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Epigrafe

“Nada acontece por acaso.
N&o existe a sorte.

Ha um significado por detras
de cada pequeno ato.
Talvez néo possa ser visto
com clareza imediatamente,
mas sé-lo-4 antes que

se passe muito tempo”.

Richard Bach
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Resumo

Corynebacterium pseudotuberculosis (C. pseudotuberculosis), é uma bactéria gram
positiva anaerobia facultativa, pleomdrfica, que ndo esporula, ndo forma capsula, e que
apresenta 2 biotipos ou biovares, sendo o biovar equi capaz de infectar preferencialmente
equinos, enquanto o bidtipo denominado ovis acomete pequenos ruminantes. Esta
bactéria faz parte do grupo CMNR (Corynebacterium, Mycobacterium, Nocardia e
Rhodococcus), que demonstra grande importancia veterinaria € médica, uma vez que
estes micro-organismos comumente infectam animais, podendo infectar o homem,
causando perdas econémicas pela ineficacia ou alto custo de terapias existentes. Um
exemplo seria a linfadenite caseosa (LC) causada por C. pseudotuberculosis, que afeta
particularmente a pecuaria de caprinos e ovinos, com a condenacédo da carcaca e reducao
da producdo de 1a e de carne. A transmissdo da doenga e contagio dos animais € direta,
muitas vezes através da alimentacéo e ingestdo de agua em local contaminado por animais
doentes. Essa doencga possui incidéncia na pecuéria mundial, principalmente de caprinos
e ovinos, havendo registros de ocorréncia no Brasil, Europa, Oriente Médio, Austrélia,
Nova Zelandia, Africa do Sul, Canada e Estados Unidos e mesmo com todos 0s avangos
tecnoldgicos, ainda ndo ha métodos de prevencdo totalmente eficazes, como vacinas e
medicamentos, tampouco para o tratamento de animais infectados, que geralmente séo de
custo elevado, por longos periodos e sem a garantia de cura ou de isencao de reincidéncia
da LC. Deste modo, técnicas mais rapidas e faceis para deteccdo e diagnostico da doenga,
bem como para seu tratamento, se tornam imprescindiveis, evitando ndo s6 a
disseminacdo da doenca, mas também suas consequentes perdas econbémicas.
Atualmente, devido ao uso indiscriminado de antibioticos para o tratamento de infecgdes
de origem bacteriana, bem como a constante exposi¢do destes micro-organismos a essas
drogas em ambientes hospitalares, observa-se o desenvolvimento de micro-organismos
resistentes as terapias disponiveis, sendo um desafio mundial a descoberta e elaboragdo
de tratamentos eficazes para a prevencdo, controle e eliminagdo destes patégenos, como
alternativa aos ja existentes. Visando terapias alternativas e direcionadas para infeccao
por C. pseudotuberculosis, as proteinas tioredoxina, tioredoxina redutase e diphtheria
toxin repressor foram estudadas no presente trabalho, a fim de melhor compreender este
micro-organismo.

Palavras-chave: Corynebacterium pseudotuberculosis, C. pseudotuberculosis,
linfadenite caseosa, LC, tioredoxina redutase, tioredoxinas, diphtheria toxin repressor.



Abstract

Corynebacterium pseudotuberculosis (C. pseudotuberculosis), is a gram-positive,
facultative anaerobe, pleomorphic, non-sporulating bacterium with two biotopes or
biovars, being the biovar equi capable of infecting horses, whereas the biotype called ovis
infects small ruminants. It is part of the CMNR group (Corynebacterium, Mycobacterium,
Nocardia and Rhodococcus), which demonstrates great veterinary and medical
importance, since these common microorganisms infect animals and can infect humans,
causing economic losses due to the inefficiency or high cost of existing therapies. An
example is a caseous lymphadenitis (LC) caused by C. pseudotuberculosis, which
particularly affects the goats and sheep livestock, with carcass condemnation and
reduction of wool and meat production. The transmission of disease and the contagion of
animals is direct, often through feeding and drinking water in places contaminated by sick
animals. This disease has an incidence in the world livestock, mainly of goats and sheep,
with occurrence records in Brazil, Europe, the Middle East, Australia, New Zealand,
South Africa, Canada and the United States and even with all technological advances,
still there are no totally effective prevention methods, such as vaccines and medications,
nor for the treatment of infected animals, which are usually of a high cost, for long periods
and without guarantee of cure or exemption from recurrence of LC. In this way, faster
and easier techniques for the detection of the diagnosis of this disease as well as for its
treatment become essential, avoiding not only a spread of the disease, but also its
consequent economic losses. Currently, the use of indiscriminate antibiotics for the
treatment of infections of bacterial origin, as well as the constant exposure of these
microorganisms to these drugs in hospital environments, shows the development of
microorganisms resistant to the available therapies, being one world-wide challenge the
elaboration of effective treatments for the prevention, control and elimination of these
pathogens, as an alternative to the existing ones. Aiming alternative therapies for infection
by C. pseudotuberculosis, proteins such as thioredoxin, thioredoxin reductase, diphtheria
toxin repressor, were studied in the present work, for a better comprehension of this
microorganism.

Key-words: Corynebacterium pseudotuberculosis, C. pseudotuberculosis, caseous
lymphadenitis, LC, thioredoxin reductase, thioredoxin, diphtheria toxin repressor.



Prefacio

Esta tese estd escrita em capitulos, estruturada conforme breve descritivo a
seguir. A numeracdo dos itens de cada capitulo, bem como das figuras esta escrita em
nameros cardinais, precedidos por nimeros em algarismos romanos, referentes ao
capitulo em que estdo inseridos. Exemplo: “IL.2. Objetivos™: este item € o item 2,

presente no Capitulo I1.

Capitulo I: Introducdo, Revisdo da Literatura e Objetivos

Neste capitulo consta uma breve introducdo, que descreve 0 micro-organismo
utilizado para estudo e sua patogenicidade, seguida da revisdo de literatura, que discorre
sobre o panorama geral e a problematica deste micro-organismo e elucida o estado da
arte da profilaxia e tratamentos da doenca. De acordo com o exposto, foram
determinados 0s objetivos gerais que proporcionaram o desenvolvimento e conclusdo

do presente trabalho.

Capitulo Il: Caracterizacdo bioguimica e biofisica de Tioredoxina Al de
Corynebacterium pseudotuberculosis

Foi realizada a expressdo e purificagdo da thioredoxin recombinante de
Corynebacterium pseudotuberculosis, seguida da avaliacdo da estabilidade de sua
estrutura secundaria, bem como de sua interacdo com possiveis ligantes e inibidores.
Para tal, técnicas como dicroismo circular, ensaio enzimatico e ressonancia magnética

nuclear foram utilizadas para caracterizacdo bioquimica desta proteina.

Capitulo 111: Expressdo, purificacdo e cristalizacdo da proteina
Tioredoxina Redutase de Corynebacterium pseudotuberculosis

Este capitulo descreve a expressao, purificacdo e cristalizacdo da proteina
recombinante tioredoxina redutase (TrxR) de Corynebacterium pseudotuberculosis, que
utiliza NADPH para reduzir a Trx oxidada, tornando-a ativa e auxiliando na manutencao

redox celular bacteriana.

Capitulo 1V: Expressdo e purificacdo da proteina Diphtheria Toxin
Repressor de Corynebacterium pseudotuberculosis

A proteina diphteria toxin repressor é repressora da expressdo da proteina



diphtheria toxin, a qual confere viruléncia ao micro-organismo por seu ciclo lisogénico.

Capitulo V: Consideracdes finais
A conclusédo geral do trabalho e sugestdes para trabalhos futuros estdo presentes

neste capitulo.

Adendo: Publicagdes realizadas por colaboragdes durante o doutorado

Neste adendo, estdo disponiveis duas publicacdes realizadas por colaboragdes
que realizei durante o periodo do doutorado, em paralelo aos resultados do projeto. A
minha contribuigdo para o artigo “Biochemical and biophysical characterization of a
mycoredoxin protein Glutaredoxin Al from Corynebacterium pseudotuberculosis™ foi
a expressdo, purificacdo e realizacdo dos experimentos com Tioredoxina Al de C.
pseudotuberculosis para a comparagdo com os resultados obtidos com Glutaredoxin Al
de C. pseudotuberculosis. Com relagdo ao artigo “Cold Shock Protein A from
Corynebacterium pseudotuberculosis: Role of Electrostatic Forces in the Stability of
the Secondary Structure”, minha contribuicdo foi realizada na revisdo final, onde

auxiliei na correcdo da lingua inglesa.
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I.1. Introducéo

1.1.1. Corynebacterium pseudotuberculosis

Os actinomicetes sdo um grupo supragenérico fisiologicamente e ecologicamente
heterogéneo e abrangem o0s géneros Corynebacterium, Mycobacterium, Nocardia e
Rhodococcus, conhecidos por grupo CMNR (HARD, 1969; SONGER et al., 1988;
SONGER, 1997; PAULE et al., 2004). Apesar dessa diversidade, estas bactérias gram
positivas possuem caracteristicas em comum, como a organizacdo da parede celular
composta por polimeros de peptidoglicano, arabinogalactano e acidos micolicos (HARD
et al., 1975; COLLINS; GOODFELLOW; MINNIKIN, 1982; FUNKE; LAWSON;
COLLINS, 1995; COLLINS et al., 1998; CONNOR et al., *“2000; BAYAN et al., 2003;
HALL et al., 2003; DORELLA et al., 2006) e pela alta porcentagem de G+C (47-74%)
em seu material genémico (GARG; NAIN; CHANDIRAMANI, 1985; GOODFELLOW,
1989; FUNKE; LAWSON; COLLINS, 1995; NAVAS, 1996; BARH et al., 2011). Para
a identificacdo a nivel de espécie, a abordagem tradicional utilizando o rRNA 16S é
ineficaz, uma vez que CMNR apresenta pouco polimorfismo nessa regido e seria
necessario o sequenciamento total do rRNA 16S para atingir este proposito, inviavel pelo
tamanho do fragmento (aproximadamente 1.500 pb). Ao invés disso, foi desenvolvida
uma ferramenta complementar para identificacdo de espécies desse grupo, que possui
uma relacdo filogenética muito proxima de acordo com uma subunidade de sua RNA
polimerase, 0 gene rpoB, proporcionando maior acuracia e facilidade para a identificacdo
destas espécies (KHAMIS; RAOULT; SCOLA, 2005; HASSAN et al., 2016). Essa é uma
informacdo importante e relevante, pois apesar de toda a importancia médica, veterinaria
e econdmica de algumas espécies do grupo CMNR, nem todas as espécies sao patogénicas
e além disso, as terapias para tratamento de organismos infectados por eles se tornam
mais eficazes quando sdo patdgeno-especificas (KHAMIS; RAOULT; SCOLA, 2005;
HASSAN et al., 2016).

