianamida F.
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2 OBJETIVOS

O objetivo inicial deste projeto era elucidar a rede de sinalizacdo c-di-GMP que

envolve os genes paralogos LIC 11125, LIC 11126, LIC_ 11127, LIC_11128,
LIC_11129,LIC_11130e LIC 11131 os quais possuem o dominio sensor PAS no N-

terminal da proteina e o dominio efetor GGDEF na porgéao C-terminal e, dessa forma,

entender a fungcdo biolégica do c-di-GMP e seu possivel papel na viruléncia de

Leptospira interrogans sorovar Copenhageni. Devido a complexidade desse estudo,

ao longo do projeto foi dado foco a caracterizacado estrutural e funcional de LcdD.

Dessa forma os objetivos especificos deste trabalho foram:

1

Estudo estrutural dos sete dominios PAS utilizando técnica de cristalografia

de raios-X;

Identificacdo do ligante da proteina LcdD e sua funcdo biolégica em L.

interrogans sorovar Copenhageni;

Estudo da atividade diguanilato ciclase de LcdD na presenca e auséncia de
seu ligante (brevianamida F).

Estudo da interacdo proteina-proteina de LcdDpas frente as proteinas
LcdApas, LcdBpas, LcdCras, LcdEpras, LcdFras € LcdGras Na presenca e na

auséncia de brevianamida F.

Entender o papel biolégico da expressédo de LcdD na fisiologia e viruléncia da

Leptospira interrogans.
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3 MATERIAIS E METODOS

3.1 Clonagem das proteinas

As clonagens foram feitas em colaboracdo com o grupo do Dr. Ray Owens,
chefe da Facility de Producédo de Proteinas de Oxford (Oxford Protein Production
Facility OPPF-UK) no Reino Unido, juntamente com sua estudante Heather Rada e

com o técnico Anil Verma. Os clones obtidos estdo mostrados na Tabela 01.

A clonagem foi feita seguindo o protocolo da OPPF — UK (Oxford Protein
Production Facility) (BIRD, 2016) no qual os fragmentos que sintetizam o gene de
interesse sdo inseridos utilizando o Kit da In Fusion ™ no plasmideo pOPINF que
resulta na fusdo de uma cauda de seis histidinas no N-terminal da proteina junto com
um sitio para clivagem com a enzima (Human Rhinovirus 3C Protease) HRV-3C. O

plasmideo contém o gene de resisténcia a ampicilina.
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Tabela 1 - Relacdo de amino4cidos utilizados em cada frente ao gene correspondente.

Nome dado a Dominio clonado Gene Aminoacidos
proteina clonada incluidos na
clonagem
LcdApras PAS LIC_11125 2-114
LcdA PAS e GGDEF LIC_ 11125 2-320
LcdAceper GGDEF LIC_ 11125 142 - 320
LcdBpas PAS LIC_11126 2-119
LcdB PAS e GGDEF LIC_ 11126 2-311
LcdBaeper GGDEF LIC_ 11126 146 - 311
LcdCrpas PAS LIC_ 11127 2-112
LcdC PAS e GGDEF LIC_ 11127 2-313
LcdCeeoer GGDEF LIC_ 11127 139 - 313
LcdDepas PAS LIC_ 11128 2-115
LcdD PAS e GGDEF LIC 11128 2-308
LcdDceper GGDEF LIC_ 11128 145 - 308
LcdEpas PAS LIC_ 11129 2-115
LcdE PAS e GGDEF LIC 11129 2-317
LcdEGeDEF GGDEF LIC_11129 143 - 317
LcdFpas PAS LIC_ 11130 2-115
LcdF PAS e GGDEF LIC_ 11130 2-315
LcdFceper GGDEF LIC_11130 142 - 315
LcdGeras PAS LIC_ 11131 2-122
LcdG PAS e GGDEF LIC_11131 2-319
LcdGaepEeF GGDEF LIC_11131 142 - 319

3.2 Expresséo das proteinas

Para estabelecer a melhor condicao de expressao de cada proteina foram feitos

testes com diferentes cepas de Escherichia coli e diferentes meios de cultura.
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Inicialmente cada plasmideo de interesse foi inserido nas seguintes cepas de
E. coli: BI21 DE3 (Novagen), C41 (DE3) (Invitrogen), C43 (DE3) (Invitrogen), Lemo
21 (DE3) (NEB) utilizando o protocolo de choque térmico com cloreto de célcio
(INOUE; NOJIMA; OKAYAMA, 1990). Apds a determinagdo da melhor cepa para
expressdo da proteina foi feito teste do melhor meio de cultura para expressao,
sendo que os meios testados foram: 2xTY (16 g/L triptona, 10g/L extrato de levedura,
5 g/L NaCl), LB (10 g/L Triptona, 5 g/L extrato de levedura, 10 g/L NaClpH 7,5) e TB
(12 g/L Triptona; 24 g/l extrato de levedura;0,5% glicerol; 0.17 M KH2PO4; 0.72 M
K2HPOg).

Em todas as condigcbes no momento em que o cultivo atingiu D.O.s00 nm de 0,6
- 0,8, uma e amostra foi retirada como controle de pré-inducéo, e foi adicionado 0,5
mM de IPTG para inducdo da expressao proteica, mantendo-se o cultivo a 16 °C
por 16 horas sobre agitacdo (250 rpm). Em seguida uma amostra de 1 ml é retirada
como controle de indugéo, o restante do indculo € centrifugado a 10.000 x g para
posterior purificacdo da proteina. A expressao das proteinas foi foram confirmadas
por gel de SDS-PAGE e Western Blotting.

3.3 Western Blotting

As amostras de interesse foram aplicadas em géis de SDS-PAGE(15%
acrilamida) (LAEMMLI, 1970) e transferidas para uma membrana de nitrocelulose
(0,2 um) (BIO-RAD). Padrées de massa molecular pré-corados (Precision Plus
Protein Standards Kaleidoscope, Bio-Rad) foram utilizados para identificacdo de
peso molecular das bandas do gel e para verificacdo da qualidade de transferéncia
das proteinas. A transferéncia foi realizada utilizando o aparelho “miniVE Vertical
Electrophoresis System (Amersham Biosciences)”. Para a transferéncia foi utilizado
o tampé&o: 25 mM Tris-HCIl, 192 mM Glicina, 20% metanol e 1lg/L SDS. A
transferéncia ocorreu por 1 hora a 300 mA. Ao final, a transferéncia foi confirmada
pela coloracéo das proteinas com Ponceau S (Ponceau S: 0.1 % (peso/vol.) em 1 %

de acido acético).
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Apos término da transferéncia, a membrana foi lavada trés vezes com o tampéo
de lavagem (20 mM Tris-HCI pH 7,5; 150 mM NaCl e 0,1% (Vol./Vol.) Tween). Para
evitar a interacdo inespecifica do anticorpo com regides da membrana de
nitrocelulose foi realizado o bloqueio com Tampé&o de Bloqueio (5% (peso/volume)
leite em po desnatado MOLICO (Nestlé); 20 mM Tris-HCI pH 7,5; 150 mM NaCl e
0,1%(Vol./Vol.) Tween) por 4 a 6 horas a 4 °C.

Posteriormente, para deteccdo da cauda de poli-histidina no N-terminal, a
membrana foi incubada por 18 horas a 4°C com o anticorpo anti-histag acoplado a
peroxidase alcalina (Sigma Aldrich) na diluicdo 1:8000 em tampéao de bloqueio. As
membranas foram, entéo, lavadas trés vezes com tampéao de lavagem e reveladas
utilizando o Kit Clarity™ Western ECL Substrate (BIO-RAD).

No caso da deteccdo das proteinas LcdDras € LcdDras, apos a etapa de
bloqueio da membrana foi adicionado soro (proveniente da inoculacdo proteina
purificada em Rattus rattus) ao tampéo de bloqueio na diluicdo de 1:1000 e incubado
por 12 a 18 horas, em seguida foram feitas trés lavagens com tampao de lavagem
seguido de um novo periodo de incubacao por 2 a 4 horas com o anticorpo anti-rato
(Sigma-Aldrich #cat: A5795-1mL) na diluicdo de 1:20000. Apos a incubacédo com o
anticorpo secundario foi feito novamente trés lavagens com o tampé&o de lavagem e
a revelagéo foi feita utilizando o Kit Clarity™ Western ECL Substrate (BIORAD).

3.4 Purificacdo das proteinas

Apds a expressao, o pellet de bactéria foi ressuspendido em tampao de lise (50
mM Tris pH 8,0; 200 mM NaCl; 5 mM MgClz; 20 mM Imidazol; 10% Glicerol; 25%
Sacarose; 0,03% Tween 20 e 0,03% Triton X-100) e submetido a sonicagéo por um

tempo total de 1 hora (amplitude: 60%, pulso: 5 seg., espera: 10 seg.).

As proteinas LcdBpas, LcdCpas, LcdDrpas, LcdEpas, LcdFpas € LcdDpas foram
purificadas primeiramente atravées de cromatografia por afinidade ao niquel utilizando
a coluna HisTrap™ High Performance (GE Healthcare Life Sciences) 5 mL
equilibrada previamente com tampéao A (50 mM Tris-HCI pH 7,5; 200 mM NacCl; 5
mM MgClz; 20 mM Imidazol; 10% Glicerol). Em seguida a proteina foi eluida através


https://www.auburn.edu/~duinedu/manuals/HisTrapHP.pdf
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de gradiente linear com tampao B (50 mM Tris HCI pH 7,5; 200 mM NaCl; 5 mM
MgClz; 500 mM Imidazol; 10% glicerol). As proteinas LcdApas e LcdGpas foram
purificadas utilizando a mesma metodologia, porém o valor do pH dos tampdes de
afinidade foram de 8,5, a fim de evitar que estas proteinas precipitassem.

As fracdes oriundas da cromatografia por afinidade foram analisadas por
eletroforese em gel SDS-PAGE seguindo o protocolo de Laemmli e colaboradores
(LAEMMLI, 1970) para observacéo da presenca da proteina de interesse, seu grau
de pureza e seu peso frente ao marcador molecular. Essas fracfes foram
posteriormente concentradas utilizando o Amicon Ultra Centrifugal Filters Ultracel 3K
(Merck Millipore Ltd.) até um volume final de 5 mL para aplicagdo na coluna de
cromatografia de exclusdo por tamanho, sendo que as proteinas LcdDpas LcdCras,
LcdDras, LcdEras e LedFpas foram aplicadas na coluna HiLoad™ 16/600 Superdex™
75 prep grade (GE Healthcare Life Science) equilibrada com tampéao de GF (150 mM
Tris-HCI pH 7,5 e 200 mM NaCl). As proteinas LcdApas e LcdGras foram purificadas
da mesma forma, porém o pH do tampdo de GF foi de 8,5, a fim de evitar a
precipitacdo das proteinas. A proteina LcdD foi purificada utilizando a coluna
HiLoad™ 16/600 Superdex™ 200 prep grade (GE Healthcare Life Science)
equilibrada com tampéo de GF (150 mM Tris-HCI pH 7,5 e 200 mM NacCl).

3.5 Remocéao da cauda de poli-histidina utilizando a protease HRV-3C

Para os ensaios de cristalografia, RMN e termoforese houve necessidade de

remocao da cauda de poli histidina utilizando a enzima HRV-3C (Sigma Aldrich)

Para tanto, apos purificacdo por afinidade ao niquel, as fragdes que continham
a proteina de interesse foram dialisadas para o buffer de clivagem (50 mM Tris-HCI
pH 7,5; 200 mM NaCl; 5 mM MgClz; 20 mM Imidazol; 10% Glicerol e 1 mM EDTA),
apos dialise foi adicionado 1 mM DTT e a protease HRV-3C (Sigma Aldrich). A

reacao ocorreu a 4°C por 12 horas.

Em seguida a proteina foi aplicada novamente em uma cromatografia de
afinidade ao niquel, a fim de obter a fracdo que néo se ligava a coluna (ou seja, a

fracdo sem cauda de poli-histidina). Ao final, as fracdes que ndo se ligaram ao niquel
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da coluna foram submetidas a eletroforese em gel de SDS-PAGE (15% acrilamida)
(LAEMMLLI, 1970), e as fracbes que contém a proteina sem cauda de histidina foram
concentradas até um volume final de 5 mL utilizando filtro Amicon Ultra Centrifugal
Filters Ultracel 3K (Merck Millipore Ltd.) até obtencdo de um volume de no méaximo
5 mL e, em seguida, aplicada na coluna HiLoad™ 16/600 Superdex™ 75 prep grade
(GE Healthcare Life Science) pré equilibrada com tampao de GF (20 mM Tris-HCI
pH 7,5 e 20 mM NaCl).

3.6 Teste de Cristalizacdo das Proteinas

Inicialmente foram feitas triagens de cristalizacao utilizando a técnica de difusao
de vapor por gota sentada. Para tanto, foram utilizados diferentes kits comerciais de
cristalizacdo de proteinas sollveis desenvolvidos pelas empresas "Hampton
Research" e “Molecular Dimensions”. Foram utilizadas caixas de gota sentada
(sitting drop) contendo 24 pocos. No reservatorio foram aplicados 400 pL de solugéo
do Kit e no pedestal foram adicionados 1,5 uL da proteina pura concentrada e 1,5 uL
da solucao do poco de cristalizacdo (reservatorio). A placa foi fechada com plastico
aderente da empresa Hampton. Quando foram observados formacéo de cristais foi
feito o refinamento das condi¢cbes de cristalizacdo variando as concentracfes do

agente precipitante, pH, concentracdo da proteina e temperatura de cristalizacéo.

3.7 Determinacdo do estado oligomérico dos dominios PAS em solucéo

A determinacdo dos estados oligoméricos dos dominios PAS foi realizada por
cromatografia analitica de exclusdo por tamanho, para tanto foi utilizado utilizando a
coluna Superdex 75 10/300 GL (GE Healthcare Life Sciences) pré-equilibrada com
o tampéo contendo 150 mM Tris-HCI pH 8,5 e 200 mM NaCl; e calibrada utilizando
o Kit “Gel Filtration Calibration kits LMW (GE Healthcare Life Sciences)”, para
obtencéo da formula que correlaciona a massa molecular da proteina com o volume
de eluicdo da coluna; gerando a equacao: Log (Peso Molecular) = -1,2 * Vo(Volume
de elui¢ao)/8,1 + 3,2.
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Em seguida foi aplicado 100 uL de cada proteina a 10 g/L com fluxo de 0,5
mL/min. Todos os ensaios foram realizados em triplicata para observar a
reprodutibilidade e calcular o desvia padrdo do volume de eluicdo. A aluna de
iniciacao cientifica Aline Dias da Purificacao auxiliou na expressao de purificacdo das

proteinas para este ensaio.

3.8 Identificacdo da molécula acoplada a proteina LcdDras

A proteina LcdDeas foi expressa em meio rico LB e purificada por afinidade ao
niquel seguido de cromatografia por exclusdo de tamanho utilizando o tampéo GF
baixo sal (20 mM Tris-HCI, pH 7,5; 20 mM NaCl), apds confirmacédo da purificacédo
atraves de visualizagdo de bandas no gel SDS-PAGE (15% acrilamida) a proteina
foi concentrada utilizando o Amicon Ultra Centrifugal Filters Ultracel 3K (Merck
Millipore Ltd.). Em seguida a proteina foi fervida para ocorrer a precipitacdo da
mesma e dessa forma desfazer a interacéo proteina-ligante. Em seguida a solucéo
foi centrifugada a 20000 x g por 30 min e o sobrenadante foi utilizado para anélise

por espectrometria de massas.

O experimento de HPLC/Massas foi realizado em parceria com parceria com o
laboratério da Prof.2 Dra. Taicia Pacheco Fill, juntamente com o doutorando Jonas

Henrique Costa.

A amostra foi analisada utilizando o sistema de cromatografia liquida de alta
velocidade, marca Shimadzu Prominence UFLC, modelo LC-20AD acoplado ao
sistema de Espectrometria de Massas da marca Bruker Daltonics, modelo
amaZon Speed, analisador de massa/carga lon Trap com fontes de ionizacao
eletrospray (ESI), pertencente ao Laboratério Institucional de Espectrometria de

Massas (LIEM) instalado no Instituto de Quimica da Unicamp.

Apos identificacéo da presenca de um ion de massa 284.13935 o Prof. Dr. Igor
Dias Jurberg sintetizou e nos entregou 0 composto brevianamida F (ciclo L-prolina
L-triptofano) de massa molecular 283 g/mol para ser utilizado como controle positivo
e posteriormente ser utilizado em ensaios de interagdo proteina-ligante para

confirmacéo da interacao.
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3.9 Espectros de correlagdo 'H-1°N (HSQC)

O ™N-HSQC (heteronuclear single quantum correlation) € um espectro no qual
cada pico possui duas frequéncias, a do hidrogénio 'H e a frequéncia do nucleo de
5N ao qual ele esta diretamente ligado. Portanto, o espectro de 'H-1>N-HSQC
apresentara um pico para cada grupo HN presente na proteina, ou seja, um pico
para cada aminoacido com excecdo da prolina, e um pico para cada grupo NH

presente nas cadeias laterais de Asp, Asn, Arg, Lys, His e Trp.

Para identificar interacdo proteina-proteina e proteina-ligante via *H-1>N HSQC
a proteina de interesse necessita estar marcada com o is6topo °N e para tanto, a
expressao da proteina LcdDras foi feita em meio minimo M9 marcado com N (48
mM Na2HPOa4; 22 mM KH2PO4; 0,84 mM NaCl; 2 mM MgSOa; 0,4 % (peso/volume)
glicose; 1 g/L 1>NH4C; 0,1g/L tiamina) com adicéo de 0,1 mg/L ampicilina, 0,03 mg/L

cloranfenicol para selecédo da bactéria com plasmideo de interesse.

Em seguida as proteinas foram purificadas por afinidade ao niquel, a cauda de
poli-histidina foi clivada, e ao final todas as proteinas foram submetidas a
cromatografia por exclusdo de tamanho utilizando o tampé&o: 20 mM Tris-HCI, pH
8,5; 20 mM NacCl. No ensaio todas as proteinas foram utilizadas na concentragéo de
400 pM.

Os experimentos de 'H-1N HSQC foram realizados em parceria com o
laboratorio do Prof. Dr. Roberto Kopke Salinas, pelo doutorando Phelipe Augusto
Mariano Vitale. Realizados em um espectrometro Bruker Avance Il equipado com
uma sonda resfriada TCI e operando a frequéncia de 800 MHz para o nudcleo de

hidrogénio, pertencente a Central Analitica do 1Q-USP.

Todos os ensaios continham aproximadamente 400 uM de proteina marcada
com >N em tampdao contendo 20 mM Tris-HCI pH 8,5, 20mM de NaCl, 10% de ?H:0.

Os experimentos foram adquiridos a 308 K (temperatura calibrada).

Os espectros de 'H-®N HSQC foram adquiridos com pulsos de flip back
aplicados sobre a agua a fim de manter a sua magnetizagao em “z” durante todo o
experimento, e watergate para supresséao do sinal da agua (fast HSQC) (MORI et al.,

1995). Todos os espectros foram processados com uma fungcdo cosseno (para
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apodizacéao) nas duas dimensdes e preenchidos com zeros até completar uma matriz

de 2048x512 pontos (real + imaginario).

Para os experimentos de interacdo proteina-proteina a proteina LcdDras
(marcada com °N) foi utilizada na concentracdo de 400 uM, as demais proteinas
(testadas para interagdo) também foram utilizadas na concentra¢do de 400 uM. Ja
para os experimentos de interacdo proteina-ligante foram utilizados os mesmos 400
UM da proteina LcdDpas marcada com N frente quatro diferentes concentracdes de
cada ligante (400 puM, 800 uM, 1600 pM, 3200 uM), sendo que foram testadas as

seguintes moléculas como possiveis ligantes: triptofano, prolina e brevianamida F.

Apéds confirmacédo da interacdo da proteina LcdDeas com brevianamida F foi
feito novo teste de interacao proteina-proteina na presenca do ligante brevianamida
F, mantendo as mesmas concentracfes de proteina LcdDpas marcada (400 uM) e
de proteina ndo marcada (400 uM) na presenca de 1600 uM de brevianamida F

(relac@o 1:4 de proteinal/ligante).

3.10 Ensaios de termoforese em microescala

A técnica de termoforese em microescala (MST) utiliza uma pequena variagao
de temperatura (variacdo de aproximadamente 4 °C), sendo que o movimento das
moléculas nos diferentes campos de temperatura é muito sensivel a variagdes no
tamanho, na carga e na camada de solvatacdo de uma molécula (JERABEK-
WILLEMSEN et al., 2011).

Para isso, é preparada uma diluicdo em série do ligante, misturada com uma
concentracdo constante da molécula alvo marcada (proteina de interesse),
carregada nos capilares e analisada no instrumento por varredura subsequente de
cada capilar. As alteracdes na termoforese sao entao plotadas e usadas para derivar

a constante de ligagéo.

O experimento foi realizado utilizando o aparelho “MicroScale Thermophoresis
Monolith NT.115” o qual se encontra no Laboratério de Espectroscopia e Calorimetria

(LEC) pertencente ao Laboratorio Nacional de Biociéncias (LNBio) — CENPEM.
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Em todos os ensaios foi utilizado a proteina LcdDpas expressa em meio minimo
M9 (com o intuito de obter a proteina na forma apo, pois em meio minimo nao ocorre
co-purificagdo com brevianamida F) e purificada mantendo a cauda de poli-histidina
a qual é utilizada para marcag¢do com a sonda “Monolith Protein Labeling Kit RED-
NHS 2nd Generation” (NanoThemper cat# MO-L011). Ao final as reac¢des séo lidas
utilizando os capilares “Monolith NT.115 Capillaries” (NanoThemper cat# MO-K022).

No experimento de homodimerizacdo a proteina LcdDpas (marcada com a
sonda RED) foi utilizada na concentracdo de 50 nM, enquanto a proteina LcdDrpas
sem cauda de poli-histidina foi utilizada para diluicdo seriada em uma concentracao
méaxima de 290 uM (16 pontos, fator de diluicdo 1:3).

No experimento para determinacdo da interacéo entre LcdDpas e LcdBpas, foi
mantida a sonda RED na proteina LcdDpras com cauda de poli-histidina, ja a proteina
LcdBras sem cauda de poli-histidina foi utilizada para realizagéo da diluicdo seriada
em uma concentracdo maxima de 20 uM (16 pontos, fator de diluicdo 1:3); ja a
concentragdo da proteina LcdDpas foi mantida em 50 nM em todos os pontos do

ensaio.

Para os experimentos de interacdo com brevianamida F a concentracdo da
proteina LcdDras (marcada com a sonda RED) teve que ser aumentada para 5 puM,
guando a proteina esta em uma concentracdo abaixo da constante de dimerizacéo
(3,4 +/- 0,52 uM) ndo ha interacado com brevianamida F. A molécula de brevianamida
F foi utilizada para titulacdo na concentracdo maxima 600 uM (16 pontos, fator de
diluicao 1:3).

3.11 Calorimetria de titulacdo isotérmica (ITC - Isothermal Titration

Calorimetry)

Para mensurar a afinidade da proteina ao seu respectivo ligante atraves de
mensuragcao calorimétrica foi utilizado o equipamento ITC-Vp Microcal — (GE
Healthcare Life Sciences) presente no Laboratério de Espectroscopia e Calorimetria

(LEC) pertencente ao Laboratorio Nacional de Biociéncias (LNBio) — CENPEM.
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Para que a proteina néo viesse co-purificada com seu ligante (brevianamida F)
a mesma foi expressa em meio minimo M9 e purificada por afinidade ao niquel e
cromatografia por exclusdo de tamanho como descrito anteriormente (ltem 3.4).
Para realizar este experimento a proteina foi purificada em buffer de baixo sal (20
mM Tris-HCI, pH 7,5; 20 mM NaCl). As amostras contendo a proteina LcdDpas €

brevianamida F foram desgaseificadas previamente a realizacdo do experimento.

O experimento foi realizado em triplicada utilizando a proteina LcdDpas na
concentracdo de 60 uM em um volume de aproximadamente 1,5 mL na cela de
amostra. Apés estabilizacdo térmica (20 °C) foi feito a primeira injecdo de 2 pL de
Brevianamida F a 450 uM (diluida no mesmo buffer da proteina) seguida de 43

injecOes de 5 pL cada com intervalos de 5 min entre cada injegao.

Além disso, como controle, foi feito um experimento com o0os mesmos
parametros utilizando 450 uM de brevianamida F, mas mantendo apenas tampao na
cela de amostra com o intuito de confirmar que o calor liberado durante o
experimento era decorrente da interagdo LcdDpas com brevianamida F e né&o

somente devido ao fator de diluicdo do ligante no tampéo.

Ao final, os dados foram processados e analisados em parceria com 0
laboratério do Prof. Dr. Roberto Kopke Salinas, pelo p6s-doutorando Dr. Jose David

Rivera Echeverri.

3.12 Ensaio de atividade diguanilato ciclase

A LcdDeas (possui 0 dominio sensor PAS e o efetor GGDEF) foi expressa em
meio minimo M9 e purificada por afinidade ao niquel e cromatografia por excluséo

de tamanho conforme descrito anteriormente (item 3.4).

Foram feitas as seguintes reac¢des: Reacao 1: contém 1 uM LcdDpas; 1 mM de
GTP; 2 mM MgClz; 20 mM Tris-HCI pH 7,5; 20 mM NaCl em um volume final de 100
pL. Reacdo 2: contém 1 uM LcdDpas ; 10 uM Brevianamida F; 1 mM de GTP; 2 mM
MgClz; 20 mM Tris-HCI pH 7,5; 20 mM NaCl em um volume final de 100 pL. Ambas

as reacoes foram em triplicatas e mantidas a 30 °C por 2 horas e 12 horas. Ao final
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do tempo de incubacédo a reacdo foi parada adicionando 10 mM de HCI (para
desnaturacao proteica). Em seguida as solu¢des foram centrifugadas a 20000g por
30 min; o pellet foi descartado e o sobrenadante foi filtrado utilizando o Amicon Ultra
Centrifugal Filters Ultracel 3K (Merck Millipore Ltd.) para retirar qualquer vestigio de

proteina que pudesse interferir nos ensaios.

Os resultados das reacdes foram analisados por cromatografia de troca idnica.
Cada 1 mL resultante da reacéo foi aplicado na coluna Resource Q de 1 mL (GE
Healthcare) equilibrada com 10 mM HCI em seguida foi feito um gradiente de 0% a
100% com 200 mM NaCl em um fluxo constante de 1 mL/min. Nas mesmas
condi¢Oes foram aplicados os padrdes: 1mL de GTP a 100 uM e 1 mL de c-di-GMP
a 10 nM; tais padrdes foram utilizados para identificar o tempo de retencdo do
substrato (GTP) e do produto c-di-GMP.

3.13 Producéo de anticorpos anti-LcdDras

Para producdo de anticorpo anti-LcdDras mediante autorizagdo da comissao
de ética ICB-USP foram utilizados dois animais Rattus rattus, macho, linhagem
Wistar os quais apds um periodo de adaptacédo de 2 semanas foram submetidos a
quatro imunizac¢des de 100 pL intramuscular com intervalos de uma semana entre
cada aplicacdo. Sendo que a primeira imunizac¢ao foi feita quando o animal atingiu

oito semanas de vida.

As imunizacBes foram feitas utilizando a proteina LcdDpas purificada sem
cauda de poli-histidina e filtrada por membrana de 0,22 pm, em seguida 100 pL a
solugdo contendo a proteina foi utilizada para emulsificagdo com 100 pL o

coadjuvante TiterMax® Gold (Sigma Aldrich).

Uma semana apo0s a Ultima inoculacdo, os animais foram anestesiados
utilizando 2 mg/Kg de acepromazina (pré-anestésico); 2,5 mg/Kg de xilazina, 100
mg/Kg de cetamina (inducéo) e 5 mg/Kg metadona. Com os animais devidamente
anestesiados foi feito a coleta de sangue por punc¢éo cardiaca, procedimento pelo
qual foi possivel obter cerca de 5 mL de sangue total por animal. Ao final foi feita a

decapitacdo como procedimento basico para descarte dos corpos.
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Em seguida o sangue total foi centrifugado por 15 min a 5000 x g para
obtencéo do soro, o qual foi utilizado no Western Blotting (descrito no item 3.3) em
trés diferentes diluicdes (soro/tampédo de bloqueio): 1:5.000/ 1:30.000/ 1:60.000
utilizando a proteina LcdApras na concentracao de 100 uM sem cauda de poli histidina
cujo resultado esta presente na Figura 3. Ao final ambas as diluicdes foram
incubadas com anticorpo secundario anti-rato (Sigma-Aldrich #cat: A5795-1mL) na
mesma diluicdo de 1:20.000 e as membranas foram reveladas com o Kit Clarity™
Western ECL Substrate (BIORAD).