O grupo CMNR demonstra grande importancia veterinaria e médica, uma vez que
estes micro-organismos comumente infectam animais, podendo infectar o homem,
causando perdas econdmicas pela ineficacia ou alto custo de terapias existentes, por
exemplo para a linfadenite caseosa (LC) causada por C. pseudotuberculosis, que afeta
particularmente a pecuaria de caprinos e ovinos, com a condenacédo da carcaca, reducéo
da producéo de I& e de carne. Na Australia, por exemplo, essas perdas podem chegar a 30

milhdes de ddlares australianos, pois a infecgdo dos animais por C. pseudotuberculosis
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muitas vezes leva ao abate do animal e aos outros prejuizos econémicos mencionados
(CETINKAYA et al., 2002; BAIRD; FONTAINE, 2007; HASSAN et al., 2014).

Corynebacterium pseudotuberculosis (C. pseudotuberculosis), € uma bactéria
gram positiva anaerdbia facultativa, pleomérfica (sua forma varia de cocdide a bacilos
filamentosos), que ndo esporula, ndo forma capsula, com tamanhos compreendendo de
0,5a0,6 umde largurae 1,0 a 3,0 pm de comprimento (BUXTON et al., 1977; CONNOR
et al., 2000; MERCHANT; PACKER, 1967) e que ndo apresenta motilidade, apesar de
possuir fimbrias (BUXTON et al., 1977; MERCHANT; PACKER, 1967). Demonstra
crescimento 6timo a 37 °C, pH neutro ou préximo ao neutro (7,0-7,2) (BUXTON et al.,
1977, MERCHANT; PACKER, 1967). C. pseudotuberculosis apresenta 2 bi6tipos ou
biovares, sendo o biovar equi capaz de infectar preferencialmente equinos, enquanto o
bidtipo denominado ovis acomete pequenos ruminantes (BATEY, 1986; ARSENAULT
etal., 2003; BELCHIOR et al., 2006; BAIRD; FONTAINE, 2007).

1.1.2. Linfadenite caseosa

A LC é uma doenca infecciosa crénica, causada pela infeccao de diversos animais
e raramente do ser humano por C. pseudotuberculosis (micro-organismo isolado pela
primeira vez em 1888 por Edward Nocard), caracterizada por abscessos supurativos e
hipertrofia de linfonodos superficiais e de 6rgdos internos em pequenos ruminantes
(WILLIAMSON, 2001; CETINKAYA etal., 2002; DORELLA, 2009). A transmisséo da
doenca e contagio dos animais é direta, muitas vezes através da alimentacdo e ingestao
de agua em local contaminado por animais doentes (DORELLA et al., 2006; BAIRD;
FONTAINE, 2007; CHAPMAN; KENNEDY, 2017). Outra forma de contaminacédo é
através do manuseio e manutencdo destes animais, pois durante procedimentos
veterinarios como a vacinacdo com mesma agulha, castracdo com materiais
contaminados, tratamento do corddo umbilical de neonatos ou qualquer outro
procedimento, como a tosquia, pode proporcionar a contaminagdo cruzada entre 0s
animais infectados e os saudaveis (DORELLA et al., 2006; BAIRD; FONTAINE, 2007;
CHAPMAN; KENNEDY, 2017). Essa doenca possui incidéncia na pecuaria mundial,
principalmente de caprinos e ovinos, havendo registros de ocorréncia no Brasil, Europa,
Oriente Médio, Australia, Nova Zelandia, Africa do Sul, Canada e Estados Unidos
(CONNOR et al., 2000; WILLIAMSON, 2001; PATON et al., 2003; DORELLA et al.,
2006; BAIRD; FONTAINE, 2007; HASSAN et al., 2014).

Atualmente, mesmo com todos 0s avangos tecnoldgicos, ainda ndo ha métodos de
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prevencdo totalmente eficazes, como vacinas e medicamentos, tampouco para 0
tratamento de animais infectados, que geralmente sdo de custo elevado, por longos
periodos e sem a garantia de cura ou de isen¢do de reincidéncia da LC (DORELLA,
2009). Em culturas in vitro de C. pseudotuberculosis, foi possivel evidenciar a eficacia
de muitos antibidticos para o controle e erradicacdo deste micro-organismo, entretanto os
resultados in vivo com os mesmos medicamentos ndo sao promissores, devido a formagao
de uma espessa membrana envolvendo os abscessos e do pus presente, dificultando a
penetracdo da droga e atenuacdo sobre o patdgeno (BAIRD; FONTAINE, 2007;
DORELLA, 2009) Além disso, a deteccdo e diagndstico da doenga podem muitas vezes
serem tardios, pela presenca de poucos sinais clinicos dos animais infectados, o que pode
gerar um aumento significativo de animais doentes no rebanho, e o principal método
identificacdo do agente infeccioso € realizada através de testes bioquimicos ou
moleculares de culturas provenientes do material purulento coletado de animais doentes
(BAIRD; FONTAINE, 2007; DORELLA, 2009).

A profilaxia da LC é dada através de cuidados como a assepsia de ferimentos e
esterilizacdo de ambientes contaminados por C. pseudotuberculosis, uma vez que este
micro-organismo pode permanecer viavel no solo por até dois anos, mesmo em climas
secos e com alta incidéncia de luz solar, bem como pelo monitoramento e avaliagcdo
criteriosos do rebanho, a fim de evitar contato entre animais possivelmente infectados e
sadios (WILLIAMSON, 2001; DORELLA etal., 2009; CHAPMAN; KENNEDY, 2017).
No caso de vacinas licenciadas, estas podem apresentar eficacia para determinados
hospedeiros e para outros ndo, como por exemplo, se adequarem a prevencdo de LC em
caprinos, mas nao em ovinos e vice-versa, sendo necessaria uma avaliacdo da
aplicabilidade especifica para cada caso, além de considerar que nem sempre € realizado
0 uso correto destas vacinas pelos pecuaristas (WILLIAMSON, 2001; DORELLA et al.,
2009). Técnicas mais rapidas e faceis para deteccdo e diagnéstico da doenca, bem como
alternativas de tratamento, se tornam imprescindiveis, evitando ndo s6 a disseminacao da

doenca, mas também suas consequentes perdas econdmicas.
1.2. Reviséo de literatura
1.2.1. Epidemiologia e impacto econdmico

A LC estd mundialmente distribuida, conforme mencionado, geralmente com

maior incidéncia em areas com pecuaria caprina e ovina, mas também podendo atingir
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bovinos, suinos, equinos, coelhos, veados, animais de ambiente laboratorial (como ratos),
e raramente, até mesmo humanos (CHAPMAN; KENNEDY, 2017). Considerando o
rebanho de caprinos e ovinos, o Brasil estd em 14° lugar a China é quem possui 0 maior
nimero de cabecas, estando a india em segundo lugar e a Australia em terceiro (ALVES;
SANTIAGO; PINHEIRO, 2007). A estimativa de aumento de producédo de carne ovina e
caprina entre 2003 e 2004 foi de 2,5%, o0 que corresponde passar a producdo de 2,3 para
2,6 milhdes de toneladas no mercado mundial (ANDERSON; RINGS; PUGH, 2005). Em
2015, estimativa de rebanho mundial de caprinos e ovinos foi de 1.006.785.725 milhdes
e 1,2 bilhdes de animais, com aumento de 1% e 1,5% anual, respectivamente, durante o0s
ultimos 5 anos, de acordo com a Organizagdo das Nagdes Unidas para Agricultura e
Alimentacgdo (FAO, 2015). No contexto nacional brasileiro, a totalidade de caprinos em
2015 foi de 9,61 milhdes e de 18,41 milhdes de ovinos, em sua maioria concentrados na
regido nordeste, com aproximadamente 29% de ovinos na regido sul (COMPANHIA
NACIONAL DE ABASTECIMENTO - CONAB, 2016), apresentados na A Figura 1 pela

distribuicdo geogréfica de ovinos no Brasil, no ano de 2009.

.

Maiores rebanhos do Brasil ~ Principais regioes produtoras
(n. de cabecas) (n. de cabecas)

\

BRio Grande do Sul 3 milhdes . Nordeste 8 milhdes
2 . o
M Bahia 2,8 milhdes _ 0] sul 3.7 milhoes
I Ceara 1,5 milhdo
p— Centro-Oest S mi
Piaui 1,3 milhio i MR 945 mil
Pernambuco 1 milhdo

Figura 1.1. Distribuicdo geografica de ovinos no Brasil. Fonte: Revista Globo Rural. Disponivel em:
http://revistagloborural.globo.com/EditoraGlobo/componentes/article/edg_article_print/0,3
916,1698669-1484-2,00.html

A Organizacdo Mundial de Saide (OMS) recebeu relatorios de 201 paises
referentes a década de 1996 e 2004, em que 64 destes paises constataram a presenca de
LC em seu territdrio, distribuidos 19 nas Américas, 18 na Africa, 11 na Asia, 14 na Europa
e 2 na Oceania (DE SA GUIMARAES et al., 2011). Sabe-se que muitas vezes as
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autoridades oficialmente responsaveis por estes relatérios nem sempre sao fiéis em
reportar estes incidentes, como é o caso do Brasil, o qual possui publicacGes cientificas
afirmando a ocorréncia destas doencas, mas que esta ausente nesta estimativa da OMS,
dificultando uma obtenc&o do real panorama da LC e subestimando o problema (DE SA
GUIMARAES et al., 2011). Um estudo com caprinos no estado do Cear4, Brasil, mostrou
que 66,9% dos rebanhos apresentavam sinais clinicos de linfadenite caseosa, enquanto
em outro na Paraiba, 15,9% dos ovinos apresentaram les6es similares a LC (PINHEIRO;
ALVES; HADDAD, 2000), com C. pseudotuberculosis sendo isolada de 74,5% dos
abscessos (SOUZA et al., 2011). A prevaléncia da LC muitas vezes esta relacionada as
condigdes inadequadas de manutengdo dos animais e/ou pela diminuicdo da defesa
natural de seus organismos (BLOOD; HENDERSON, 1999, ALVES; SANTIAGO;
PINHEIRO, 2007).