A) B) ) D)
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Figura 3 — Reconhecimento de LcdDeas via Western Blotting com diferentes diluicdes do
anticorpo primario. A) Gel SDS-PAGE (15% acrilamida) com a proteina LcdDpas Sem
cauda de poli-histidina. B) Western Blotting com diluicdo de 1:5.000 do soro de rato; em
C) Western Blotting com diluicdo de 1:30.000 do soro de rato. B) Western Blotting com
diluicdo de 1:60.000 do soro de rato.

3.14 Curvade crescimento de Leptospira interrogans sorovar Copenhageni

A cepa de L. interrogans sorovar Copenhageni foi gentilmente cedida pela Dr.2
Josefa Bezerra da Silva (Laboratério de Bacteriologia Il — Instituto Butantd). Em
seguida, com o intuito de saber se a molécula de brevianamida F gerava alguma
alteracdo na curva de crescimento ou na morfologia de L. interrogans foram

cultivados seis tubos de 10 mL de meio de cultura Ellinghausen-McCullough-
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Johnson-Harris (EMJH), em trés tubos foram adicionados 100 uM de brevianamida
F diluida em agua destilada e deionizada (a solucéo foi previamente filtrada em filtro
de 0,22 um antes de ser adicionada ao meio de cultura), os outros trés tubos tiveram

a adicdo somente da agua destilada e deionizada estéril.

A contagem do numero de células foi feita a cada 24h por sete dias de forma

manual utilizando microscopia de campo escuro e camera de Neubauer.

3.15 Visualizacdo de Leptospira interrogans sorovar Copenhageni por

microscopia de transmisséo eletronica

Foram cultivados tubos de 10 mL de meio EMJH contendo L. interrogans
sorovar Copenhageni, em um dos tubos foi adicionado 100 uM de brevianamida F e
no outro foi adicionado 100 pL de agua destilada e deionizada estéril para efeito de
comparacdo. Apos 10 dias de cultivo todo o volume contido em cada tubo foi
centrifugado a 5000 x g por 15 min. e o pellet foi utilizado para montagem do grid
(carbon film 400 mesh) corado negativamente com acetato de uranila 2% e entdo os
grids foram observados no microscopio de transmisséo eletrébnica JEOL JEM 2100

(200 kV) na central analitica do instituto de quimica — USP.

4 Resultados e Discussao

4.1 Relacéao evolutiva entre os sete genes parélogos.

Em vista de identificar a correlagéo entre a presenca de proteinas que possuem
atividade diguanilato ciclase com regulacao por dominio PAS e a capacidade da L.
interrogans infectar animais, foi feito uma arvore filogenética com auxilio do
colaborador Gabriel Sanchez Hueck (orientado pelo Prof. Dr. Robson Francisco de
Souza) que utilizou um BLASTp para busca e alinhamento de proteinas com 0s
dominios PAS e GGDEF dentro da familia Leptospiraceae em seguida foi construida
a arvore filogenética utilizando o programa FastTree (Figura 4). Nesta arvore

filogenética € possivel observar que ha uma distincdo entre os organismos
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patogénicos (em preto) e os de vida livre (em verde) relacionado a proteinas com o0s
dominios PAS e GGDEF, pois além de haver maior homologia entre as proteinas
presentes em bactérias patogénicas é possivel notar que, também, ha maior
repeticdo destes dominios dentre as leptospiras patogénicas do que dentre as de
vida livre, 0 que levanta a hipotese de haver correlacéo entre a atividade diguanilato
ciclase e a capacidade da bactéria se adaptar tanto a vida livre quanto a vida dentro

do hospedeiro.

Dentre os organismos elencados na arvore filogenética a seguir as leptospiras
patogénicas sao: Leptospira alstonii sp. (BOONSILP et al., 2013); Leptospira
stimsonii sp; Leptospira barantonii sp; Leptospira kmetyi sp; Leptonema illini e
Leptospira perolatii sp (CASANOVAS-MASSANA et al., 2019); Leptospira kirschneri
sp; Leptospira interrogans sp; Leptospira noguchii sp; Leptospira weilii sp (BHARTI
et al., 2003); Leptospira dzianensis sp; Leptospira gomenensis sp (VINCENT et al.,
2019). Ja as leptospiras saprofiticas sdo: Turneriella parva (STACKEBRANDT et al.,
2013); Leptospira biflexa sp; Leptospira brenneri sp; Leptospira harrisiae sp;
Leptospira idonii sp; Leptospira levettii sp; Leptospira macculloughii sp; Leptospira
meyeri sp; Leptospira stimsonii sp; Leptospira vanthielii sp; Leptospira wolbachii sp;
Leptospira yanagawae sp; Leptospira idonii sp (CASANOVAS-MASSANA et al.,
2019); Leptospira bourretii sp; Leptospira bouyouniensis sp; Leptospira dzianensis
sp; Leptospira gomenensis sp; Leptospira ilyithenensis sp; Leptospira jelokensis sp;
Leptospira kanakyensis sp; Leptospira mtsangambouensis sp; Leptospira

congkakensis sp; Leptospira semungkisensis sp (VINCENT et al., 2019).
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Figura 4 - Arvore filogenética das proteinas com dominios PAS e GGDEF dentre as
bactérias que constituem a familia Leptospiraceae. Em preto estdo as
Leptospiraceae patogénicas, ja em verde estdo escritos 0os nomes das

Leptospiraceae de vida livre. Os retangulos indicam a localizagcdo das sete
proteinas estudadas neste trabalho.
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Utilizando o banco de dados KEGG (https://www.genome.jp/keqgq/) foi

analisado os genes que codificam as sete proteinas estudadas neste trabalho
(Figura b5); estes genes codificam proteinas com os mesmos dominios: dominio PAS
na regiao N-terminal e dominio GGDEF na regido C-terminal, sendo que estes genes

constituem um cluster génico.

LIC 11128 LIC 11124 LIC_ 11136
LIC_11118 LIC_11121 LIC_11123 LIC_11135 LIC_11142
LIC_11117 LIC_1112 LIC_11134 LIC_11137 LIC_11141

1380001 = 14106868

el
CEE e e 7 — 1<
LIC.11125 LIC.11128) LIC_111314 LIC.11133 LIC 11138
LIC_11126 LIC_11129 LfC_11132 LIC_11139
LIC_11127 LIC_11138 LIC_11146

LIC.11119

Figura 5 - Localizacdo dos sete genes que codificam as proteinas estudadas neste
trabalho. O retadngulo azul mostra a que os sete genes estdo agrupados em um
cluster no genoma de Leptospira interrogans sorovar Copenhageni.

Para entender um pouco melhor os eventos de duplicacdo génica que gerou as
sete proteinas paralogas foi feito inicialmente um alinhamento da sequéncia de
aminoacidos das sete proteinas utilizando os programas ClustalW-2.1 e “Clustal
Omega” (https://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalo/). O alinhamento multiplo
mostrado na Figura 6 revela que existe maior similaridade de sequéncia primaria
nos dominios GGDEF do que nos dominios PAS. Isto sugere que os dominios PAS
de cada proteina provavelmente divergiram em sequéncia primaria para poder se
ligar a diferentes moléculas e entédo regular a atividade DGC do dominio GGDEF,
que nas sete proteinas apresenta a assinatura GG[D/E][D/E]F, ou seja, possuem
todos os residuos importantes para catalise, para visualizar melhor essa diferenca
na conservacao da sequéncia de aminoacidos do dominio GGDEF foi feito um
WebLogo utilizando a ferramenta “WebLogo/berkeley”
(https://weblogo.berkeley.edu/logo.cqi) (Figura 7).

Um fato interessante estd na comparacdo dos aminoacidos envolvidos na
interacdo proteina-ligante, dentre as trés proteinas cristalizadas (vide resultados a
seguir), pois é possivel observar conservacao entre alguns aminoécidos sobretudo
o triptofano que faz ligagao de n stacking com o anel dos ligantes nas estruturas das
proteinas LcdCpas (W 93) e LcdDeas (W 97) e também interage com o ligante
presente na estrutura LcdGpas (W 103) o qual ndo possui anel indol mas mantém

uma interac¢ao hidrofébica com o ligante.


https://www.genome.jp/kegg/
https://weblogo.berkeley.edu/logo.cgi
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LedC 00 —————————- M-QYDYEKFFENSLDILJIRMDNJHVIHVNPSFERIFGWSEKRLLGLGH
LcdG MYSRNRMKYEEMKYDIEKFFDYSLDMLCIRLD-GYJFRINPSFQKAFGWKSEDLLAFGS
Leda  -—--—- MDLEN-EYNHEKFFNYSLDLHAIQKMD-GIILQINQSFQRIMGWTNEDLKGRTH
LcdB -MEKRHMSYQN-EYNLEKFYNYSLDLFSIQRLD-GTVISVNPSFERILGWKEEELLGRDP
LedfF  -—--—- MEYKN-EYNLEKFYNYSLDLFSIQRMD-GTVISVNPSFERILGWKEEELLGKNP
LedD  —---- MTNFEK-EYDLEKLVNNSLDLLIRLD-GTVLQVNPAJERLLGWREEELIGRN[}
LedE  —-—-—- MNFEN-EYDLEKLVNNSLDLLTIVDLS-GNVLLVNPAFERTLGWKKEDLVGKDP
A Kxkg X pL x oprok ko, Rk poX
LcdC YEFLHPEDLPSTQEAAKIATGAPIVSEENRERS IDGNYRTLSHTHVPEYKSGMVYJIAR
LcdG BrrLEPDDVEPTYQVEKLKKGTPIVSHONRERCTNGEYKNFSTRFPDLRSELJYATAR
LcdA FHLLHPEDVESSLKEFEQLNEGVSHLSIQNRCRCADGTYKYFSWTAFPDLESDRIYVTGR
LcdB FHLLHPEDLGSA-KEFEELDGGVPRSSIQNRIRCADGTYKHFAWTGYPDLEAGLVYVTGR
LcdF FHLLHPEDQETIVQEFQKLDGGIPRYSIKNRCRCADGTYKHFAWTGFPDIESGLVYITGR
LcdD FHLLHPEDRE SFOERXKKLNOGLPVFFONRELCSDGTYKYFSHTHSPDLSAGLIYJTGR
LcdE FHLLHPEDKESTYKEFEKLNQGLLTLSFQNRY ICADGQYRYFSWTASPDLVSGLVYVTGR
R kX A A
LcdC DITEAIESNRKISELATELKEANNMLLEQASTDPLTKLKNRRAFNAELNHLLOTAQKOSN
LcdG DITEIVESNRKLNQLAAELKDANDKLFEQASTDPLTKLKNRRTFNEELKDLIVHTNKKRG
LcdA DITDIIESNQKISKLASDLEEANNKLLEQASTDPLTKLKNRRSFNEEINHLIRLGOHOEK
LcdB DITETIEANRQISQLATELKEANDLLFEQATTDPLTKLKNRRAFTNDLHSLLRFMOQEKS
LcdF DITETIESNRKISQLATELKDANDKLFEQASTDSLTKLKNRRAFNEALNHLVHEFSQKOQKS
LcdD DISDLIESNRKISLLAAELKDANDKLFEQACTDPLTKLKNRRAFNEELNSLIQLSQKQLS
LcdE DITDVIESNRKISQLAVKLKETNDRLFEQASTDPLTKLKNRRMFNEELNNLIHACDKESH
** . * * [ * K '*:::*: * * K K ** * ok Kk kkkk Kk * [ *:
LcdC PISLLMIDADHFKDYNDKFGHPAGDQVLIDLAFLLTHTLRQHDVIARY IVAMPDT
LcdG FLSLLMIDVDHFKTYNDQFGHPAGDQVLIRLASVLTYALRVSDLLARF ALPET
LcdA SISLMMIDVDHFKDYNDKFGHPAGDRILIRLAEVFTETLRSCDLVARF ALSDT
LcdB FLSLLMIDVDHFKTYNDQFGHLAGDKVLVCLAKVLENTLRSNDLLGRE AALPNT
LcdF PLSLLMIDADHFKDYNDTFGHLEGDKILIILADLLTKALRKGDVLARY IVALPLT
LcdD PLSLLMIDVDFFKDYNDKFGHPAGDKVLAILASLLAKTLRKDDVTARY IVALPNT
LcdE PLSLLMIDADHFKDYNDKFGHIAGDKVLVELASILTKTFRKKDVLARY IAALPNT
:**:***.*.** * kK Kkkx **.:* * k [ ::* *: .*:*****:.*:. *
LcdC SEVASLQIAERLIHVVGEFNWEKRPVTISIGAATLPGEKQKTSLEENRHFINLIESADKA
LcdG GEYKAIEVADRLVVTIQKETWENRPITISVGIATLDFSLPVSTFRDTDFSTRIVEEADRA
LcdA NEEKAVEVAERLMANVKKKSWENSPITISVGITTLNFNGPVPIY-HTDLSTGIIEDADRA
LcdB CEKKSIEIGERLVNAVREFNWEYRSITISVGISTSDFEKKQLDV-D---STNLIEKADKA
LcdF SEDETIDISERLLQTVREFNWEKRIITVSVGAATYDFNSNSKNI-NLEYSINLIEQADKA
LcdD SEKEAIEIAERLVKVIEESRWEKRSVTISVGITTSQINPSN----NADHSIDIIEEADRA
LcdE SEPEANQIAERLVQTVREFSWEKRSVTISVGITTYNFNPTSKSI-NSEYLLNLIEQADKA
A A A o K ok k oo . S
LcdC LYHSKINGRNQVNHSSRILPCKEA-----
LcdG LYRSKANGRNQATHCSQILL-—--—----
LcdA LYRSKANGRNQATHSSQLKTENQTSVRKN
LcdB LYQSKVNGRNKATHSSQIY--—-—-—-—-
LcdF LYCSKVNGRNRITHFSKKYSLQQN-----
LcdD LYHSKVNGRNRVTHSSQIS--—--—--—-
LcdE LYCSKVSGRDRITHFSWVQNKKSGSI---

* Kk kK * Kk . * ok

Figura 6 - Alinhamento das sete proteinas. Em amarelo esta situado o dominio PAS sendo
gue os amino&cidos envolvidos na interacdo com o ligante de cada proteina
estdo destacados em vermelho. Em azul claro estd o dominio GGDEF
responsavel pela atividade diguanilato ciclase da proteina sendo que a
assinatura GG[D/E][D/E]F conservada nas sete esta destacada em azul escuro.
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Figura 7 - WebLogo das sete proteinas. A seta vermelha resalta o triptofano 104 altamente
conservado entre as sete proteinas presente no sitio de ligagdo das trés
estruturas resolvidas. O retangulo vermelho ressalta a sequéncia GGEF
responsavel pela atividade diguanilato ciclase das sete proteinas.