Mesmo paises que utilizam a vacinacdo contra LC como uma das formas de
profilaxia, ainda apresentam um indice de 20 a 30% de permanéncia clinica da doenga
(DE SA GUIMARAES et al., 2011). De acordo com Dorella (2009), ha vacinas
disponiveis no Brasil, como a vacina viva de C. pseudotuberculosis 1002 atenuada,
desenvolvida pela empresa Baiana de Desenvolvimento Agricola S.A. (EBDA) para
caprinos e a Biodectin® (Fort Dodge) para ovinos, a qual apresenta toxdides de diversos
micro-organismos, incluindo C. pseudotuberculosis. Apesar de disponiveis, ndo ha uma
avaliacdo quanto a eficicia destas vacinas e nem uma estimativa da porcentagem que ja
utilizam como método preventivo. Como estimativa, avaliando um criadouro de porte
meédio (em média 114 animais), se 15% dos animais apresentarem em média 1,2 abscessos
com tamanho aproximado de uma laranja por animal, o custo para tratamento seria em
torno de R$10,06 reais por abscesso, 0 que totalizaria R$ 205,20 para esse proprietario,
ndo contabilizando prejuizos na producdo de couro, leite, 1&, e/ou condenacéo total da
carcaca quando o tratamento é ineficaz, causando grande impacto para este pecuarista
(FACCIOLI; ALVES; PINHEIRO, 2014).

Além de riscos para animais, ha relatos de LC em humanos, o0 que é preocupante
devido a auséncia de tratamentos ineficazes contra C. pseudotuberculosis. Até 1997,
foram encontrados na literatura 22 casos de linfadenite caseosa em humanos, em que a
maioria a maioria dos pacientes havia sido exposta a ovinos, mas que, entretanto, nenhum
possuia problemas secundarios de satde ou predisposic¢ao a doenca. A remocao cirirgica
das glandulas linfaticas infectadas foi a principal terapia utilizada e a ingestdo de

antibidticos a terapia suplementar. Alguns destes pacientes tiveram recorréncia de
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infeccdo, enquanto outros apresentaram uma recuperacdo muito lenta (PEEL et al.,
1997).

1.2.2. Combate da LC sem a utilizacdo de antibidticos

Atualmente, devido ao uso indiscriminado de antibioticos para o tratamento de
infeccBes de origem bacteriana, bem como a constante exposicdo destes micro-
organismos a essas drogas em ambientes hospitalares, observa-se o desenvolvimento de
micro-organismos resistentes as terapias disponiveis, sendo um desafio mundial a
descoberta e elaboragéo de tratamentos eficazes para a prevencéo, controle e eliminagédo
destes patdgenos, como alternativa aos ja existentes (HASSAN et al., 2014).

As vacinas tradicionais sdo elaboradas através de antigenos que irdo gerar uma
resposta imune e consequente producéo de anticorpos pelo organismo que recebeu a dose
do antigeno. Muitas vacinas baseadas em peptideos, proteinas e DNA ndo sdo
suficientemente imunogénicas e precisam ser administradas com um adjuvante, para
estimular uma resposta imune suficiente para eliminar patégenos (FOGED;
SUNDBLAD; HOVGAARD; 2002). O desenvolvimento de vacinas, durante muitos anos
tem sido dificultado pela caréncia de adjuvantes e até recentemente, o alimen havia sido
0 Unico aprovado para a utilizacdo em humanos. Diversas abordagens estdo sendo
realizadas para cumprir este objetivo, como, por exemplo, BARH e colaboradores, 2011
estudaram o genoma de C. pseudotuberculosis 1002, a fim de detectar alvos potenciais
para o desenvolvimento de tratamento e drogas direcionadas especificamente para estas
espécies. De acordo com este trabalho, 0 gene ubiA comum a via metabdlica hospedeiro-
patdégeno e um transportador do tipo ABC de vias metabdlicas especificas podem ser
alvos para o desenvolvimento tanto de drogas quanto de vacinas contra C.
pseudotuberculosis. Um estudo realizado com C. pseudotuberculosis do biovar ovis,
envolveu a mutagdo do gene cromossomal que codifica a fosfolipase D, posteriormente
inoculando em cabras a cepa contendo o gene selvagem e em outras a cepa contendo o
gene mutante, onde verificou-se a diminui¢do da habilidade de estabelecer uma infec¢édo
primaria e incapacidade de disseminacdo pelas cepas mutantes (MCNAMAR,;
BRADLEY; SONGER, 1994).

Visando terapias alternativas e direcionadas para infeccdo por C.
pseudotuberculosis, as proteinas tioredoxina, diphtheria toxin repressor e tioredoxina
redutase foram utilizadas no presente estudo, a fim de melhor compreender este micro-

organismo.
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1.2.2.1. Tioredoxina

As tioredoxinas (Trx) sdo proteinas pequenas, amplamente presentes nos sistemas
vivos, com sitio ativo apresentando duas cisteinas, geralmente com a sequéncia
conservada dos aminodacidos cisteina, glicina, prolina, cisteina (-Cys-Gly-Pro-Cys-). Essa
proteina pode estar em sua forma reduzida, com um ditiol, ou em sua forma oxidada,
quando as cisteinas formam uma ligag&o dissulfeto (HOLMGREN, 1985). Devido a estas
caracteristicas, estas proteinas participam de reacfes redox reversiveis e sua forma
oxidada (Trx-S2) é geralmente reduzida por NADPH e a flavoproteina tioredoxina
redutase. Estudos de sua estrutura e funcdo séo de extrema importancia, pois promovem
a compreensdo de seus diversos papéis no organismo. Diversos estudos hoje sdo
realizados em é&reas distintas, como DNA e sintese proteica, estrutura e dobramento
proteicos, evolugcdo, mecanismos enzimaticos, fotossintese, endocrinologia, virologia e

cancer, com base em conhecimentos ja adquiridos sobre esta proteina.

1.2.2.2. Tioredoxina redutase

As tioredoxinas redutases (TrxRs) sdo enzimas homodiméricas da familia de
flavoproteinas de oxidoredutases piridina nucleotideo-dissulfideo, que inclui a lipoamida
desidrogenase, glutationa redutase, e ion mercurio redutase, nas quais cada mondmero
possui um FAD como grupo prostético, sitio de ligacao para NADPH, o qual possibilita
a reducdo do substrato (MUSTACICH; POWIS, 2000). As TrxRs sdo conhecidas por sua
habilidade em reduzir Trxs, etapa necessaria para manutencdo da atividade bioldgica
destas proteinas, uma vez que as Trx sé estdo ativas quando em sua forma reduzida
(MUSTACICH; POWIS, 2000). Estas enzimas sdo distintas considerando os organismos
Vivos em que se encontram presentes. TrxRs em organismos eucaridticos complexos sdo
mais intimamente relacionadas a glutationa redutase do que a TrxR bacteriana, sendo
maiores e possuindo especificidade de substrato (ARNER; HOLMGREN, 2000).

1.2.2.3. Diphtheria toxin repressor

Diphtheria toxin repressor (DtxR) é um regulador da diphtheria toxin, o qual é
ativado na presenca de ferro, e inativado quando a concentragdo deste metal se torna
escassa, ativando assim a producédo de diphtheria toxin. Além disso, a heme oxigenase
em Corynebacterium diphtheriae também ¢é regulada pela DtxR, além de outros cinco
diferentes operadores identificados como reprimidos por esta proteina. Sendo assim,

DtxR é uma proteina reguladora global para regular coordenadamente a expresséo de
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diphtheria toxin, com alta afinidade pelo sistema de captacéo de ferro, e outros genes
sensiveis a resposta de ferro ambiental de Corynebacterium diphtheriae (SPIERING et
al., 2003). Além disso, alguns autores demonstraram que DtxR é capaz de proteger o
operador tox contra a digestdo por DNase | (TAO; MURPHY, 1992; SCHMITT;
HOLMES, 1993).

1.3. Objetivos

O objetivo deste projeto foi a expressdo, purificacdo e caracterizacdo de trés
proteinas codificadas por Corynebacterium pseudotuberculosis, sendo uma delas
relacionada a viruléncia do patégeno e as outras duas ao seu metabolismo central. Os
objetivos especificos foram:
. Expressdo e purificacdo das proteinas recombinantes Trx, DixR e TrxR de C.

pseudotuberculosis;

. Caracterizacdo bioquimica e biofisica da proteina Trx de C. pseudotuberculosis;
. Caracterizacdo biofisica das proteinas TrxR e DtxR de C. pseudotuberculosis;
. Cristalizacdo da proteina TrxR de C. pseudotuberculosis;
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Caracterizacao bioguimica e biofisica de Tioredoxina Al de Corynebacterium

pseudotuberculosis

Resumo
As tioredoxinas sdo oxidoredutases com baixa massa molecular (~12 kDa), e

experimentos in vitro indicam que ligagdes dissulfeto em diversas proteinas sdo
eficientemente reduzidas por estas proteinas. Através da reducédo de ligacGes dissulfeto,
as Trx sdo oxidadas e devem subsequentemente ser reduzidas pelas tioredoxina redutases
(TrxR), utilizando NADPH. Deste modo, as Trxs somente estdo ativas quando em sua
forma reduzida (T-(SH)2), na qual as duas cisteinas presentes em seu sitio ativo estdo cada
uma ligada a um hidrogénio e em sua forma oxidada (T-Sz) ndo apresenta estes
hidrogénios formando uma ligacdo dissulfeto, alterando a conformacdo do sitio ativo
(HOLMGREN, 1995; STONE et al., 1993). Atualmente, o metabolismo redox representa
um dos alvos mais promissores para controlar e/ou modular rapidamente o crescimento
de patdgenos como C. pseudotuberculosis. Tidis de baixa massa molecular, como a
glutationa (GSH), micotiol (MSH) em micobactérias, coenzima A (CoASH) em
Staphylococcus aureus e y-glutamilcisteina em Halobactéria, apresentam um papel
importante na reducdo do ambiente intracelular, 0 que € necessario para as atividades

metabolicas regulares.

Palavras-chave: Corynebacterium pseudotuberculosis, tioredoxina Al, RMN,

dicroismo circular
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11.1. Introducéo

As tioredoxinas sao oxidoredutases com baixa massa molecular (~12 kDa), com
sua estrutura secundaria geralmente contendo cinco folhas-p antiparalelas e quatro alfa-
hélices (LOILLIG; BERNDT, 2013; MARTIN, 1995). Experimentos in vitro indicam que
ligacGes dissulfeto em diversas proteinas séo eficientemente reduzidas pelas tioredoxinas
(PRINZ et al., 1997; HOLMGREN, 1985; HOLMGREN 1984). Através da reducéo de
ligagGes dissulfeto, as Trx sdo oxidadas e devem subsequentemente ser reduzidas pelas
tioredoxina redutases (TrxR), utilizando NADPH (Figura 11.1) (ARNER; HOLMGREN,
2000; PRINZ et al., 1997).

TrxR Trx Proteina
1

TR'(SH)z Proteina-
(SH),

FAD
TR S
NAEI+PH+ 2 Proteina-S,
FAD

Figura 11.1. Sistema de oxirredugdo da tioredoxina. NADPH+H"* reduzem a tioredoxina redutase oxidada
(TR-S2-FAD) e sua forma reduzida (TR-(SH)..FAD) reduz uma tioredoxina oxidada (TS2). A
tioredoxina reduzida (T-(SH),) entdo atua sobre a proteina oxidada (Proteina-S,), reduzindo-a
(Proteina (SH)s). Figura adaptada de: ARNER; HOLMGREN (2000).

Sendo assim, as Trxs somente estdo ativas quando em sua forma reduzida (T-
(SH)2), na qual as duas cisteinas presentes em seu sitio ativo estdo cada uma ligada a um
hidrogénio e em sua forma oxidada (T-Sz) ndo apresenta estes hidrogénios formando uma
ligacdo dissulfeto, alterando a conformacéo do sitio ativo (HOLMGREN, 1995; STONE
etal., 1993).

As Trxs apresentam papel crucial na regulagéo redox da homeostase celular em
patdgenos, como por exemplo em Mycobacterium tuberculosis e C. pseudotuberculosis.
Isto inclui sua fungdo altamente conservada, como a alta capacidade de sistema doador
de elétrons para enzimas redutoras, também compartilhada pelas glutaredoxinas, para as
funcOes especializadas na replicacdo do DNA do fago T7 ou na montagem do fago
filamentoso de Escherichia coli (ARNER; HOLMGREN, 2000), e estudos recentes

mostram também uma participagdo das Trxs na apoptose celular, através da



31

desnitrosilagdo (BENHAR et al., 2008; ARNER; HOLMGREN, 2000). Outros papéis
importantes das Trxs sdo a protecdo que ela confere a outras proteinas contra agregacao
oxidativa e inativacdo (HOLMGREN, 1995 HOLMGREN et al., 1989; HOLMGREN,
1985), auxilio as células quando em estresse ambiental (presenca de oxigénio reativo,
arsenato, peroxinitrito) (LANDINO; SKRESLET; ALSTON; 2004; MESSENS;
SILVER, 2006). Apesar de as tioredoxinas possuirem a estrutura e sitio ativo
conservados, algumas ainda apresentam outras atividades, como agirem como fator de
crescimento (POWIS: MUSTACICH; COON, 2000), modularem a resposta inflamatoria
nos pulmdes (NAKAMURA et al., 2005) ou promoverem o folding de proteinas com
propriedades chaperonas (RENEE et al., 2003). A maioria destas funcdes dependem da
funcdo de atividade dissulfeto-redutase das tioredoxinas (ARNER; HOLMGREN, 2000;
HOLMGREN, 1985).

Atualmente, o metabolismo redox representa um dos alvos mais promissores para
controlar e/ou modular rapidamente o crescimento de patdogenos como C.
pseudotuberculosis. Tidis de baixa massa molecular, como a glutationa (GSH), micotiol
(MSH) em micobactérias, coenzima A (CoASH) em Staphylococcus aureus e y-
glutamilcisteina em Halobactéria, apresentam um papel importante na reducdo do
ambiente intracelular, o que é necessario para as atividades metabolicas regulares
(GABALLA et al., 2010; NEWTON et al. 1996). Outro tiol presente na familia dos
actinomicetos, incluindo Corynebacterium, é a ergotionina (ESH), uma 2-thiol-L-
histidina betaina (RAWAT; AV-GAY, 2007; GENGHOF, 2010). A quantidade de ESH
presente nos actinomicetos € dez vezes mais baixa do que a de MSH e, embora seja
sugerida a funcdo de ESH como um potencial antioxidante (FAHEY, 2001; CHEAH;
HALLIWELL, 2012). Alem dos tidis de baixa massa molecular, muitos organismos
possuem tiol-dissulfeto oxidoredutases, como a tioredoxina (Trx) e a glutaredoxina (Grx),
que podem agir como agentes redutores de ligacdes dissulfeto através de seu sitio ativo
(COLLET; MESSENS, 2010; PRINZ et al., 1997).

11.2. Objetivos
Os objetivos deste trabalho foram a expressdo, purificacdo de tioredoxina Al de
Corynebacterium pseudotuberculosis, bem como sua caracterizacdo bioquimica e

biofisica.
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11.3. Material e Métodos

11.3.1. Linhagem bacteriana e vetor com inserto da tioredoxina Al de C.
pseudotuberculosis
A linhagem bacteriana E. coli BL21-CodonPlus (DE3)-RIL foi utilizada para a
expressdo da proteina tioredoxina Al de C. pseudotuberculosis (Cp-TrxAl, Uniprot:
D9QDF8), utilizando o vetor pD441-SR, resistente a canamicina, com inserto da
sequéncia desta proteina (DNA2.0 — EUA), contendo um sitio de restricdo TEV
(GGENLYFGQ, grifado em cinza) e seis histidinas (grifadas em preto) em sua

extremidade C-terminal, apresentada na Figura I1.2.

MNAPIALTEATFKTTVIDSDKPVLVDFWAEWCGPCKKLGPIIDEIAAEMGDEVVVGKVDVDAERNLGAMEQIMSIPTV
LIFKDGQKVAEFVGVRPKSEIVAKLRSHQGGENLYFQ

Figura I11.2. Sequéncia de aminodcidos da proteina Cp-TrxAl (Uniprot: D9QDF8), contendo um sitio de
restricdo TEV (grifado em cinza) e seis histidinas (grifadas em preto).

11.3.2. Analises in silico

11.3.2.1. Alinhamentos

Os alinhamentos para a avaliacdo da sequéncia da proteina Cp-TrxAl foram

realizados através da ferramenta Basic Local Alignment Search Tool (BLAST),
disponibilizada pelo National Center for Biotechnology Information (NCBI,
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/), contrastando a sequéncia de aminoacidos desta proteina
com o Protein Data Bank (PDB), para avaliar a identidade destas sequéncias com relacédo
as estruturas de outras proteinas ja resolvidas. Posteriormente, foi alinhada com as duas
proteinas com maior identidade de acordo com o BLAST, utilizando os programas
MUSCLE (EDGAR, 2004) e Box Shade (disponivel em:
http://www.ch.embnet.org/software/BOX_form.htm).

11.3.2.2. Modelagem da estrutura de Cp-TrxAl por homologia
O programa Modeller 9v13 (ESWAR et al., 2007) foi utilizado para gerar o

modelo da estrutura de Cp-TrxAl, utilizando como modelo as coordenadas atdmicas da
estrutura com maior identidade com Cp-TrxAl. Foram gerados modelos de Cp-TrxAl

reduzida e oxidada, para fins comparativos.
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11.3.3. Superexpressao e purificacdo da proteina Cp-TrxAl

A linhagem bacteriana E. coli BL21-CodonPlus (DE3)-RIL foi transformada por
choque térmico (FROGER; HALL, 2007) e cultivada por isolamento, em LB sélido
contendo canamicina, para obtencdo das coldnias bacterianas recombinantes. Uma Gnica
col6nia foi escolhida para realizar os experimentos e cultivada em meio liquido, sendo
também preservada em freezer -80 °C, com glicerol 30 % (v/v) para continuidade do
trabalho.

Para a expressdo da proteina Cp-TrxAl, a linhagem recombinante contendo o
vetor com inserto de Cp-TrxALl foi cultivada overnight em meio Luria-Bertani (LB) na
presencga de canamicina, sob agitagdo constante, a 37 °C. Esta cultura foi entdo utilizada
como indculo para um meio LB estéril, sob as condi¢des anteriores e também com adicao
de canamicina, até atingir densidade dptica 0,6, visivel em comprimento de onda de 600
nm. Neste momento, a cultura foi suplementada com 50 pmol L™ MgSOa4e induzida com
0,35 mmol LT IPTG, com incubagéo durante 5h, a 30 °C, sob agitac&o.

A cultura foi centrifugada e o pellet celular ressuspendido em tampédo A,
composto por 20 mmol L K;HPO4/KH2POs4, pH 7,4, 500 mmol L* NaCl, 5% (v/v)
glicerol. As células foram lisadas em quatro etapas, por sonicacdo com pulsos de 30% de
amplitude, com 10 segundos de intervalo, seguidos por centrifugacédo a 8.000 x g, 6 °C,
durante 40-90 minutos. O sobrenadante contendo a proteina recombinante Cp-TrxAl foi
entdo colocado em uma coluna Ni-NTA, equilibrada com o mesmo tampdo, para
purificacdo por afinidade. Para que as proteinas que ndo se ligaram a coluna fossem
removidas, a coluna foi lavada extensivamente com tamp&o Acontendo 20 e 60 mmol L
! de imidazol. Finalizando a purificacio por afinidade, Cp-TrxA1l foi eluida em tampao
A contendo 500 mmol L de imizadol.