43

Para analisar melhor as diferencas de estrutura primaria e comparar as sete
proteinas alvo de estudo deste trabalho foi feita uma arvore filogenética através do
programa Jalview (Figura 8) na qual é possivel observar que a proteinas LcdC € a
que mais diverge dentre as sete estudadas, ja a proteina LcdG é mais proxima de
LcdA, LcdD € mais similar a LcdE e LcdB € mais similar a LcdF na comparacéo entre

as sete proteinas.

LcdC 0.22817
[ LcdG 0.20847
' LcdA 0.19345
[ LcdD 0.13681
I LcdE 0.16287
, LcdB 0.15114
L LcdF 0.13644

Figura 8 - Arvore filogenética das proteinas em estudo.

4.2  Purificacdo das proteinas

As proteinas de interesse foram clonadas em vetores de expressao via
colaboracédo com o Dr. Ray Owens, chefe da Facility de Producéo de Proteinas de
Oxford (Oxford Protein Production Facility OPPF-UK) no Reino Unido, foram feitas
construcdes para obtencdo dos dominios PAS e GGDEF separados e também em
conjunto, sendo gque essas construcdes estdo descritas na Tabela 1 (Item 3.1). As
proteinas sdo chamadas como LcdA (Leptospira cyclic dinucleotide A), LcdB
(Leptospira cyclic dinucleotide B), LcdC (Leptospira cyclic dinucleotide C), LcdD
(Leptospira cyclic dinucleotide D), LcdE (Leptospira cyclic dinucleotide E), LcdF
(Leptospira cyclic dinucleotide F) e LcdGras (Leptospira cyclic dinucleotide G).
Sendo que quando se trata da construcdo que contém apenas um dos dominios o

mesmo esta subscrito.

LdcApras, LdcBeas, LdcCpas, LdcDeas, LdcEpas, LdcFpas e LdcGeas foram
purificadas com sucesso através da metodologia convencional de purificagdo de

proteinas heterdlogas. Utilizando cromatografia de afinidade ao niquel seguida por
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cromatografia por exclusdo por tamanho (mais detalhes sobre o protocolo de

purificacdo estdo descritos nos materiais e métodos, item 3.4).

As amostras purificadas dos dominios PAS das sete proteinas de interesse e
da proteina LcdD (a qual possui dominio PAS e GGDEF) estdo mostradas em géis
de (15% acrilamida) SDS-PAGE (Sodium Dodecyl Sulfate Polyacrylamide Gel
Electrophoresis), Figura 9. As amostras de proteina purificadas foram submetidas a
analise por Western Blotting utilizando o anticorpo anti-his (Figura 10) e todas elas

foram marcadas comprovando que as proteinas de interesse foram purificadas.

No ensaio de Western Blotting (Figura 10) outras bandas de peso molecular
maior do que a banda monomérica de LcdCpas foram marcadas. Apesar das
amostras estarem em condi¢bes desnaturantes e terem sido fervidas por quinze
minutos antes de serem aplicadas no gel de SDS-PAGE (15% acrilamida), migracoes
andbmalas ainda podem ocorrer devido a diferentes estados oligoméricos da proteina
(SHI et al., 2012). Isso pode explicar a marcacéao de outras bandas de peso molecular
acima do esperado, apesar de ndo observarmos na cromatografia por excluséo por
tamanho estados oligoméricos acima de dimeros (Figura 11). Outra possibilidade
que também explica a marcacdo de varias bandas na amostra de LcdCpas é a
guantidade de amostra aplicada no gel de SDS-PAGE (15% acrilamida), como foi
aplicado grande quantidade de proteina, estados oligoméricos da proteina que estédo
em baixa quantidade sdo marcados no Western Blotting devido a sensibilidade do
ensaio, pois em gel de SDS-PAGE (15% acrilamida) corado com Coomassie Brillant
Blue, vemos apenas uma banda (Figura 9 ). Algo semelhante também foi observado
para a proteina LcdGpas a qual também elui em apenas um pico na cromatografia

por exclusdo de tamanho (Figura 11).
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A) B)
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E) F)
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Padrdo

Figura 9 - Géis SDS-PAGE (15% acrilamida) comprovando a purificacdo das oito
proteinas utilizadas neste trabalho. A) Bandas oriundas da purificacdo de
LcdAras que possui 15,5 KDa. B) Bandas oriundas da purificacdo de LcdBpas
que possui 15,8 KDa. C) Bandas oriundas da purificacdo de LcdCpas que possui
14,9 KDa. D) Bandas oriundas da purificagdo de LcdDpas que possui 15,4 KDa.
E) Bandas oriundas da purificagéo de LcdEpas que possui 15,3 KDa. F) Bandas
oriundas da purificacdo de LcdFpas que possui 15,5 KDa. G) Bandas oriundas da
purificacdo de LcdGpas que possui 16,6 KDa. H) Bandas oriundas da purificacao
de LcdD que possui 37 KDa.
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A) B ) LcdD

LedAras  LedBeas LedCras  LedDeas LedEeas  LedFeas  LedGeas

Figura 10 - Western Blotting anti poli histidinda. A) Marcacédo das sete proteinas PAS
purificadas. B) Marcacédo da LcdD (a qual possui os dominios PAS e GGDEF).
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Figura 11 - Pico de eluicdo das proteinas LcdCpas (em A) e LcdGpas (em B) utilizando
cromatografia por exclusdo de tamanho (coluna Superdex 75 10/300 GL).
Nestes cromatogramas € possivel observar que cada proteina apenas um pico
de eluicéo.
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4.3 ldentificacdo por espectrometria de massas do ligante de LcdDras

Para identificar o ligante de LcdDras foi feita a expresséo da proteina em meio
rico seguida pela purificacdo por afinidade ao niquel e cromatografia por excluséo de
tamanho. Em seguida a proteina foi desnaturada por aquecimento a 100 °C para que
a proteina liberasse o ligante. Em seguida a amostra foi centrifugada a 20.000 x g
por 30 min; o pellet foi descartado e o sobrenadante foi analisado por espectrometria
de massas acoplado ao HPLC (High performance liquid chromatography). Este
experimento foi realizado em colaboracdo com laboratério da Prof2 Dra. Taicia
Pacheco Fill, juntamente com o doutorando Jonas Henriqgue Costa (ambos do
instituto de quimica da UNICAMP).

Ao aplicar a amostra no HPLC foi possivel observar um pico em 3 min o qual
nao ocorria no controle negativo (amostra contendo apenas o tampéo da proteina),
este pico foi aplicado no espectrébmetro de massas e gerou uma molécula com massa
molecular de 284,13 g/L. A fragmentacdo da molécula no espetrdmetro de massas
também foi feita para auxiliar na identificacdo da molécula que parecia ser a
brevianamida F.

Para provar que se tratava da brevianamida F, esta foi quimicamente
sintetizada pelo Prof.° Dr. Igor Dias Jurberg (UNICAMP) e aplicada no HPLC-MS/MS.
A brevianamida F sintetizada eluiu no HPLC no mesmo tempo que o ligante de
LcdDpas e fragmentou no espetrdmetro de massas da mesma forma que o ligante,

comprovando que a molécula ligada a LcdDpas é brevianamida F (Figura 12).

A) 106 +ESI EIC{284,1300) Brevianamide F x10 4 +ESI Scan ft: 3,022 min) Brevianamide F 103 +ESI Product lon {t: 3,053 min) CID@25,0 (284,13000fz=1) > ™) Brevianamide F
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Figura 12 - Resultado de espectrometria de massas do ligante presente em LcdDeas.
A) Resultado do controle positivo brevianamida F sintetizada. B) Resultado obtido
ao aplicar o sobrenadante da amostra fervida de LcdDpas. C) Tampdo utilizado
para purificacdo da proteina LcdDeas (controle negativo).
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Formula molecular: C;cH;7N50,
- Nome: Brevianamida F
Y 17 Sindnimo: ciclo L-Prolina L-Triptofano

Peso molecular: 283,32 g/mol

Figura 13 - Molécula detectada por espectrometria de massas como sendo o ligante
de LcdDeas.

4.4  Cristalizacao das proteinas LcdCpas LcdDpas € LcdGras

A proteina LcdCras foi cristalizada e teve suas fases resolvidas pelo o grupo do
Dr. Ray Owens, chefe da Facility de Producdo de Proteinas de Oxford (Oxford
Protein Production Facility OPPF-UK) no Reino Unido, a metodologia utilizada esta
em vias de publicagdo. A proteina LcdDpras também havia sido cristalizada pela
Oxford Protein Production Facility OPPF-UK, porém apds a identificacdo da
interacdo desta proteina com Brevianamida F foram feitos novos testes de
cristalizacdo na presenca e na auséncia do ligante. A proteina LcdGpas cristalizou
em 77 condicdes, das quais apenas duas geraram bons dados de difracao por raios-
X usando o Sincrotron do LNLS linha W01B-MX2. As proteinas LcdApas € LcdBpas,
LcdEpas e LcdFpas ndo cristalizaram nas condicdes de cristalizacao testadas (item
3.6). Sendo que as tentativas de cristalizacdo das proteinas, LcdEpas e LcdFpas

foram feitas pela aluna de iniciacdo cientifica Aline Dias da Purificacao.

4.4.1 Estrutura cristalografica da proteina LcdCpas

A proteina LcdCpras cristalizou na concentragdo de 45 mg/mL na condi¢do: 25%
(p/v) polietileno glicol 1.500; 0,1 M MIB System pH 6,0 (Figura 14). O cristal foi
difratado na linha de luz Diamond i04 beamline, obtendo-se resolucéo de 1 A, grupo
espacial P 21. O tamanho da célula unitaria foi de 34,7 A, 62,2 A e 49,5 A e angulos
a, B e yde 90° 107° e 90°, respectivamente. A resolucdo das fases foi feita
experimentalmente pelo nosso colaborador Dr. Ray Owens utilizando a técnica de

insercao de metal pesado de iodo e determinagédo das fases por SIRAS utilizando
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também o sinal andmalo do enxofre das metioninas da proteina, técnica ainda em
vias de publicacdo. Com isso, foi possivel obter a estrutura cristalografica da proteina
LcdCras a qual cristalizou como um dimero na unidade assimétrica — ASU. Além
disso, ha a presenca de um ligante ainda néo identificado em uma das moléculas da
ASU, mas como o cristal difratou em alta resolucédo foi possivel desenhar uma
aproximacédo da estrutura do ligante que sera caracterizada futuramente utilizando

espectrometria de massas em colaboracéo com a Prof.2 Dr.2 Taicia Pacheco Fill.

Tyr81

Vall? o . Alal9
. Gly24
Se\l-‘:f%

Phe77<§ PN
12106 iﬁ:;f/

Tle64 \9«\%

Thr94

Ligante presente em LedC

Figura 14 — Cristalizacéo e estrutura tridimensional de LcdCpas. A) Cristal LcdCpas. B)
Estrutura de LcdCpas mostrando a interface de dimerizacéo cada molécula esta
colorida em azul e verde, o ligante esta colorido em rosa. C) Representagéo
dos aminoécidos que interagem com o ligante (imagem obtida pelo programa
LigPlot). D) Representacdo da localizacdo do sitio de ligacao e dos residuos
envolvidos na ligacdo. E) Densidade eletronica da proteina e do ligante o qual
é referenciado pela seta (2Fqs — Feac = 1.0) (imagem obtida pelo programa
WinCoot CCP4).
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Na andlise estatisticas do diagrama de ramachandran os angulos diedrais

v e ¢ da estrutura de LcdCpas estdo todos em regifes favoraveis (Figura 15).

R ——

R - = = = = =k - -« --- J

-180
-180 0

¢

= A Geral/Pre-Pro/Prolina Favoravel A Geral/Pre-Pro/Prolina Permitida

x Glicina Favoravel x Glicina Permitida

Figura 15 - “Diagrama de Ramachandran” do modelo cristalografico de LcdCpas. N&o
ha presenca de nenhum residuo com angulos fora de regifes favoraveis.

Além disso, o calculo da superficie enterrada (“PDBe &lt; PISA &lt; EMBL-EBI”)
mostra uma area de interface de 1.309,6 A2 entre os mondémeros que compde o
dimero presente na ASU, sugerindo que a dimerizacao ilustrada na (Figura 14-B)

representa um dimero biologicamente relevante.
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Tabela 2 - Dados cristalogréficos e refinamento estatistico da estrutura LcdCeas.

Dados de Raio-X coletados
Grupo espacial P1211
Parametro da célula unitaria
a (A) 34,72
b (A) 62,21
c (A 49,45
Dados do Refinamento
Faixa de resolucdo A 376-1
Rfactor/Rfree (%) 16,8/19,65
Numero de reflexdes 92486
Estatisticas do “Diagrama de Ramachadran” (%)
Regides mais favorecidas 100
Regides permitidas 0,0
Regides nao permitidas 0,0

No diagrama da topologia de dominios € possivel observar que LcdCras
apresenta uma estrutura de dominios o/ composta de cinco fitas 3 flanqueadas por
cinco a hélices (Figura 16), o que condiz com a conservacao da estrutura terciaria
de dominios PAS os quais sdo compostos de cinco fitas  antiparalelas flanqueados
por o hélices as quais fecham o sitio de ligacdo. (HENRY; CROSSON, 2011)
(AMEZCUA et al., 2002) (MOGLICH; AYERS; MOFFAT, 2009).
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Figura 16 - Topologia do dominio da estrutura LcdCpas. Em A) Estrutura terciaria do
monoémero cristalizado. Em B) arranjo da estrutura secundaria de LcdCpas a
qual possui trés a hélices e cinco fitas f.

4.4.2 Estrutura cristalografica da proteina LcdDrpas ligada a brevianamida F e
na forma apo

A proteina LcdDeas foi cristalizada inicialmente em parceria com o grupo do Dr.
Ray Owens, chefe da Facility de Producéo de Proteinas de Oxford (Oxford Protein
Production Facility_ OPPF-UK) no Reino Unido e a estrutura foi resolvida pelo nosso
grupo via substituicdo molecular utilizando a estrutura LcdCpas a qual possui 47% de
identidade com LcdDeas. Durante o processo de refinamento observamos uma
densidade eletrénica no sitio de ligacao na qual a presenca do anel indol era evidente
e isso ajudou na busca por moléculas com grupo indol nos ensaios de espectrometria
de massas. ApOs identificacdo do ligante por espectrometria de massas, conforme
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descrito no item 3.8 foram feitos novos testes de cristalizacdo com e sem

brevianamida F.