Esta etapa de purificacdo foi avaliada por SDS-PAGE (20%) e em seguida, a
fracdo contendo a Cp-TrxAl foi submetida a purificagdo por gel filtragdo no AKTA
purifier (GE Healthcare), utilizando a coluna de exclusdo por tamanho Superdex 75
10/300 GL (GE Healthcare), pré-equilibrada com tamp&o B, composto por 20 mmol L
K2HPO4/KH2PO4 pH 7.4, 150 mmol L™ NaCl. A pureza da amostra obtida apds este
procedimento também foi avaliada por SDS-PAGE (20%) e a concentracdo da proteina
foi determinada espectrofotometricamente pela aplicacdo da lei de Lambert-Beer
(GRIMSLEY; PACE, 2004).
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11.3.4. Western Blot

Para confirmacédo da proteina apresentando o tamanho esperado em SDS-PAGE
ser a proteina recombinante Cp-TrxAl, foi realizado o Western Blot, com anticorpos para
reconhecimento da sequéncia de histidina da proteina recombinante. Cp-TrxAl
purificada por gel filtracdo foi aplicada em SDS-PAGE 20%, e entdo transferida a uma
membrana de nitrocelulose com 22 mm de porosidade, a uma corrente constante de 80
mA durante 1h, imersa em tampé&o de transferéncia (14,37 g/L de glicina, 3,0 g/L de
trizma base, 200 mL/L de metanol e agua g.s.p. 1000 mL). Em seguida, foi utilizado
tampédo PBS (20 mM KoHPO4/KH2POs4, pH 7,4, 150 mM NaCl) contendo 3% (m/v) de
Bovine Serum Albumin (BSA) para incubar a membrana durante 1h, a fim de bloquear as
partes da membrana sem proteina. Apds lavar trés vezes a membrana com PBS, esta foi
encubada com o anticorpo primario anti-histidina pré-adsorvido, diluido com PBS-T
contendo 0,3% de BSA e incubado por 1h. Em seguida, a membrana foi encubada com
anticorpo secundario goat-anti-rabbit 1gG conjugado com fosfatase alcalina (Sigma) em
PBS contendo 0,3% de BSA durante 1h, em temperatura ambiente. Apos este periodo, a
membrana foi lavada 3 vezes com PBS e as bandas das proteinas recombinantes foram
visualizadas utilizando 5-bromo-4-cloro-3-indolilfosfato (BCIP) e nitro blue tetrazolium
(NBT) como substrato para gerar a coloracdo das regides onde houve ligacdo dos
anticorpos.

11.3.5. Dicroismo circular (DC)

O dicroismo circular foi realizado para a predicdo da estrutura secundaria da Cp-
TrxAl. Foi realizada uma repeticdo de 15 scans, sendo cinco deles utilizados para
estabilizar a linha de base. Foi utilizado o espectropolarimetro J-107 (Jasco, Japdo), com
a utilizacdo de 200 a 260 nm de comprimento de onda por espectro far-UV, em um tempo
constante de 1 s e modo de scanner continuo de 100 nm min*. A proteina Cp-TrxA1l foi
diluida para 10 umol L em tampdo 20 mmol L K;HPO4/KH,PO,. Para avaliar a
influéncia do pH sobre a estrutura secundaria desta proteina, foi utilizada uma amplitude
de pHs de 7,0 a 9,0, também em tamp&o 20 mmol L™* K;HPO4/KH2PO4. Além disso, foi
avaliado o efeito de 1,4 umol L de ditiotreitol (DTT), diamida, glutationa (GSH),
coenzima A (CoASH) e ergotionina (ESH), bem como 0,14 pumol L das moléculas
heparina, suramina, hesperidina (Hsp) e hesperitina (Hst), testados individualmente com
10 umol L de Cp-TrxA1l. A proteina foi encubada com estas moléculas durante 2h antes

de realizar as medidas. Os resultados foram analisados com o software CDpro
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(SREERAMA; WOODY, 2004).

11.3.6. Espalhamento de Luz Dinamico (ELD)

As medidas de espalhamento de luz dinamico (ELD) foram realizadas no Dynapro
Molecular Dimension e as analises obtidas com o software Dynamics V6.3.40, o qual
analisa a escala de tempo da intensidade da flutuacéo do espalhamento de luz, utilizando
um processo matematico denominado autocorrelagio (MORADIAN-OLDAK et al.,
2000). A proteina Cp-TrxALl foi centrifugada durante 1h a 10.000 x g, a 4 °C. Os dados
foram coletados a cada 20 s, com 15 medidas para cada proteina. Estas medidas

permitiram a observacgéo da dispersividade das amostras.

11.3.7. Ensaio turbidimétrico de reducéo da insulina

11.3.7.1. Determinacdo do pH ideal para a atividade de Cp-TrxAl

Trxs sdo capazes de reduzir ligacbes dissulfeto, conforme discutido
anteriormente. Para a caracterizacdo da atividade de Cp-TrxAl reduzindo ligacdes
dissulfeto, foi utilizado o bem estabelecido e padronizado ensaio enzimatico de reducéo
da insulina por Trx (HOLMGRENa, 1979; HOLMGREN, 1979b). Como a Trx precisa
estar reduzida para que esteja ativa, foi utilizado o ditiotreitol (DTT) como agente redutor,
uma vez que a Trx reduz a insulina cinco mil vezes mais rapido que DTT e a reducdo da
insulina pela Trx (HOLMGREN, 1995). A reacdo de reducdo da insulina foi monitorada
turbidimetricamente por espectrofotometria, a 640 nm (RAHLFS; FISCHER; BECKER,
2001; KUROOKA et al., 1997; JORDAN et al., 1997; HOLMGREN, 1979), utilizando o
espectrofotdbmetro Biomate UV-Visible (Thermo Fisher Scientific, EUA). A mistura para
reacdo contém um volume total de 500 pL, com 0,2 mmol L* de insulina, 50 mmol L*
de Tris/THCL, 2 mmol L* de EDTA, e 5 umol L* de proteina e esta é denominada reacio
enzimatica. O pH ideal para a atividade de Cp-TrxALl foi determinado utilizando tampé&o
Tris/HCI 20 mmol L com diferentes pHs (7.0, 7.4, 7.8, 8.0, 8.4, 8.8 e 9.0). A reac4o foi
conduzida a 25 °C pela adigdo de 1 mmol L de DTT. Além disso, uma reacdo sem a
adicdo de Cp-TrxAl, mas contendo DTT também foi realizada como controle negativo,
a fim de avaliar a influéncia do mesmo sobre a insulina e confirmar os dados obtidos na
literatura. Esta reagdo € denominada ndo-enzimatica e em caso de atividade, este valor é

subtraido do valor obtido na reacdo enzimaética.
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11.3.7.2. Avaliacdo de outros agentes redutores e um agente oxidante para Cp-TrxAl

Para melhor caracterizacdo da reducdo da Cp-TrxAl e avaliagdo de outros
possiveis agentes redutores, em outro ensaio, ao invés do DTT foram testados a glutationa
(GSH), ergotionina (ESH), coenzima A (CoASH) e o agente oxidante diamida, em
concentracéo final de 1 mmol L™, a mesma utilizada para 0 DTT no experimento anterior.
Além disso, todos estes agentes redutores e 0 agente oxidante foram em reacdo nao

enzimatica, para também avaliar a agdo destes agentes sobre a insulina.

11.3.7.3. Avaliacdo de possiveis interacdes de moléculas com Cp-TrxAl afetando sua

atividade redutora

Além de avaliar o potencial redutor de Cp-TrxAl na presenca de diferentes
agentes redutores e do agente oxidante, foi também verificada a possibilidade de interacédo
desta proteina com quatro moléculas, a heparina, suramina, Hst e Hsp, com concentragédo
final de 0,14 umol L, avaliando se ha influéncia da atividade enzimatica de Cp-TrxAl
na presenca destas moléculas. Para tal, a proteina foi incubada individualmente com as
moléculas overnight a 4 °C e em seguida submetidas a gel filtracdo no equipamento
AKTA (GE Healthcare), utilizando a coluna Superdex 75 10/300 GL (GE Healthcare),
pré-equilibrada com tamp&o 20 mmol Lt de Tris/HCI, pH 7,4, 150 mmol L de NaCl,
para remover as moléculas excedentes e entdo testados em reacdo enzimatica na presenca
de 1 mmol L de DTT como agente redutor.

Os experimentos foram realizados em triplicata e repetidos uma vez, gerando seis

resultados experimentais.

11.3.8. Saturation Transfer Difference por Ressonancia Magnética Nuclear (STD-

RMN)

A espectroscopia de Ressonancia Magnética Nuclear (RMN) foi utilizada para
identificar a interacdo de Cp-TrxALl com potenciais moduladores. Todos 0s experimentos
foram realizados utilizando um espectrémetro Bruker AVANCE 11l HD (Bruker,
Alemanha) operando a 600 MHz para *H, equipado com uma sonda de tripla-ressonancia,
com gradiente de campo pulsado, no eixo z. Ha diversas técnicas distintas que utilizam
RMN para estudar a interacdo de proteinas com ligantes (BIERI et al., 2011), o que
explora o monitoramento dos sinais da proteina com relacdo aos sinais do ligante. A
técnica de Saturation Transfer Difference por Ressonancia Magnética Nuclear (STD-

RMN) é uma técnica bem estabelecida para o screening de ligantes (ANGULO et al.,



2008; MAYER; MEYER, 2001; MAYER; MEYER, 1999). Neste trabalho, foi escolhida uma off-resonance a 20 ppm, e as frequéncias de on-
resonance foram selecionadas de acordo com os sinais do ligante. A sequéncia de pulso Bruker STDDIFFESGP foi utilizada para os experimentos
de STD-NMR. A proteina foi saturada por 2 s, 0 atraso de reciclagem foi ajustado para 3 s e foi utilizado um poder de saturacdo de 35 dBW. Para
suprimir o sinal de proteina, utilizou-se um filtro de blogueio de rotagcdo de 30 ms.

Assim, 400 pmol L de cada molécula (heparina, suramina, Hsp e Hst) foram testados com 20 pmol de Cp-TrxA1 eluidos em 20 mmol Lt K;HPO4
| KH2POs, pH 7,4, e as possiveis intera¢fes foram avaliadas com base em STD-RMN.

I11.4. Resultados e Discussao

11.4.1. Analises in silico

11.4.1.1. Alinhamento da sequéncia de aminoacidos de Cp-TrxAl com o PDB

Foi realizado um BLAST da sequéncia de aminoacidos de Cp-TrxAl, contrastando com o PDB e as estruturas das proteinas com maior
identidade foram a de Mycobacterium avium (PDB: 4WXT) e Mycobacterium tuberculosis (PDB: 2L4Q), com 50 % e 48% de identidade,

respectivamente. Estas sequéncias foram alinhadas e apresentadas na Figura 11.3.