Para tanto, a proteina foi expressa em meio minimo M9 e apds a purificacao foi
adicionado 2 mM de brevianamida F gerando o cristal com a presenca de
brevianamida F no sitio de ligacdo. Além disso, 0 mesmo ensaio também foi
realizando adicionando-se 2 mM de triptofano ao invés de brevianamida F, uma vez
gue inicialmente ndo sabiamos se a interacdo com brevianamida F era especifica.
Devido aos resultados obtidos por RMN (item 4.6) no qual foi possivel comprovar
nao haver interagdo entre LcdDras e triptofano, a estrutura de LcdDeas cristalizada
com 2 mM de triptofano na condicéo de cristalizacdo € considerada uma estrutura

apo.

Dessa forma, LcdDeas ligada a brevianamida F cristalizou na concentracdo de
28 mg/mL na condicdo de 0,1M Bis tris pH 5,7; 20% PEG 10000 e 0,1M acetato de
amonio (Figura 17). O cristal foi difratado na linha de luz W01B-MX2 do LNLS
(Campinas), obtendo-se a resolucdo de 2 A com a presenca de trés moléculas na
unidade assimétrica — ASU, os dados cristalograficos oriundos da difracdo e do
refinamento estdo apresentados na Tabela 3. Mas, ainda ha necessidade de concluir

etapas finais de refinamento e validacdo da estrutura.

A estrutura foi resolvida através da técnica de substituicdo molecular utilizando
a primeira estrutura obtida da proteina LcdDpas como modelo. Apés a adicédo de
brevianamida F foi possivel obter uma estrutura que comprovou a interacéo e
elucidou melhor a interface de interacdo proteina-ligante (Figura 18). A estrutura
esta sendo refinada usando os programas WinCoot CCP4 e Refmac, os dados atuais

de Rrree € RFactor S80 de 21,9% e 27% respectivamente.

O calculo da superficie enterrada (“PDBe &lt; PISA &lt; EMBL-EBI”) mostra uma
area de interface de 1.234,5 A2 entre as cadeias A e C presentes na Figura 17 a
seguir o que sugere que esta interacdo represente um dimero biologicamente

relevante.

A analise estatistica do diagrama de ramachandran (Figura 19) mostra que a

maioria dos angulos diedrais vy e ¢ presentes na estrutura de LcdDpas com
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brevianamida F estdo em regides favoraveis (98%) e apenas 1,2% estdo em regides

adicionalmente favoraveis ndo havendo angulos em regides nao favoraveis.

Em seguida foi feito um diagrama da topologia de dominios no qual é possivel
observar que LcdDeas ligada a brevianamida F apresenta uma estrutura de dominios
o/p composta de cinco fitas  antiparalelas flanqueadas por cinco a hélices (Figura
20) o que novamente condiz com a conservacao da estrutura de dominios PAS os
quais sdo compostos de cinco fitas p antiparalelas e o hélices que fecham o sitio de
ligagdo (HENRY; CROSSON, 2011) (AMEZCUA et al., 2002).

Figura 17 - Cristalizag&o e estrutura tridimensional de LcdDpas ligada a brevianamida
F. A) Cristais de Lcdpeas ligada a brevianamida F. B) Estrutura de LcdDeas
mostrando a interface de dimerizacdo entre a cadeia A (em verde) e a cadeia C
(em laranja) e a molécula de brevianamida F estd em azul.
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Figura 18 — Sitio de interacdo de LcdDpas com brevianamida F. A) Representacdo dos
aminoacidos de LcdDeas que interagem com brevianamida F (imagem obtida
pelo programa LigPlot). B) Representacdo da localizacdo dos residuos
envolvidos na interacdo com brevianamida F. C) Densidade eletrdnica da
proteina e do sitio de ligacdo com brevianamida F indicado pela seta (Fo — Fcalc
= 1.0), imagem obtida através do programa WinCoot CCP4. D) Densidade
eletrdnica da proteina e do ligante brevianamida F indicado pela seta (2Fobs —
Fcalc = 1.0), imagem obtida através do programa WinCoot CCP4.
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Figura 19 - “Diagrama de Ramachandran” do modelo cristalografico de LcdDpas
cristalizada com brevianamida F. Nenhum residuo possui angulos em
regibes nao favoraveis.
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Figura 20 - Topologia do dominio da estrutura LcdDpas ligada a brevianamida F. A)
Estrutura do mondmero cristalizado referenciando a localizagcéo das a hélices e
fitas B. B) Arranjo da estrutura secundaria de LcdDpas @ qual possui cinco o
hélices e cinco fitas p.

Além da forma ligada a brevianamida F, foram feitos testes de cristalizacao da
proteina LcdDpas expressa em meio minimo M9 (forma apo) a qual cristalizou na
concentragdo de 28 mg/mL na condi¢do: 0,1M Bis tris, pH 5,5; 0,1M Acetato de
amonio; 17% w/v PEG 10000 com adi¢do de 2 mM de triptofano. O cristal de LcdDpas
apo difratou na linha de luz WO1B-MX2 do LNLS (Campinas) e foi obtido dados de
difrac&o até 2,9 A com a presenca de trés moléculas na unidade assimétrica — ASU,
os dados cristalogréaficos oriundos da difracéo e do refinamento estdo apresentados
na tabela 3. A imagem do cristal e de sua estrutura resultante estdo apresentados

na figura 21. A estrutura foi resolvida através da técnica de substituicdo molecular
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utilizando a primeira estrutura obtida da proteina LcdDpas como modelo. Os dados
estdo sendo refinados utilizando os programas Refmac 5 e WinCoot CCP4, os

valores atuais de Rree € Rractor S80 de 33,2 e 20,6 respectivamente.

O célculo da superficie enterrada de LcdDras na forma apo (“PDBe &lt; PISA
&lt; EMBL-EBI”) mostra uma area de interface de 1.280,6 A2 entre os monémeros
gue compde o dimero presente na ASU, sugerindo que este represente um dimero
biologicamente relevante. Além disso, a estrutura obtida € muito similar a estrutura
de LcdDpas em complexo com Brevianamida F a qual também contém 3 moléculas

na unidade assimétrica e ha formag&o de um dimero.

E importante mencionar que ensaios de ressonancia magnética nuclear (RMN)
mostraram que a proteina LcdDeas interagem especificamente com Brevianamida F,
ou seja, ndo ha interacdo com triptofano (resultados mostrados a seguir no item 4.6).
Por isso, € possivel considerar que a presenca do triptofano na cadia B do dimero
seja um artefato cristalografico decorrente da adicdo de 2 mM de triptofano na
condicao de cristalizacdo, além disso h4 a presenca de um acetato (presente na
condicdo de cristaliza¢do) na cadeia A o que provavelmente deve-se a um artefato
cristalografico. Logo, € possivel considerar esta estrutura como sendo uma forma

apo de LcdDpas.
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Figura 21 - Cristalizagdo e estrutura tridimensional de LcdDpas apo. A) Cristal de
LcdDeas apo. B) Estrutura de LcdDpas mostrando a interface de dimerizacao
entre as cadeias A (em amarelo) e B (em verde); a mesma regido de cada
monémero € ocupada por diferentes moléculas: acetato (seta preta) e
triptofano (seta vermelha). C) Representacdo dos aminoacidos de LcdDeas
gue interagem com triptofano na estrutura. D) Mapa de densidade eletrdnica
da cadeia B com a presenca de um triptofano (seta vermelha) (2Fobs — Fcalc
= 1.0), imagem obtida através do programa WinCootCCP4. E) Mapa de
densidade eletrbnica da cadeia A com a presenca de um acetato (2Fobs — Feaic
= 1.0) imagem obtida através do programa WinCootCCP4.



60

Apos obtencdo dos dados cristalograficos foi feito analise estatisticas do
diagrama de ramachandran para andlise dos angulos diedrais y e ¢ presentes na
estrutura de LcdDras apo (Figura 22) sendo que 93,1% dos angulos desta estrutura
estdo em regides favoraveis e apenas 6,9% estdo em regibes adicionalmente

favoraveis e ndo ha presenca de angulos em regides nédo favoraveis.
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Figura 22 - “Diagrama de Ramachandran” do modelo cristalografico de LcdDeas apo.
Nenhum residuo possui angulos em regiées nao favoraveis.

Apbs a obtencao da estrutura cristalogréafica de LcdDeas na forma apo e analise
do diagrama de ramachadran foi feito um diagrama da topologia de dominios no qual

€ possivel observar que LcdCpas apresenta uma estrutura secundéaria de dominios
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o/pp composta de cinco fitas B por cinco a hélices (Figura 23) mantendo a mesma

estrutura secundaria da forma ligada a brevianamida F.

Figura 23 - Topologia do dominio da estrutura LcdDpas apo. A) Estrutura do monémero
cristalizado. B) Topologia dos dominios de LcdDpas @ qual possui cinco o
hélices e cinco fitas p.

Tabela 3 - Dados cristalogréaficos e refinamento estatistico da estrutura LcdDeas na
forma apo e complexada a brevianamida F.

Dados de Raio-X coletados

LcdDeas ligada a
LcdDeas apo _ _
brevianamida F
Grupo espacial p222 P 222

Parametro da célula

unitaria
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a (A) 48 48
b (A) 55 55
c (A) 140 143
Faixa de resolucéo (A) 50-3(3,11-3) |50-1,99(2,06-1,99)
Numero de reflexdes
_ 40682 149714
totais
Numero de reflexdes
o 8070 26612
dnicas
Completeza (%) 99,2 (99,4) 99,2 (99,5)
Redundanica 5 5,6
\/erro 12,6 (6,6) 25,2 (7,9)
R-fac (%) 7.4 (17,8) 3,3 (17,5)
Dados do Refinamento
Faixa de resolucdo A 50 - 3 30-1,99
Riactor/Riree (%) 20,6/33,2 21,9/27
Numero de reflexdes 7622 25217
Estatisticas do “Diagrama de
Ramachadran” (%)
Regides mais favorecidas 93,1 98,8
Regides permitidas 6,9 1,2
Regides ndo permitidas 0,0 0,0

O alinhamento entre a estrutura apo e a estrutura ligada a brevianamida F é

muito similar (RMSD = 0,609), isto provavelmente deve-se a uma selecdo de

conformacgdo para cristalizacdo uma vez que os espectros de 'H-1>N (HSQC)

apresentados no item 4.6 mostram grandes diferencas estruturais entre a proteina

ligada a brevianamida F e a proteina na forma apo. No entanto, é interessante

observar os aminoacidos que fecham o sitio de interacdo, sobretudo os aminoacidos

F66, F54 e F69 os quais movem sua cadeia lateral ao interagir com brevianamida F

fechando o sitio de interacao (Figura 24).
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| LedDras com Brevianamida F
M LcdDeas APO
B Brevianamida F

Figura 24 - Sobreposicéo das estruturas cristalogréficas e do sitio de interagdo com
brevianamida F de LcdDpas na forma apo e ligada. A) Sobreposicédo dos
dimeros na forma apo e ligada. B) Diferengas estruturais encontradas no sitio
de interacdo entre a proteina apo (em vermelho) e ligada (em verde).

4.4.3 Estrutura cristalografica da proteina LcdGpas

A proteina LcdGeas cristalizou na concentracdo de 7 mg/mL na condi¢éo: 0.2
M sulfato de litio monoidratado; 0.1 M HEPES, pH 7.5; 25% PEG 3,350. O cristal foi
difratado na linha de luz WO1B-MX2 do LNLS (Campinas), obtendo-se a resolucéo
de 2,3 A e apresenta um grupo espacial P 31. O tamanho da célula unitaria € de 66,1
A, 66,1 Ae 146 A e angulos a, B e y de 90°, 90° e 120° respectivamente, os dados
cristalograficos oriundos da difracéo e do refinamento estdo apresentados na tabela
4.

A resolucao das fases foi feita pela técnica de substituicdo molecular utilizando
a proteina LcdCpas como modelo, cuja identidade corresponde a 44% quando
comparada a proteina LcdGpas em questdo. Com isso, foi possivel obter a estrutura
cristalografica da proteina LcdGpas a qual cristalizou com seis mondmeros na
unidade assimétrica — ASU. Em todos os seis mondmeros presentes na estrutura ha
uma densidade eletrbnica correspondente a um provavel ligante ainda nao
identificado, porém € possivel ajustar perfeitamente um citrato na densidade
eletrbnica presente no sitio de ligacéo. Interessante ressaltar que nas estruturas

LcdCras e LcdDras quando so ha densidade eletrbnica correspondente a um ligante
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em uma das cadeias constituinte do dimero, ja na estrutura de LcdGpas ha presenca

de um ligante em ambas as cadeias dos dimeros.

Os dados estéo sendo refinados utilizando os programas Refmac 5 e WinCoot
CCP4, os valores atuais de Rfree € Rfactor S840 de 26,95 e 19,9 respectivamente.
Futuramente serd feito a identificacdo deste ligante por espectrometria de massas.

Os dados estruturais de LcdGras estao dispostos a seguir (Figura 25):
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Figura 25 — Cristalizacéo e estrutura tridimensional de LcdGepas. A) Cristal de LcdGeas.
B) Estrutura de LcdGpas mostrando os seis mondémeros que constituem a
unidade assimétrica sendo que cada cadeia esta representada por uma dada
cor. C) Estrutura de LcdGpas mostrando a interface de dimerizacdo entre as
cadeias B (em azul) e F (em laranja). D) Representacao dos residuos que
interagem com citrato (provavel ligante). E) Representacdo da localizacdo
tridimensional dos residuos que interagem com citrato. F) Mapa de densidade
eletrénica (2Fobs — Feac = 1.0) da regido de interacdo entre LcdGeas € citrato
(evidenciado pela seta), dados obtidos pelo programa WinCoot e CCP4.
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Apbs obtencdo dos dados cristalograficos de LcdGpas foi feito analise
estatisticas dos angulos diedrais y e ¢, 0 diagrama de ramachandran mostra que
97,6% dos angulos desta estrutura estdo em regides favoraveis e apenas 2,4% estao
em regides adicionalmente favoraveis e nenhum angulo esta em regiao nao favoravel
(Figura 26).
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Figura 26 - “Diagrama de Ramachandran” do modelo cristalografico de LcdGpas apo.
Nenhum residuo possui angulos em regiées nao favoraveis.
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A estrutura de LcdGpas apresenta dominios o/ composta de cinco fita f3
flanqueada por cinco o hélices (Figura 27) que é a estrutura secundaria tipica dos
dominios PAS (HENRY; CROSSON, 2011) (AMEZCUA et al., 2002).

A)

Figura 27 - Topologia do dominio da estrutura LcdGpas. Em A) estrutura do monémero
cristalizado. Em B) arranjo da estrutura secundaria de LcdDPAS a qual possui
cinco a hélices e cinco B folhas.
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Tabela 4 — Dados cristalograficos e refinamento estatistico da estrutura LcdGeas

Dados de Raio-X coletados

Grupo espacial P31
Parametro da célula unitaria
a (A 66,12
b (A) 66,12
c (A 145,99
Dados do Refinamento
Faixa de resolucdo A 28-2.3
Rtactor/Riree (%) 19,9/26,95
Numero de reflexdes 30025

Estatisticas do “Diagrama de Ramachadran” (%)

Regides mais favorecidas 97,6
Regides permitidas 2,4
Regides nao permitidas 0,0

O calculo da superficie enterrada de LcdGpas (“PDBe &lt; PISA &lt; EMBL-EBI”)
mostra uma area de interface de 7.129 A2entre as cadeias B e F, sugerindo que este

represente um dimero biologicamente relevante.

Ao comparar os dimeros presentes nas quatro estruturas resolvidas neste
trabalho (LcdCreas, LcdDeas ligada a brevianamida F, LcdDeas apo e LcdGpas) €
possivel observar que ha pouca diferenca entre as estruturas, sendo que o principal
sitio de divergéncia é a primeira a hélice responséavel pela dimerizacao das proteinas
(Figura 28).
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Figura 28 - Sobreposicdo em pares das quatro estruturas obtidas. A) Sobreposicéo de
LcdDras apo com LcdDeas cristalizada com brevianamida F. B) Sobreposicdo de
LcdDpas apo com LcdCpas. C) Sobreposicdo de LcdDeas apo com LcdGeas. D)
Sobreposicdo de LcdDeas cristalizada com brevianamida F com LcdCeas. E)
Sobreposicado de LcdDeas cristalizada com brevianamida F com LcdGeas. F)
Sobreposicao de LcdCpas com LcdGpas.
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Junto dos dados de sobreposicdo de cada dimero presente na unidade
assimétrica das estruturas foi obtido o valor de RMSD para comparar melhor as

diferencas entre cada estrutura. Os dados estéo sintetizados a seguir (Tabela 6):

Tabela 5 - Valores de RMSD da comparacdo em pares dentre as quatro estruturas
obtidas. Estes dados mostram que a estrutura de LcdDpas cristalizada com
triptofano (apo) e com brevianamida F (holo) diferenciam pouco entre si. Ja
dentre as diferentes proteinas a LcdDpas é a que mais apresenta divergéncia
tanto na forma apo quanto na forma ligada a brevianamida F. Dados obtidos
através do programa PyMol.

Estruturas sobrepostas RMSDca
LcdDpas com triptofano vs LcdDpas com brevianamida 0,4
LcdDpas apo vs LcdCpas 2,7
LcdDpas apo vs LcdGpas 2,4
LcdDpas com brevianamida F vs LcdCpas 2,8
LcdDpas com brevianamida F vs LcdGeas 2,5
LcdCpas vs LcdGpas 1

Logo, comparando os dados estruturais obtidos através de cristalografia a
estrutura cristalizada de LcdDpeas na forma apo e ligada a brevianamida F néo
apresentam grandes diferencas. Entre as estruturas das proteinas LcdDpas, LcdCpas
e LcdGeas as estruturas obtidas de LcdCras e LcdGras séo mais semelhantes entre
si quando comparadas a estrutura de LcdDras tanto na forma apo como na forma

ligada, o que corrobora com os dados da arvore filogenética obtidos no item 4.1.

4.5 Determinacao do estado de oligomérico das proteinas em estudo

A determinacdo dos estados oligoméricos dos dominios PAS das sete
proteinas foi realizada através de cromatografia por exclusao por tamanho utilizando
a coluna Superdex 75 10/300 GL (GE Healthcare Life Sciences) previamente
calibrada utilizando o Kit “Gel Filtration Calibration kits LMW (GE Healthcare Life
Sciences)”. Todos os ensaios foram realizados em triplicata e tiveram o desvio
padrdo calculado. Os dados obtidos foram tratados e as massas moleculares

experimentais calculadas (Tabela 3). Todas as proteinas eluiram como dimeros
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(Figura 29), condizente com os dados estruturais das proteinas LcdCpas, LcdDpas e

LcdGeas, que cristalizaram como homodimeros.

E possivel observar que a maioria das proteinas mesmo quando apresentam
um pequeno pico correspondente a um oligbmero ha um predominio de dimeros na
populagdo. As Unicas excec¢bes sdo a LcdApras, LcdDras € LcdGpas nas quais ha
formacdo de dimero, porém este estado ndo é predominante. A proteina LcdApas
apresenta um equilibrio entre hexamero e dimero. A proteina LcdGpas apresenta
uma base larga cujo volume de elui¢cao do pico corresponde a um intermediario entre
mondmero e dimero, 0 mesmo padréo de eluicdo ocorre com a proteina LcdDpas. Os

pesos tedricos e experimental de cada proteina estdo apresentados na tabela 7.

Os padrdes utilizados no ensaio e seus respectivos volumes de elui¢cao foram:
blue dextran (peso: 2000 KDa) que eluiu em 8,07 mL; canalbumina (peso molecular:
75 KDa) que eluiu em 9,14 mL; ovalbumina (peso: 44 KDa) que eluiu em 9,79 mL;
anidrase carbonica (peso: 29 KDa) que eluiu em 11,14 mL; ribonuclease (peso: 13,7

KDa) que eluiu em 13 mL.

Determinagao do Estado Oligomérico dos Dominios PAS

50—

——LcdA(PAS)
——LcdB(PAS)
LodC(PAS)
LcdD(PAS)
LcdE(PAS)
LadF(PAS)
LcdG(PAS)

Absorbancia {(mAu)

| T
7 8 9 10 11 12 13 14 15 18 17
volume (mL)

Figura 29 - Picos de eluicdo de cada dominio PAS para determinacdo do estado
oligomérico. Neste cromatograma apenas a proteina LcdAras apresenta dois
picos de eluicdo mostrando haver dois estados oligoméricos distintos. As
proteinas LcdBpas, LcdCpas, LcdEpas € LcdFpas apresentam picos de eluicao
correspondentes ao estado de dimero, mas as proteinas LcdDpas € LcdGpas
eluem com picos mais alargados que representam um equilibrio entre
monoémero e dimero em solucéo.
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Todos os ensaios foram realizados em triplicata e tiveram o desvio padrdo

calculado. Os dados obtidos foram tratados e as massas moleculares experimentais

calculadas (Tabela 7).

Tabela 6 - Determinacdo do estado oligomérico das sete proteinas PAS através da
comparacao entre o peso experimental e o peso tedrico. A maior parte das
proteinas possuem picos correspondente a dimeros em solucdo, porém a
proteinas LcdApas, possui dois picos de eluicdo no qual um corresponde a
dimero e o0 outro corresponde a um oligbmero. Ja as proteinas LcdDpas €
LcdGpas apresentam valores de peso molecular experimental abaixo do
correspondente ao estado de dimero, mas acima do estado de mondmero,
provavelmente devido a um equilibrio monémero dimero.

Peso Peso
. molecular | Pico de molecular . -
Proteina o C ; Estado oligomérico
teorico |eluicdo | experimental
(KDa) (KDa)
Pico 1 86,4+0,4 Oligbmeros
LcdA 15,5 . ; ’ -
PAS Pico2 | 34,2+0,06 Dimero
LcdBpas 15,8 Pico 1 38,2 £ 0,07 Dimero
LcdCrpas 14,9 Pico 1 30,1 +£0,87 Dimero
LcdDepas 15,4 Pico 1 238x15 Equilibrio monémero/dimero
Pico 1 91,6 £0,6 Oligbmeros
LcdE 1
cdEpas >3 TPico2 | 34109 Dimero
Pico 1 92,2+6,0 Oligbmeros
LedPeas | 155 Mpico2 | 354405 Dimero
16.6 Pico 1 85,2+1,2 Oligbmeros
LcdGeas ’ Pico 2 21,3+2.2 Equilibrio monémero/dimero

4.6 Ensaios deinteragdo por RMN

Para comprovar a interacdo de LcdDras com brevianamida F e identificar a

especificidade desta interagdo, a proteina LcdDpas foi expressa em meio minimo M9

marcado com **N e purificada por afinidade ao niquel, clivagem da cauda de histidina

e cromatografia de exclusdo de tamanho, em seguida os dados obtidos por

ressonancia nuclear magnética (RMN) foram realizados em parceria com o

laboratério do Prof. Dr. Roberto Kopke Salinas, pelo doutorando Phelipe Augusto

Mariano Vitale.

Inicialmente foi feito um espectro de 'H-1°>N (HSQC) da proteina LcdDpas na

concentragéo de 0,4 mM (Figura 30).
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Figura 30 - Espectro de *H >N HSQC da proteina LcdDpas apo. Neste espectro a proteina
aparenta estar pouco estruturada com picos alargados.

Para os experimentos de interacdo com ligantes foram utilizados a
brevianamida F (ciclo L-prolina L-triptofano), prolina e triptofano nas concentracdes
de 0,4 mM, 0,8 mM, 1,6 mM, 3,2 mM de cada ligante, sendo que essas

concentracfes correspondem a respectiva relacdo proteina/ligante: 1:1; 1:2; 1:4; 1:8.

Dentre os ensaios de interacdo proteina-ligante somente a titulacdo com
brevianamida F apresentou interacdo com a proteina LcdDeas (Figura 31) sendo que
desde o primeiro ponto (concentracao proteina ligante 1:1) ja foi possivel observar
uma grande diferenca no espectro, tanto com surgimento de novos picos como
estreitamento de picos, sendo que houve diferenga do espectro entre cada ponto de
titulacdo até atingir o valor de 1:4 (proteina/ligante) de forma que ndo ha diferenca
entre os espectros 1:4 e 1:8 (proteina/ligante). Dentre as diferencas observada nos
espectros entre a forma apo e a complexada com brevianamida F esta o
deslocamento de pontos correspondentes ao triptofano o qual realiza interacéo de n

stacking na estrutura cristalografica.
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Figura 31 - Espectro de correlacéo *H-®°N HSQC da proteina LcdDeas frente a diferentes
titulacdes do ligante brevianamida F. Em A) espectro da proteina na forma
apo para efeito de comparacdo. Em B) Espectro da proteina saturada com
brevianamida F, é possivel observar grandes diferencas entre a forma apo e a
ligada com surgimento de diversos pontos, aumento de resolucéo de cada ponto
além de deslocamento de pontos.
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O mesmo experimento de titulagcdo também foi feito com prolina e triptofano,
nas mesmas concentracbes. Porém, nem mesmo na concentracdo de 1:8
(proteinal/ligante) houve qualquer diferenca no espectro que indicasse interacédo
entre LcdDpas e prolina ou triptofano (Figura 32). Logo, a interagdo com
brevianamida F é especifica de forma que a presenca de triptofano no sitio de ligacéo
na estrutura cristalografica de LcdDras apo provavelmente deve-se a um artefato

cristalografico devido a adicdo de 2 mM de triptofano na condicao de cristalizagéo.
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Figura 32 - Sobreposicao dos espectros da proteina LcdDeas apo frente a adi¢cdo de
triptofano e prolina. Em A) sobreposicdo do espectro apo com 0 espectro
obtido na adicdo de 3,2 mM de prolina (1:8 proteina/ligante). Em B)
sobreposi¢cédo do espectro apo com o espectro obtido na adicéo de 3,2 mM de
triptofano (1:8 proteina/ligante).



76

Além disso, também foram realizados experimentos de interacdo proteina-
proteina com LcdDpas apo marcada com *°N na concentracdo de 0,4 mM frente as
outras seis proteinas: LcdApas (Figura 33), LcdBeas (Figura 34), LcdCpas (Figura
35), LcdEpas (Figura 36), LcdFpas (Figura 37) e LcdGeas (Figura 38) todas na
mesma concentracdo de 0,4 mM, ou seja, relacdo 1:1 proteina/proteina. Neste
experimento somente a adi¢cdo da proteina LcdBpas gerou altera¢des importantes no
espectro da proteina LcdDpas marcada com '°N (Figura 34) o que mostra haver

interacdo entre a proteina LcdDpas(apo) e LcdBeras.

® LcdD,, (APO) — 105
® LcdD,, (APO) +LcdA, ~

w,("*N)ppm
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Figura 33 — Sobreposicéo do espectro de correlagdo *H-®*N HSQC da proteina LcdDeas
apo frente o espectro da proteina LcdDpas apo com LcdApas. Neste
experimento ndo houve alterac@o do espectro que evidenciasse interagao entre
essas proteinas nesta condigéo.
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Figura 34 - Comparacdo do espectro de correlacdo *H-'>N HSQC da proteina LcdDpas
apo frente o espectro da proteina LcdDpas apo com LcdBeas. A) Espectro da
proteina LcdDpas apo para feito de comparacédo. B) Espectro da proteina LcdDpas
apo com LcdBpas para efeito de comparagéo. C) Sobreposicdo de ambos o0s
espectros, as setas indicam as principais diferencas observadas entre os
espectros obtidos o que mostra haver interacdo entre essas proteinas nesta
condicéo.
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Figura 35 - Sobreposicdo dos espectros de correlacdo H-N HSQC da proteina
LcdDpas apo frente o espectro da proteina LcdDpas apo com LcdCpas.
Neste experimento ndo houve alteragbes do espectro que evidenciasse
interagd@o entre essas proteinas nesta condigdo.