Identidade

| |
C. pseudotuberculosis N—-————— Ap TEABFATINVER SIBK PVLVDFWAWC G PCKIME P E T AREWNG DENAYVEKN DV D ARSI F O DG { AKIMRSHQ----
M. avium AT VlDASFTDVL‘SNKPVLVDFWATWCGPCKMVAPVLEEI ERGDBILTVAKLDVDANPETAGNFQVVSIPTLILFKDGOQPVKRIVGAKGKAALLRELSDRWVPNL{(€ 50%
M. tuberculosis SIE KIS A VTDASFIRATDVLEJISNKPVLVDEFWATWCGPCKMVAPVLEE IABERBUNBT. TVAKLDVDINPETAIRNFQVVSIPTLILFKDGQPVKRIVGAKGKAALLRELSDYVPNLM 48%

Figura 11.3. Alinhamento da sequéncia de aminoacidos de Cp-TrxAl (Uniprot: D9QDF8) com a sequéncia de tioredoxina de M. avium (PDB: 4WXT) e de tioredoxina de M.
tuberculosis (PBD: 2L4Q), apresentando 50% e 48% de identidade com Cp-TrxAl, respectivamente. O sitio ativo (CGPC) conservado esta representado pela barra
vermelha acima das sequéncias.
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Pode-se verificar uma alta conservagdo entre as sequéncias das trés proteinas,
apesar da identidade ndo muito alta de suas estruturas. Além disso, o sitio ativo (Trp31-
Cys32-Gly-Pro-Cys35) é conservado para as Trxs, destacado na Figura 11.3. por uma

barra vermelha acima das sequéncias alinhadas,

11.4.1.2. Modelagem da estrutura de Cp-TrxAl
A modelagem por homologia da estrutura de Cp-TrxAl foi realizada de acordo

com a metodologia descrita no item 11.3.2.2. As estruturas de M. avium (PDB: 4WXT) e
de M. tuberculosis (PDB: 2L4Q) apresentadas no alinhamento da Figura 11.3, foram
utilizadas para modelagem da estrutura de Cp-TrxAl oxidada e reduzida,
respectivamente. A Figura I1.4 mostra 0 modelo das estruturas de Cp-TrxAl sobrepostos,
com destaque em seu sitio ativo oxidado ou reduzido. Este tipo de estrutura é conhecido

por sanduiche de trés camadas o-B-a, em que uma o-hélice intercala com uma folha-3.

W31

a5 o 02 a3 B

a4
a-2

a-1

C35

C

Figura 11.4. Modelos por homologia da estrutura oxidada ou reduzida de Cp-TrxAL, sobrepostos, com foco
em seu sitio ativo. A. Estruturas sobrepostas de Cp-TrxAl oxidada e Cp-TrxAl reduzida. B.
Ampliagdo do sitio ativo de Cp-TrxAl reduzida, mostrando as duas cisteinas sem a formacao
da ligacgdo dissulfeto. C. Ampliagdo do sitio ativo de Cp-TrxAl oxidada, mostrando a ligacao
dissulfeto.

De acordo com os modelos de Cp-TrxAl apresentados na Figura I1.4., verifica-se

a presenca de 5 folhas-f e 4 a-hélices, o que corrobora com os dados obtidos na literatura
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e com a estrutura utilizada como modelo, mantendo o dobramento tipico da familia das
tioredoxinas. Além disso, o que se pode verificar € que ndo ha alteragdes significativas
na estrutura secundaria desta proteina de acordo com o seu estado redox, com exce¢do de
seu sitio ativo. As Trxs apresentam sitio ativo conservado (Trp31-Cys32-Gly-Pro-
Cys35), importante para seu potencial redutor de ligacGes dissulfeto (HOLMGREN et al.,
2005; HOLMGREN, 1995), uma vez que quando oxidadas, as cisteinas do sitio ativo
formam uma ligacéo dissulfeto e quando reduzidas, cada enxofre presente nas cisteinas
ganha um hidrogénio, rompendo esta ligacdo dissulfeto e alterando a conformacéo do
sitio ativo (HOLMGREN, 1995; KRAUSE; HOLMGREN, 1991). Para que a Trx esteja
em sua forma ativa, € essencial que esta esteja reduzida, pois somente deste modo sera

capaz de reduzir outras proteinas.

11.4.2. Purificacdo da proteina Cp-TrxAl

A Cp-TrxALl foi expressada e purificada por afinidade em coluna de Ni-NTA, de
acordo com o protocolo do item 11.3.3. Todas as etapas da purificacéo por afinidade foram
avaliadas por SDS-PAGE (Figura 11.5.).
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Figura I1.5. SDS PAGE das etapas de purificacdo por afinidade, utilizando coluna Ni-NTA. M: marcador
molecular; S: sobrenadante; L: lavagem da coluna com tampdo A; 20: lavagem da coluna com
tampéo A contendo 20 mmol L™ de imidazol; 40: lavagem da coluna com tampé&o A contendo
40 mmol L de imidazol; 500: lavagem da coluna com tamp&o A contendo 500 mmol L de
imidazol (elui¢do da Cp-TrxAl).

A proteina Cp-TrxA1 foi eluida no tampéo contendo 500 mmol L-1 de imidazol,
conforme pode-se verificar pela banda presente no SDS-PAGE, com aproximadamente
14 kDa, tamanho esperado para a proteina contendo a cauda de histidina e sitio de

restricdo TEV. Apos a purificacdo por afinidade e a analise por SDS-PAGE, a proteina
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foi concentrada em concentrador Amicon Ultra-15 Centrifugal Filter Units (Merck,
EUA), com porosidade de 3 kDa, e em seguida purificada por gel filtracdo, de acordo
com o item 11.3.3. A Figura 11.6. mostra o cromatograma da gel filtracdo, bem como o

SDS-PAGE ap6s esta purificacdo de exclusao por tamanho.
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Figura 11.6. Purificacdo da proteina Cp-TrxAl por gel filtragio. A esquerda estd o cromatograma obtido
na gel filtracdo, utilizando a coluna Superdex 75 10/300 GL e a direita, no canto superior da
figura, estd o0 SDS-PAGE da amostra correspondente a 13-15 mL (eixo x) do volume da gel
filtracdo, mostrando a Cp-TrxAl em alto grau de pureza. M: marcador; GF: gel filtragdo

De acordo com a Figura 11.6, a amostra de Cp-TrxALl foi purificada com sucesso

e obtida em alto grau de pureza.

11.4.3. Western Blot

A proteina com tamanho esperado (~14 kDa) foi obtida na etapa anterior, mas
para a confirmacdo de que esta é realmente a proteina recombinante de interesse, a
amostra obtida na gel filtracdo foi submetida ao Western Blot, de acordo com a
metodologia do item 11.3.4., utilizando anticorpos para reconhecimento da sequéncia de

histidina, presente na proteina recombinante. A Figura 11.7. mostra o resultado deste teste.
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Figura 11.7. Western blot para cdnfirma(;éo da obtencdo da proteina recombinante Cp-TrxAl. M:
marcador; 1: controle positivo (proteina recombinante conhecida, de aproximadamente 35
kDa); 2: Cp-TrxAl recombinante.
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Como este teste foi realizado especificamente para reconhecimento da sequéncia
de histidinas, foi possivel a confirmacdo de que a proteina obtida é a proteina
recombinante Cp-TrxALl.

11.4.4. Espalhamento de Luz Dinamico (ELD)
De acordo com a metodologia descrita no item 11.3.6, foi realizado o ELD da
proteina recombinante Cp-TrxAl. A Figura 11.8. apresenta o resultado deste teste,

concluindo ser uma amostra monodispersa.
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Figura 11.8. Espalhamento de luz dindmico da proteina recombinante Cp-TrxAl, mostrando a
monodispersividade da amostra.
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11.4.5. Ensaio turbidimétrico de reducéo da insulina

11.4.5.1. Determinacdo do pH ideal para a atividade de Cp-TrxAl

Conforme mencionado anteriormente, o protocolo do teste de reducéo de ligacdes
dissulfeto da insulina por Trxs ja esta bem padronizado e documentado, entretanto o pH
6timo para a atividade enzimatica apresentado na literatura varia de 6,8 a 7,5 (JUNG;
THOMAS, 1996; KOSOWER; KOSOWER, 1995; HOLMGREN, 1984; HOLMGREN,
1979a; HOLMGREN, 1979b), de acordo com a origem da Trx em teste. Deste modo, foi
necessaria a utilizacdo de uma faixa de pHs de 7,0 a 9,0 para encontrar o pH ideal para o
ensaio enzimatico utilizando Cp-TrxALl. Para tal, foi utilizada a Cp-TrxAl purificada, o
DTT como agente redutor da Trx e a insulina humana a ser reduzida, de acordo com o
protocolo .do item 11.3.7.1. Os resultados foram obtidos em absorbancia, 650 nm. A
reacao de reducdo a insulina é possivel ser quantificada atraves de espectrofotometria,
pois cada mondmero de insulina apresenta trés ligacdes dissulfeto (Figura 11.9). Quando
os enxofres formando estas ligagdes dissulfeto sdo reduzidos pela Cp-TrxAl, estas
ligacbes se rompem; causando a precipitacdo da insulina e consequentemente

aumentando a absorbancia da amostra.

Figura I1.9. Estrutura tridimensional da insulina humana (PDB: 4EWW). As trés ligacGes dissulfeto
estdo representadas por linhas amarelas.

A Figura 11.10. apresenta o grafico dos resultados obtidos neste teste,
considerando os diferentes pHs testados (eixo x) e a porcentagem de atividade da Cp-
TrxAl (eixoy). Considerou-se 100% o pH em que foi obtida a maior atividade enzimatica

desta proteina (pH 7,4) e o restante dos resultados foi normalizado de acordo com este
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resultado. A Unica variavel deste ensaio enzimatico foi o pH.
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Figura 11.10. Gréfico da atividade enzimatica da Cp-TrxAl na redugdo da insulina em diferentes pHs.

Conforme pode-se observar, entre os pHs testados, o pH em que se obteve a maior
atividade enzimatica de Cp-TrxAl € 7,4. Os proximos ensaios para a reducdo da insulina

foram realizados neste pH.