PAS

® LcdD,, (APO) + LcdE,

PAS

® LcdD, (APO) — 105

w,(*N)ppm

130

IIII‘IIII|lllI|IIII|llII|IIII|IIII|IIII|IIII|IIII|IIII|
11,5 11.0 105 100 95 9.0 8.5 8.0 7.5 7.0 6.5 6.0
w,('"H)ppm

Figura 36 - Sobreposicdo dos espectros de correlagdo H-'®N HSQC da proteina
LcdDeas apo frente o espectro da proteina LcdDpas apo com LcdEpas.
Neste experimento ndo houve alteracdes do espectro que evidenciasse
interacdo entre essas proteinas nesta condigéo.
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Figura 37 - Sobreposicdo dos espectros de correlagdo H-N HSQC da proteina
LcdDeas apo frente o espectro da proteina LcdDpas apo com LcdFpas. Neste
experimento ndo houve alteracbes do espectro que evidenciasse interagado
entre essas proteinas nesta condigéo.
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Figura 38 - Sobreposicdo dos espectros de correlacdo *H-N HSQC da proteina
LcdDeas apo frente o espectro da proteina LcdDpas apo com LcdGeas.
Neste experimento ndo houve alteracbes do espectro que evidenciasse
interacao entre essas proteinas nesta condicao.
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ApOs o término dos ensaios de interacao proteina-proteina com LcdDeas apo,
foram feitos testes de interacéo proteina-proteina na presenca de brevianamida F na
concentragdo 1:4 (0,4 mM LcdDeas; 1,6 mM brevianamida F) com o intuito de
identificar interac&o entre proteinas mediada pela presenca de brevianamida F. Para
tanto, foram utilizadas novamente as proteinas LcdApas (Figura 39); LcdBpas
(Figura 40); LcdCpas (Figura 41); LcdEpas (Figura 42); LcdFeas (Figura 43) e
LcdGeas (Figura 44) na concentracdo de 0,4 mM. Neste experimento foi possivel
observar que a proteina LcdDras na presenca de brevianamida F n&o interage com
LcdBras, mas sim com a proteina LcdCpas ou seja, a presenca do ligante afeta a

interacao proteina-proteina.

® LcdD,,(1:4 Brevianamida) — 105
® LcdD,, (1:4 Brevianamida) + LcdA, L —
'Y ° L
° SO ® —110
@o 'Od b ‘ :
" & &. ‘ - e
® e ] ® —115 a
& o 0y p.oé_d Re. - 2
’ (L] L. Z
9 @ ".' ® ’w.w e ) — =L
0 0, e © — 120 ==
S @ i 8 ® ‘o — 3
L4 @ “o » o L
! o —125
° . 0 & o L
° f—
® L
—130
||l||||||||l|l|||l||l||l||l|||||l||l|||||l||||||||l|||‘
115 110 105 100 95 90 85 80 75 70 65 60
w,("H)ppm

Figura 39 - Sobreposicdo dos espectros de correlacdo H-N HSQC da proteina
LcdDeas com brevianamida F frente o espectro da proteina LcdDpas com
brevianamida F com LcdApas. Neste experimento ndo houve alteragbes do
espectro que evidenciasse interacao entre essas proteinas nesta condicao.
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Figura 40 - Sobreposicdo dos espectros de correlacdo H-®N HSQC da proteina
LcdDeas com brevianamida F frente o espectro da proteina LcdDpas com
brevianamida F com LcdBpas. Neste experimento ndo houve alteragbes do
espectro que evidenciasse interacao entre essas proteinas nesta condicao.
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Figura 41 — Comparacéo do espectro de correlagdo *H-®N HSQC da proteina LcdDpas
ligada a brevianamida F frente o espectro da proteina LcdDeas ligada a
brevianamida F com LcdCpas. Em A) espectro da proteina LcdDeas ligada a
brevianamida F para feito de comparacdo. Em B) espectro da proteina LcdDpas
ligada a brevianamida F com LcdCpas para efeito de comparagdo. Em C)
sobreposi¢cdo de ambos 0s espectros, as setas indicam as principais diferencas
observadas entre 0s espectros que consistem, principalmente, em
desaparecimento de picos o0 que evidencia interacdo entre essas proteinas
nesta condicao.
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Figura 42 - Sobreposicdo dos espectros de correlacdo H-N HSQC da proteina
LcdDpas com brevianamida F frente o espectro da proteina LcdDpas com
brevianamida F com LcdEpas. Neste experimento ndo houve alteragdes do
espectro que evidenciasse interacdo entre essas proteinas nesta condicao.
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Figura 43 - Sobreposicdo dos espectros de correlacdo *H-N HSQC da proteina
LcdDeas com brevianamida F frente o espectro da proteina LcdDpas com
brevianamida F com LcdFpas. Neste experimento ndo houve alteragbes do
espectro que evidenciasse interacao entre essas proteinas nesta condicao.
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Figura 44 - Sobreposicdo dos espectros de correlagdo 'H-'®'N HSQC da proteina
LcdDeas com brevianamida F frente o espectro da proteina LcdDpas com
brevianamida F com LcdGpas. Neste experimento ndo houve alteragdes do
espectro que evidenciasse interacao entre essas proteinas nesta condicao.

4.7 Ensaios de termoforese em microescala para o calculo da constante de

dissociacao de interacdo proteina-proteina e proteina-ligante

Apos identificacdo da interacdo entre LcdDeas e LcdBpas na auséncia de
brevianamida F foi feito ensaios de termoforese em microescala para identificar a a

constante de dissociacao.

Inicialmente foi determinado a constante de dissociacdo para formacdo do
homodimero de LcdDeas. Para tanto, foi feita a marcacao da proteina LcdDpas (com
cauda de poli-histidina) conforme descrito nos materiais e métodos (item 3.10) e a
proteina LcdDpas sem cauda de poli-histidina (ou seja, sem capacidade de interagir
com a sonda e gerar ruido) foi utilizada para titulacdo. Os dados obtidos foram
utilizados para ajuste ao modelo de “curva de saturagdo de um sitio” no software
Prims (Figura 45). Os experimentos foram feitos em duplicata e o ajuste dos dados
geraram um Kg = 3,3 +/- 0,6 uM; Bmax = 1,06 +/- 0,04 e R2= 0,9715. E possivel fazer
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a inferéncia sobre o numero de sitios de ligacdo, pois na estrutura cristalogréafica
LcdDpas SO apresenta um sitio de ligagdo na regido N-terminal da proteina e é
possivel dizer que a interagdo observada entre as proteinas LcdDpas corresponde a
dimerizagdo da mesma, pois no item 4.5 foi descrito a determinagdo do estado
oligomérico dos dominios PAS das sete proteinas estudadas, sendo que a proteina

LcdDras elui como um equilibrio monémero/dimero.

Equacéo para ajuste dos dados:

_ BmaxxX
T Kd+X

X = Concentrac¢éo do ligante
Y = Ligacao
Bmax = Ligacdo maxima

Kd = Constante de dissociacao

Homodimero
Lcd DPAS Lcd DPAS

1.0+

Fracdo Ligada
o
T

0.0" T T T I 1
1.0x109%  1.0x10°7  1.0x10°% 1.0x10%5 1.0x10%* 1.0x10

Proteina [M]

Figura 45 - Interacdo entre LcdDpas € LcdDpas utilizando termoforese em microescala.

Para determinar a afinidade da interacéo entre LcdD e LcdB na auséncia de

brevianamida F, vista por RMN, a proteina LcdDpas (com cauda de poli-histidina) foi
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marcada com a sonda “Monolith Protein Labeling Kit RED-NHS 2nd Generation”
(NanoThemper cat# MO-L011). conforme descrito nos materiais e métodos (item
3.10) em seguida foram feitas titulagbes com LcdBpas sem cauda de poli-histidina,
os dados foram ajustados através do software Prism utilizando “curva de saturagéo
para um sitio” (Figura 46). Os experimentos foram feitos em duplicata e o ajuste dos

dados gerou um Kq = 79,2 +/- 0,5 nM; Bmax = 0,89 e R?=0,9827.

Equacao para ajuste dos dados:

_ Bmaxx*X
© Kd+X
X = Concentrac¢éo do ligante
Y = Ligacao
Bmax = Ligacdo maxima
Kd = Constante de dissociacao
LcdBpas LcdDpps
1.04
1]
-]
©
=
4
S 0.5-
On
o
w
®
0.0

I 1 I 1
1.0x10°°  1.0%x10°%  1.0x10%7 1.0x10°® 1.0x10?* 1.0x10?*
Proteina [M]

Figura 46 - Interacdo entre LcdDpas € LcdBpas utilizando termoforese em microescala.
Neste experimento é possivel observar que a interacdo entre LcdDpas € LcdBpas
ocorre com alta afinidade.
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Logo, a afinidade da proteina LcdDpas € maior por LcdBras do que por ela
mesma (LcdDeras), cerca de cem vezes. Isto indica que in vivo ndo ocorra a formagéo
de homodimero e sim, provavelmente, de hetero dimero. Porém, ainda h&
necessidade de comprovar a presenca de LcdB em L. interrogans sorovar
Copenhageni. Além disso, ainda ha necessidade de analisar o estado oligomérico

da interacao entre LcdB e LcdD para confirmacéo da formacéao de heterodimero.

Para identificacdo da afinidade da interacdo entre LcdDpas e brevianamida F,
via termoforese em microescala, incialmente a proteina LcdDpas foi utilizada na
concentragéo de 50 nM para titulagédo com brevianamida F (Figura 47) condi¢ao na
qual ndo houve indicios de interacdo entre brevianamida F e a proteina LcdDpas. NO
entanto, como os dados de cristalografia e RMN comprovam interacdo e sabemos
gue esta proteina € um dimero em solucéo e a constante de dimerizacéo havia sido
calculada previamente (3,3 +/- 0,6 uM) foi feito um novo experimento aumentando a
concentracdo da proteina (para 5 uM) e mantendo as mesmas concentracfes de
brevianamida F nos pontos de titulacdo. Dessa forma, com a proteina em uma
concentracdo que favorece a formacdo de homodimero foi possivel observar
interacdo entre a proteina e brevianamida F (Figura 47) sendo que os dados foram

ajustados para o modelo “Specific binding wiht Hill slope” utilizando o software Prism:
Y = Bmax*X"/Kd"+ Xh
Y: Ligacao especifica
Bmax: Ligacdo méaxima
X: Concentracédo do ligante
Kd: Constante de dissociacao

Ao ajustar os dados neste modelo foi possivel obter um Kgde 6 +/- 0,1 uM
com Nrit de 1 a 2,4 e R? de 0,9794. Porém, apesar de ser possivel ajustar os dados
experimentais neste modelo ha poucos pontos na regiao de inflexdo da curva e
poucos pontos correspondentes a saturacdo da ligacdo. Como esta técnica de
termoforese em microescala normalmente utiliza pouca concentracdo de proteina

para obtencédo dos dados a quantidade de sonda enviada no kit para marcacéo é
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pouca, de forma que inviabiliza utilizacdo de maiores concentracbes de proteina
marcada em cada ensaio 0 que torna a técnica pouco conveniente para
determinacao da afinidade a proteina por brevianamida F, mas é possivel dizer que
o estado oligomérico afeta a interagédo da proteina pelo ligante. Para confirmacao da
afinidade da interacdo proteina-ligante e informacdes sobre a cooperatividade do
sistema foi feito experimentos de calorimetria de titulacdo isotérmica (Isothermal

titration calorimetry — ITC).
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Figura 47 - Interacdo entre LcdDeas e brevianamida F utilizando termoforese em
microescala. Em A) ndo ocorre interacdo entre a proteina e seu ligante. Em B)
0 aumento da concentracdo da proteina LcdDpas gera interagcdo com
brevianamida F sugerindo a necessidade de dimerizacdo para interacdo com o

ligante.
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4.8 Interagao entre LcdDpas e Brevianamida F por ITC (Isothermal Titration

Calorimetry)

Os ensaios de termoforese em microescala ndo foram conclusivos para
entendimento da afinidade de LcdDpas por brevianamida F, foram feitos experimentos
de calorimetria de titulacdo isotérmica (Isothermal Titration Calorimetry — ITC)
utilizando a proteina na concentracdo de 60 uM (acima de sua constante de
dissociacao para formacao de homodimero que é de 3,3 uM) conforme descrito nos
materiais e métodos (Iltem 3.11). Os dados foram processados em parceria com 0
laboratorio do Prof. Dr. Roberto Kopke Salinas, pelo pés-doutorando Dr. Jose David

Rivera Echeverri, utilizando o programa CalBayS.

Os dados obtidos foram ajustados segundo a equacédo de Hill (Figura 48)
(WEISS, 1974) (CARDOSO et al., 2019).

[L]"
[L]"+ Kq

0
Log (ﬂ) =n Log [L] — Log Kq

0 : Equilibrio de ligacdo

L: Concentracéo do ligante
Kq: Constante de dissociacdo
n: Numero de sitios

O ajuste de dados utilizando a equacédo de Hill gerou uma constante de
dissociacao (Kd) de 7,3 +/- 0,6 UM (similar a constante obtida através de termoforese
em microescala que foi de 6 +/- 0,1 uM). Além disso, a razdo molar obtida esta
proxima de 0,5 o que significa que ha necessidade de duas moléculas de LcdDras
para haver ligacdo de uma molécula de brevianamida F, o que novamente corrobora
com os dados de termoforese em microescala no qual s6 héa interacdo proteina-

ligante quando a proteina esta na condicdo de dimero. O ajuste dos dados gerou um

Nwin € de 1,4 +/-0,02, ou seja, o sistema apresenta cooperatividade .
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Figura 48 - Ajuste dos dados de ITC de interacdo de LcdDpas cOom brevianamida F
utilizando o modelo Hill. Nesta figura € possivel observar que a razdo
(ligante/proteina) é préxima de 0,5, ou seja, ha necessidade de duas moléculas de
LcdDeas (dimero) para ligacdo de uma molécula de brevianamida F.

4.9 Atividade diguanilato ciclase — LcdD

Como LcdD apresenta dominio GGDEF foi feito o ensaio de atividade
enzimatica seguido de leitura por cromatografia de troca ibnica. Para tanto,
inicialmente foram aplicados em triplicata os de GTP (100 uM) e c-di-GMP (10 nM)
os quais foram aplicados na coluna individualmente para determinac&o do tempo de

retengéo destes nucleotideos.

Em seguida o produto das reacdes nos tempos de 2 horas e 12 horas (com e
sem brevianamida F) foram aplicados na mesma coluna para deteccéo de atividade
enzimatica, ou seja, diminui¢cdo nos niveis de GTP e producéo de c-di-GMP. Ao final

do experimento foi possivel determinar que a LcdD possui atividade catalitica



92

conforme predito e o ligante brevianamida F gera alteracdes na atividade enzimatica
(Figura 49).
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Figura 49 - Andlise da atividade enzimética da proteina LcdD por cromatografia de
trocaibnica. Solu¢des padréao foram aplicadas para determinagéo do volume de
eluicdo de c-di-GMP (5,2 mL) e GTP (26,5 mL). O produto das reacdes com e
sem brevianamida F tanto em 2h como em 12h de reag&o apresenta um pico
correspondente a producdo de c-di-GMP, porém a forma apo da proteina
apresenta maior producéo de c-di-GMP e, consequentemente, maior consumo
de GTP.