11.4.5.2. Avaliacdo de outros agentes redutores e um agente oxidante para Cp-TrxAl

Apbs a determinacdo do pH enzimatico ideal para Cp-TrxAl, foi necessario o
estabelecimento do tempo necessario para a rea¢do. A absorbancia (650nm) foi medida a
cada cinco minutos e Cp-TrxAl foi testada durante 60 minutos consecutivos, em pH 7,4,
utilizando DTT como agente redutor. Além disso, para avaliar o efeito do DTT sobre as
ligacGes dissulfeto da insulina, o0 mesmo foi testado como controle negativo, ou seja, nas
mesmas condic¢des do ensaio enzimatico, mas sem a adi¢do de Cp-TrxALl. Os resultados
obtidos estdo apresentados na Figura I1.11., pelo grafico mostrando a leitura da

absorbancia (650 nm) no eixo y e 0 tempo de reagdo (min), no €ixo X.
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Figura I1.11. Gréfico da reducdo de insulina por ensaio enzimético (com Cp-TrxAl) e ndo enzimatico (sem
Cp-TrxAl). No gréfico, o ensaio enzimético, sendo o DTT o agente redutor de Cp-TrxAl e
esta a redutora da insulina esta representado por bolinhas azuis; o ensaio ndo enzimatico,
sendo o DTT o agente redutor da insulina e sem a adi¢do de Cp-TrxAl esta representado por
tridngulos

Na Figura I1.11. é possivel observar que o DTT apresenta uma pequena atividade
de reducdo da insulina, que ndo ¢é significativa quando comparada a atividade de Cp-
TrxAl para 0 mesmo proposito. DTT mostrou-se eficaz na reducdo de Cp-TrxAl, pois
conforme discutido anteriormente, é necessario que esta proteina esteja reduzida para que
esteja ativa e de acordo com o gréfico, houve a reducgdo de insulina por Cp-TrxAl, em
proporcdes extremamente superiores a reducdo da insulina na auséncia desta proteina.
Além disso, 0 tempo necessario para a reducdo da insulina de acordo com a concentracdo
dos reagentes da mistura, foi de aproximadamente 38 minutos, quando a absorbancia
parou de aumentar, significando o término da reacéo.

No préximo ensaio enzimatico, ao invés do DTT, foram testados a GSH, ESH,
CoASH e 0 agente oxidante diamida, em concentragdo final de 1 mmol L?, a mesma
concentracdo utilizada para o DTT no experimento anterior, para fins comparativos da
atividade de reducéo da insulina por Cp-TrxAl. De acordo com os resultados obtidos
anteriormente, estes testes foram realizados em pH 7,4, durante 38 minutos
experimentais. Além disso, todos estes agentes redutores e o agente oxidante foram
testados em reagdo ndo enzimatica, para a avaliacdo da acéo redutora destes agentes sobre
a insulina e consequente interferéncia nos resultados experimentais. Em caso de atividade
de reducéo da insulina por estes agentes, os valores obtidos na reacdo ndo enzimatica séo
subtraidos do resultado geral de redugdo de insulina durante o ensaio enzimético. Os

resultados estdo apresentados na Figura 11.12, e a tabela contendo todos os resultados
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obtidos experimentalmente encontra-se no material suplementar (Tabela SI1.1.).
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Figura 11.12. Atividade de reducdo da insulina por Cp-TrxAl na presenca de diferentes agentes redutores
e agente oxidante.

Pode-se observar na Figura 11.12 que a maior atividade enzimatica de reducéo de
insulina por Cp-TrxAl ocorreu na presenca de DTT, seguida por ESH, mantendo 80 %
da atividade de Cp-TrxAl com DTT (Figura I1.12). A reducéo de Cp-TrxAl por ESH nédo
havia sido previamente descrita na literatura. ESH € uma betaina de 2-tiol-L-histidina
(RAWAT; AV-GAY, 2007; HOLMGREN, 1985), sendo considerado um antioxidante
(CHEAH; HALLIWELL, 2012).

A adicdo do tripeptideo GSH ao invés de DTT proporcionou uma queda na
atividade enzimatica de Cp-TrxAl, mantendo um pouco menos de 50 % da atividade
desta proteina comparada a sua atividade na presenca de DTT. GSH é conhecida por ser
0 agente redutor de glutaredoxinas, entretanto o fato de esta molécula ser capaz de
também reduzir Cp-TrxAl indica ndo sO a variabilidade de substratos de GSH, mas
também a versatilidade de Cp-TrxAl quanto a moléculas que possam reduzi-la.

A oxidacdo de Cp-TrxAl por diamida resultou em menos de 5 % de atividade
desta proteina, o que € justificado, pois conforme explicado anteriormente, Trxs precisam
estar reduzidas para que estejam ativas e possam reduzir outros substratos; em seu estado
oxidado, elas formam uma ligacdo dissulfeto em seu sitio ativo, impossibilitando a

reducdo de outras proteinas por elas.

11.4.5.3. Avaliacio de possiveis interacdes de moléculas com Cp-TrxAl afetando sua

atividade redutora

Estes experimentos foram realizados de acordo com a metodologia descrita no
item 11.3.7.3 do presente trabalho. A insulina foi reduzida enzimaticamente por Cp-TrxAl

com DTT como agente redutor, com a adigdo de heparina, suramina, Hst e Hsp, para
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avaliar consequentes efeitos inibitorios em caso de interacdo da proteina com estas
moléculas. A reducdo de insulina por Cp-TrxAl na presenca de DTT e sem as moléculas
a serem testadas, foi considerada o controle positivo, estabelecendo ser este os 100 % de
atividade. Os resultados estdo dispostos na Figura 11.13 e a tabela contendo todos os
resultados obtidos experimentalmente encontra-se no material suplementar (Tabela
SI1.1.).
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Figura 11.13. Avaliac@o da inibicdo da atividade enzimatica da reducéo de insulina por Cp-TrxAl na
presenca de suramina, heparina, Hsp ou Hst.

Conforme pode-se observar na Figura I1.13, as quatro moléculas testadas afetaram
a atividade enzimatica de reducdo da insulina por Cp-TrxAl, inibindo mais de 85 %. desta
reacao em todas as condicdes testadas. As estruturas moleculares destas moléculas estao
disponiveis na Figura I1.SI (materiais suplementares deste capitulo).

A heparina é um polissacarideo linear, polidisperso, constituido por unidades
repetidas de acido piranossilurdnico (ligados por 1->4) e residuos de 2-amino-2-
desoxiglucopiranose (glucosamina) (COMPER, 1981). Geralmente, os grupos da
heparina carregados negativamente, sulfo e carboxil, interagem com os amino&cidos
naturalmente carregados positivamente nas proteinas (BENAVENTE-GARCIA;
CASTILLO, 2008) e um modo de interacdo similar de interacdo é observado para a
suramina, um analogo da heparina. Heparina vem sendo utilizada no tratamento de
trombose venosa sinusal (GOULD et al., 1999), e no tratamento de cancer (LEBEAU, et
al, 1994). No ensaio de inibicdo enzimatica, a heparina inibiu em torno de 86 % da
atividade de Cp-TrxA1l, comparando com os resultados obtidos no controle positivo.

A suramina (Figura I1.SI, materiais suplementares) é um derivado de naftiluréia
polissulfonado altamente carregado (ARAGAO, 2008). Esta molécula vem sendo

utilizada como agente terapéutico sintético (ARAGAO, 2008) em diversas areas médicas,
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como no tratamento da doenca do sono (tripanossomiase) africana (ZHANG; GIROUD;
BALTZ, 1991), na oncologia, visando o tratamento de cancer de mama (GRADISHAR
et al., 2000); inibicdo de cancer pancreatico (BHARGAVA, 2007), cancer de prdstata
(EISENBERGER, 1995), entre outros, e no tratamento filariase denominada oncocercose
ou “cegueira dos rios” (ARAGAO, 2008; FORTE, 2007; BURCH; ASHBURN, 1951).
Esta acdo tdo diversificada apresentada pela suramina pode ser explicada por ela
conseguir interagir com diversas proteinas, geralmente competindo pela mesma regido de
interagdo (CAPILA, R. J. LINHARDT, 2002; BROWN, 2004; MANETTI; CORELLI;
BOTTA, 2000). No ensaio de inibi¢do enzimatica, a suramina inibiu em torno de 89 %
da atividade de Cp-TrxAl, comparando com os resultados obtidos no controle positivo.

A Hst e Hsp sdo flavondides com propriedades anti-inflamatorias, antioxidantes
e neuroprotetores (HWANG; YEN; 2012; BENAVENTE-GARCIA; CASTILLO, 2008;
CHO, 2006; YU, 2005), utilizados também no tratamento da retinopatia diabética e de
edema macular (SRIRANGAM; HIPPALGAONKAR; MAJUMDAR, 2012.), sendo Hsp
uma flavanona glicosideo (rutinose) e Hst é sua forma aglicona, ou seja, sem o
dissacarideo rutinose. No ensaio de inibi¢do enzimatica, Hsp e Hst inibiram cerca de 92
e 89 % da atividade de Cp-TrxAl, comparando com os resultados obtidos no controle
positivo.

Deste modo, de acordo com os resultados, pode-se concluir que foram obtidas
mudancas significativas na atividade redutora de Cp-TrxAl na presenca destas quatro
moléculas testadas. Na proxima etapa deste trabalho, as mesmas moléculas, bem como
0s agentes redox testados no ensaio enzimatico de Cp-TrxAl foram testados quanto a sua
influéncia na estrutura secundaria desta proteina. Além disso, as quatro moléculas
testadas como inibidores de Cp-TrxAl também tiveram sua interacdo com esta proteina
avaliada por RMN, a fim de tentar elucidar os modos de interacdo do ligante. Estes

resultados serdo apresentados nas proximas sessdes deste capitulo.