4.10 Curvade crescimento de Leptospira interrogans sorovar Copenhageni

A cepa de L. interrogans sorovar Copenhageni gentiimente cedida pela Dr2
Josefa Bezerra da Silva (Laboratério de Bacteriologia Il — Instituto Butantd) foi
cultivada em meio EMJH na auséncia e na presenca de brevianamida F (100 uM)
em triplicata. Ao final o experimento que perdurou por sete dias, foi possivel
identificar uma diminuigdo no nivel de crescimento quando a bactéria tratada com

brevianamida F frente a n&o tratada (Figura 50).
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Figura 50 - Curva de crescimento de L. interrogans na auséncia de na presenca de
brevianamida F. E notavel uma diferenca na proliferagéo celular na presenca
de brevianamida F frente ao grupo controle (sem adi¢do de brevianamida F),
ou seja, a adicao deste composto gera uma menor proliferacdo celular, mas na
concentracdo de 100 pM de brevianamida F ndo ocorre morte de todas as
células.

4.11 Deteccdo de LcdD em Leptospira interrogans sorovar Copenhageni

Cepas de L. interrogans sorovar Copenhageni (L1-130) foram gentilmente
cedidas pela pesquisadora Dr2 Josefa Bezerra da Silva (Laboratério de Bacteriologia
Il — Instituto Butantd) a qual nos cedeu dois tubos em P1 (primeira passagem em
cultura apos ser retirada do animal) e pelo pesquisador Prof. Dr. Marcos Bryan
Heinemann (Laboratério de Zoonoses Bacterianas — Faculdade de Medicina
Veterinaria e Zootecnia - USP) o qual nos forneceu cepas virulentas e nao virulentas

da mesma bactéria.

As cepas oriundas de ambos pesquisadores foram cultivadas em meio EMJH,
ao final 50 mL das passagens em P2 e P3 de cada bactéria foram centrifugados a
5.000 g por 15 min em seguida, cada pellet foi ressuspendido em buffer de proteina
(12% SDS, 6% [ mercaptoethanol, 30% glicerol, 0.05% Coomassie blue, 150 mM
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Tris/HCI (pH 7.0) na proporcéo de 1:5; em seguida as amostras foram fervidas por
trinta minutos e aplicadas em gel SDS-PAGE (15% acrilamida) para deteccdo da
LcdD via Western Blotting conforme descrito nos materiais e métodos (Item 3.3)
utilizando a diluicdo de soro na proporcao 1:1000; além disso, tabém foi aplicado 100
MM de LcdDpas no mesmo gel SDS-PAGE (15% acrilamida) como controle positivo.
Neste teste so foi possivel detectar a presenca de LcdDras (Qque compde o N-terminal
da LcdD) somente nas cepas cedidas pelo Prof. Dr. Marcos Bryan Heinemann
(FMVZ-USP), principalmente nas cepas virulentas tanto em P2 quanto em P3
(Figura 51). Desta forma observa-se que ha diferencas nos niveis de expresséo

desta proteina mesmo dentre bactérias da mesma cepa.

2 3 4 5 6 7

Figura 51 - Deteccdo da LcdD em L. interrogans sorovar Copenhageni via Western
Blotting utilizando soro anti-LcdDpas. As amostras foram aplicadas na
seguinte ordem: 1 — cepa néo virulenta (origem FMVZ); 2 — Cepa virulenta em
P2 (origem FMVZ); 3 — Cepa virulenta em P1 (origem FMVZ); 4 — Cepa virulenta
em P1 tubo 1 (origem Butantd); 5 — Cepa virulenta em P1 tubo 2 (origem
Butantd); 6 — Cepa virulenta em P2 tubo 1 (origem Butantd); 7 — Cepa virulenta
em P2 tubo 2 (origem Butantd); 8 — controle positivo contendo 100 pM de
LcdDeas a qual estava presente na mesma membrana de nitrocelulose, porém
o filme radiografico foi exposto por menos tempo devido a alta intensidade de
quimioluminescéncia proveniente desta banda.

Em seguida, foi utilizada a L. interrogans sorovar Copenhageni oriunda da
FMVZ/USP em passagem P5 para deteccao de expressao da proteina LcdD frente
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diferentes tempos de exposicao a brevianamida F. Para tano, foram cultivados quatro
tubos de meio EMJH no a um foi adicionado somente 100 puL de agua destilada e
deionizada estéril e nos outros trés tubos foram adicionados 100 puL de brevianamida
F (concentracao final de 100 uM) sendo que ap0s exposi¢ao por 15, 30 e 60 min
respectivamente as células foram peletizadas e lisadas utilizando Tamp&o de Lise
Leptospira (50 mM Tris-HCI, pH 7,5; 200 mM NaCl; 2% SDS; 2% triton X-100; 2%
tween — 20) e fervidas por 30 min. Em seguida todas as amostras foram
centrifugadas a 20.000 g por 1 hora, o pellet foi descartado e o sobrenadante foi
utilizado para normalizacdo de proteina total utilizando o kit Pierce BCA Protein
Assay (Sigma Aldrich # cat 23225). ApGs a normalizacdo de proteina total as
amostras foram aplicadas no gel SDS-PAGE (15% acrilamida), seguido de Western
Blotting utilizando soro anti-LcdDpas na diluigdo de 1:1000 (Figura 52).

Peso
1 molecular 2 3 4

Figura 52 - Wstestern Blotting anti- LcdDpasem L. interrogans frente diferentes tempos
de exposicdo a brevianamida F. As amostras foram aplicadas na seguinte
sequéncia: Em 1- L.interrogans na auséncia de brevianamida F; em 2 - L.
interrogans com 15’ de exposi¢ao a brevianamida F; em 3 - L. interrogans com
30’ de exposicao a brevianamida F; em 4 - L. interrogans com 60’ de exposi¢cao
a brevianamida F.

Em ambos os tempos de exposicdo da L. interrogans sorovar Copenhageni a
brevianamida F ocorre a expressao da proteina LcdD, futuramente este experimento

sera repetido. Além disso, também seré feito Real Time-PCR para quantificagdo da
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expressdo génica de LcdD e das outras seis proteinas expressas pelo cluster

LIC_ 11125 - LIC 11131 frente diferentes tempos de exposicdo a brevianamida F.

4.12 Alteracbes morfoldgicas de Leptospira interrogans sorovar

Copenhageni na presenca de Brevianamida F

Foram cultivados dois tubos de 10 mL de meio EMJH contendo L. interrogans
sorovar Copenhageni oriundas do laboratério Dr2 Josefa Bezerra da Silva
(Laboratério de Bacteriologia Il — Instituto Butantd). Em um tubo foi adicionado 100
UM de brevianamida F e no outro tubo foi adicionado o mesmo volume contendo
somente agua destilada e deionizada estéril o cultivo foi mantido por 10 dias a 30 °C;
em seguida as células foram concentradas por centrifugacéo e o pellet foi utilizado

para montagem dos grids conforme descrito nos materiais e métodos (Iltem 3.15).

As L. interrogans sorovar Copenhageni oriundas do Instituto Butantd que néo
expressam a proteina LcdD apresentaram diferencas morfolégicas importantes,
sobretudo com o alongamento das células e surgimento de bolhas em algumas areas

das células (Figura 53).
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Controle negativo _Tratada com 100 uM

Figura 53 - Imagens obtidas através de microscopia eletrénica de transmisséo de L.
interrogans sorovar Copenhageni das cepas que ndo expressam a
proteina LcdD frente a adicdo de brevianamida F. As imagens de 1 a 3
correspondem ao crescimento por 10 dias em meio EMJH sem adi¢do de
brevianamida F (controle negativo); as imagens 4, a 6 decorrem dos testes de
crescimento com 10 dias de tratamento com brevianamida F. Em 4) observa-
se grande numero de células agregadas, mas que possuem tamanho mais
alongado quando comparada com o grupo ndo tratado; em 5) observa-se uma
area mais alargada evidenciada pela seta; em 6) as setas apontam outras
areas de alongamento das células.

O mesmo experimento foi realizado com as células provenientes da FMVZ/USP
utilizando o meio de cultura EMJH e adicionando 100 puM de brevianamida F para
tratamento das células, porém o cultivo neste experimento foi mantido apenas por

seis dias; em seguida foram feitos grids os quais foram observados por microscopia
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eletrbnica de transmissdo conforme descrito nos materiais e métodos (Item 3.15)

(Figura 54). Neste experimento ndo houve diferencas morfolégicas entre o grupo

controle e o tratado.

Tratada\com 100 u

Y *

Controle negativo
RN A

k4

Figura 54 - Imagens obtidas através de microscopia eletrénica de transmisséo de L.
interrogans sorovar Copenhageni das cepas que expressam a proteina
LcdD frente adicdo de brevianamida F. As imagens a esquerda
correspondem ao crescimento por 6 dias em meio EMJH sem adicdo de
brevianamida F; as imagens a direita correspondem ao mesmo tempo de
crescimento com adicdo de 100 uM de brevianamida F ao meio de cultura,
nestas imagens nao ha diferenca morfolégica entre o grupo tratado e o néao

tratado.
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Como a presenca da proteina LcdD aparentemente esta envolvida com a
resisténcia de L. interrogans a brevianamida F ainda ha necessidade de realizar o
teste da curva de crescimento de L. interrogans sorovar Copenhageni com a bactéria
oriunda da FMVZ/USP, visto que ela expressa a proteina de interesse e ndo ha
evidéncias de alteragcbes morfolégicas quando adicionado brevianamida F ao meio
de cultura (Figura 54). Por isso, é possivel levantar a hipétese de que a proteina
LcdD esteja envolvida com a resisténcia da bactéria a brevianamida F, toxina
produzida por Aspergillus fumigatus entre outros fungos que coabitam o mesmo

nicho que L. interrogans.
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5 CONCLUSAO

O cluster LIC_11125 — LIC_11131 codifica proteinas paralogas que possuem
baixa similaridade de sequéncia priméria no sitio N-terminal das proteinas (dominio
PAS) e maior similaridade de sequéncia no sitio C-terminal (dominio catalitico
GGDEF). Este grupo de proteinas paralogas estdo presentes principalmente em
cepas patogénicas da familia Leptospiraceae sugerindo um possivel papel destas
proteinas na viruléncia, patogénese ou adaptacdo ao hospedeiro.

Devida a complexidade do trabalho foi dado foco ao estudo funcional e
estrutural de LcdD a qual foi possivel determinar a estrutura cristalografica e a
interacdo com o ligante brevianamida F. Sendo que a interacao foi comprovada tanto
por ensaios de cristalizagdo com o ligante como por RMN, ITC e termoforese em
microescala. Os ensaios de ITC e termoforese forneceram constantes de
dissociacao similares em torno de 7,3 + 0,6 uM. A proteina LcdDpas, assim como 0s
outros dominios PAS estudados neste trabalho, se apresenta no estado oligomérico
de dimero, sendo que a constante de dissociacdo para formacédo de homodimero é
de 3,3 £ 0,6 uM. Um fato interessante desta proteina é que mesmo cristalizando a
proteina com 2 mM de brevianamida F, s6 ha uma molécula de brevianamida F por
dimero de LcdDpas, somando-se a isso, 0s ensaios de termoforese em microescala
mostraram haver necessidade da dimerizagcdo para que ocorra interacdo entre
LcdDras e brevianamida F e nos experimentos de ITC a razdo molar obtida esta
préxima de 0,5 o que corrobora com a necessidade de duas moléculas de LcdDpas
para haver ligacdo de uma molécula de brevianamida F. Ensaios de atividade
enzimatica mostram que LcdD sintetiza c-di-GMP na auséncia e presenca de
brevianamida F, porém a adicdo do ligante diminui a atividade enzimatica da

proteina.

Através de experimentos de interacdo proteina-proteina por RMN foi possivel
identificar heterodimerizacdo mediada pelo ligante brevianamida F, sendo que
LcdBras interage com LcdDpas na auséncia do ligante e apds a adicao do ligante
LcdDpas passa a interagir com LcdCpas. A interacdo entre LcdBras € LcdDpas na

auséncia de brevianamida F também foi possivel ser identificada por termoforese em
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microescala e foi possivel comprovar que esta interacdo € mais forte do que a
interacdo para formacdo de homodimero. Futuramente sera determinado o estado
oligomérico da interacdo entre LcdBpas e LcdDras para saber se ocorre formacao de
heterodimero.

Ensaios funcionais de crescimento bacteriano de L. interrogans sorovar
Copenhageni (L1-130) mostraram que quando ndo ha expressao da proteina LcdD
a adicao de brevianamida F na concentragdo de 100 uM gera diminuigdo da curva
de crescimento e alteracbes morfologicas nas células residuais. Mas quando a
bactéria expressa a proteina LcdD as alteragdes morfolégicas ndo ocorrem,
futuramente sera feito a curva de crescimento da L. interrogans sorovar Copenhageni

que expressa a proteina LcdD na presenca e auséncia de brevianamida F.

Além da estrutura tridimensional de LcdDrpas, também foi possivel determinar a
estrutura tridimensional de LcdCpas € LcdGpas. A estrutura terciaria de LcdDpas €
levemente mais divergente em relacdo aos outros dois dominios PAS sendo as
estruturas de LcdCpas e LcdGpas mais similares entre si do que com LcdD o que
condiz com os dados de filogenia que mostram uma relagéo evolutiva mais proxima
entre LcdC e LcdG. Assim como ocorre com LcdDeas, todos cristalizaram como
dimeros e a proteina LcdCpas também apresenta apenas uma molécula do ligante
por dimero, j& a proteina LcdGras cristaliza como dimero, mas apresenta um ligante

por molécula de proteina, ou seja, dois ligantes por dimero.

Logo, LcdD presente no cluster LIC_11125 — LIC_11131 possui atividade
diguanilato ciclase, forma homodimeros e interage com LcdB e LcdC na dependéncia
de brevianamida F, sendo que LcdDeas liga especificamente brevianamida F que é
uma toxina sintetizada por fungos que coabitam o mesmo nicho de L. interrogans
sorovar Copenhageni, e quando esta bactéria expressa a proteina LcdD ela nao
apresenta alteracdes morfolégicas mediante a adicéo de brevianamida F.
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