11.4.5. Dicroismo circular

O DC foi utilizado primeiramente para predizer a estrutura secundaria de Cp-
TrxAl e em segundo lugar, mas ndo menos importante, para avaliar as mudangas
conformacionais desta estrutura na presenca de diferentes pHs e dos agentes redox
testados no ensaio anterior, bem como das quatro moléculas utilizadas no ensaio de
atividade enzimatica de reducdo da insulina por Cp-TrxAl. O protocolo para o DC esta

descrito no item 11.3.5. deste capitulo, e foi utilizada a proteina Cp-TrxAl a 10 umol L*
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(sem adicdo de insulina), em tamp&o 20 mmol L K;HPO4/KH,POs. Para avaliar a
influéncia do pH sobre a estrutura secundéria desta proteina, neste primeiro experimento
foi utilizada uma amplitude de pHs de 7,0 a 9,0 e os resultados estdo apresentados na
Figura 11.14.
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Figura I11.14. Avaliacao por dicroismo circular da influéncia do pH na estrutura secundaria de Cp-TrxAl.

Pode-se avaliar através do grafico presente na Figura 11.14. que os pHs nédo
alteraram significativamente a estrutura secundaria de Cp-TrxAl. Os dados de
elipticidade molar obtidos em cada condicdo experimental foram utilizados para calcular
a porcentagem dos componentes da estrutura secundaria desta proteina através do
programa CDpro e estas porcentagens estdo dispostas na Tabela 11.S2, no Material
Suplementar deste capitulo.

Apds esta avaliacdo da influéncia do pH na estrutura secundaria de Cp-TrxAl, foi
testada a influéncia dos agentes redox a 1,4 umol L sobre a estrutura secundaria desta
proteina (a 10 pumol L), em pH 7,4 (pH 6timo obtido no ensaio enzimatico). Os
resultados obtidos estdo presentes na Figura 11.15. A estrutura secundaria de Cp-TrxAl
sem a presenca dos agentes redox foi utilizada como controle positivo, para fins
comparativos dos resultados obtidos da estrutura secundéria desta proteina na presenca

de agentes redox.
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Figura 11.15. Avaliac@o por dicroismo circular da influéncia de agentes redox na estrutura secundéria de
Cp-TrxAl

De acordo com os dados obtidos em elipticidade molar, contrastada com o
comprimento de onda utilizado durante o DC (Figura 11.15.), pode-se observar que todos
os agentes redutores alteraram a estrutura secundaria de Cp-TrxAl, de acordo com o
controle positivo (Trx). O resultado experimental obtido para a diamida foi muito
parecido aos dados experimentais do controle positivo, podendo-se sugerir que Cp-TrxAl
do controle positivo esteja em seu estado oxidado. Assim como para os diferentes pHs,
os calculos da composicdo da estrutura secundaria de Cp-TrxAl em cada condicdo
experimental estdo presentes na Tabela 11.S2 (material suplementar).

O préximo experimento foi realizado para avaliar a influéncia de suramina,
heparina, Hsp e Hst, todos na concentragdo 0,14 umol L, na estrutura secundaria de Cp-
TrxA1 (10 umol L1). Os resultados experimentais estdo expressos em elipticidade molar

com relacdo ao comprimento de onda (200-260 nm), na Figura 11.16.
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Figura 11.16. Avaliacdo por dicroismo circular da influéncia de suramina, heparina, Hsp e Hst na
estrutura secundéria de Cp-TrxAL.

Conforme é possivel observar, a Unica molécula que altera a estrutura secundaria
de Cp-TrxALl é a Hsp e com base na comparacdo da predicdo da composicao da estrutura
secundéria do controle positivo, com este resultado experimental, verifica-se uma
alteracdo na porcentagem de a-hélices, de 34% (controle positivo) para 38;% (Cp-TrxAl
com Hsp). De acordo com dados obtidos na literatura, a interacdo de diversas Trxs com
inibidores ou ligantes pode causar mudancgas conformacionais (HALL et al., 2011;
CHARTRON et al., 2007; QIN et al., 2005), o que corrobora com o resultado obtido.
Apesar de Hst, heparina e suramina inibirem a atividade de Cp-TrxAl, conforme
demonstrado no experimento de atividade enzimaética, estes inibidores ndo alteram a
estrutura conformacional de Cp-TrxAl, o que sugere um modo de interacdo diferente do
modo de interacdo com Hsp. Os célculos da composicdo da estrutura secundaria de Cp-
TrxAl em cada condicdo experimental estdo presentes na Tabela 11.S2 (material

suplementar).

11.4.6. Saturation Transfer Difference por Ressonancia Magnética Nuclear (STD-
RMN)

Foram realizados experimentos de STD-RMN para a tentativa de determinar o
modo de interacdo dos ligantes com a proteina, de acordo com o item 11.3.8 deste capitulo.
A Figura I1.17. mostra os fatores de relativos de amplificacdo STD (STD-AF) e os
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epitopos das ligagdes de Cp-TrxAl com suramina e Hst.
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Figura 11.17. lustrag&o dos resultados de STD-RMN para Cp-TrxAl com suramina e Hst. A direita estio
os espectros de RMN e a direita, os modos de interagdo, com os STD-AF. a) Fatores de
amplificacdo relativos STD e epitopos da ligacdo de suramina interagindo com Cp-TrxAl.
b) Fatores de amplificagdo relativos STD e epitopos da ligacdo de Hst interagindo com Cp-
TrxAl.

Os experimentos STD-NMR de Cp-TrxAl confirmaram a interacdo da proteina
com suramina e Hst, entretanto os experimentos envolvendo Cp-TrxAl com heparina e
Hsp ndo proporcionaram resultados possiveis de serem avaliados por esta técnica. Isto
ocorre devido ao cut-off da afinidade em experimentos STD-NMR, que requerem que 0
ligante se dissocie do receptor da proteina para permitir uma avaliacdo desta ligacdo. Os
complexos proteina-ligante com constante de dissociagdo menor do que poucos umol néo
séo diretamente observados em experimentos STD-RMN.

A suramina interage predominantemente com Cp-TrxAl através dos grupos do
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acido sulfonico, devido ao fato de 0 STD-AF de 100 % ser observada nesta porcao (Figura
11.17.). A avaliacdo dos epitopos de ligacdo de Hst é bastante complicada, uma vez que
todos os hidrogénios foram expostos ao efeito de STD, entretanto foi possivel determinar
que o STD-AF de 100 % corresponde aos hidrogénios do sistema de anel aromatico desta
molécula (Figura I11.17.).

Hst e suramina mostraram efeitos inibidores bastante fortes (maiores do que 85%
de inibicdo da atividade de Cp-TrxAl) e a identificacdo dos epitopos de ligagdo destas
moléculas proporcionou informac@es Uteis para experimentos de docking e para refinar

as orientacdes relativas destas moléculas na estrutura da proteina.

11.5. Concluséo

As Trx participam de diversas regulacdes da homeostase redox celulares em
patdgenos, importante para sua sobrevivéncia em condi¢fes adversas. O alto nivel de
conservagao do sitio ativo das Trxs bem como de seu fold, demonstram sua importancia
para esta classe de proteinas. Os agentes redutores testados apresentaram efeitos
diferentes na atividade enzimatica de Cp-TrxAl, sendo o melhor desempenho realizado
na presenca de DTT, seguido por ESH e GSH. A proteina oxidada ndo é capaz de realizar
o rompimento das ligacGes dissulfeto de outras proteinas, resultado comprovado com a
adicdo de diamida ao ensaio enzimatico de Cp-TrxAl. As moléculas suramina, heparina,
Hst e Hsp séo capazes de inibir com eficécia a atividade de Cp-TrxAl e de acordo com
os resultados obtidos tanto em DC quanto em RMN, sugere-se que interajam de modos
diferentes com esta proteina. A inibicdo de proteinas como Trx representa um papel
importante na viabilidade do patégeno e a caracterizacdo bioquimica e biofisica de Cp-
TrxAl proporciona um maior conhecimento sobre o comportamento desta proteina,
fornecendo ferramentas para futuros estudos com o intuito de inibicdo da atividade desta

proteina.
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Tabela I11.S1. Resultados da reducdo de insulina por Cp-TrxA1l representados pela média, em porcentagem
de atividade, com seus respectivos desvios padréo.

Proteina Agente redox Media da atividade (%) | Desvio padréo
Cp-TrxAl DTT 100 +0,3
Cp-TrxAl GSH 49 +50
Cp-TrxAl ESH 80 +41
Cp-TrxAl CoA 15 + 4,7
Cp-TrxAl diamida 4 + 0,7

Proteina | Molécula ligante | Média da atividade (%) | Desvio padrao
Cp-TrxAl Suramina 89 + 6,7
Cp-TrxAl Heparina 86 + 3.2
Cp-TrxAl Hsp 92 +21
Cp-TrxAl Hst 89 +5,0
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Tabela 11.S2. Predicdo da estrutura secundaria de Cp-TrxALl, obtida por DC e analise dos resultados pelo

programa CDpro.
a-hélices Folhas-$ turn coil
(%) (%) (%) (%)
Trx de M. avium (pdb 27 22 - -
AWXT)
Cp-TrxAl 34 23 20 23
Cp-TrxAl+DTT 40 16 18 26
Cp-TrxAl+GSH 39 22 18 21
Cp-TrxA1+ESH 33 22 20 25
Cp-TrxA1+CoASH 27 20 24 29
Cp-TrxAl+diamida 34 23 20 23
Cp-TrxAl+suramina 27 23 20 30
Cp-TrxAl+heparina 26 23 19 31
Cp-TrxAl+Hst 26 24 20 30
Cp-TrxAl+Hsp 38 20 20 22
Cp-TrxAlpH 7,0 35 23 20 22
Cp-TrxAlpH 7,4 33 25 20 22
Cp-TrxAlpH 7,8 33 24 20 23
Cp-TrxAl pH 8,0 32 23 21 24
Cp-TrxAl pH 8,4 32 23 21 24
Cp-TrxAl pH 8,8 33 24 20 23
Cp-TrxAl pH 9,0 33 23 21 23
A B

Figura 11.S1. Estrutura das moléculas testadas quanto ao efeito inibitério da atividade de Cp-TrxAl. A:

Suramina; B: Heparina; C: Hesperidina (Hsp); B: Hesperetina (Hst).
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Expressédo, purificacéo e cristalizacdo da proteina Tioredoxina Redutase de

Corynebacterium pseudotuberculosis

Resumo

Thioredoxin (Trx) e TrxR constituem o sistema bem conhecido denominado
sistema tioredoxina, que estd presente em procariotos e eucariotos, mantendo as
condigdes redutoras intracelularmente. TrxR é uma enzima tiol oxido-redutase que
contém duas subunidades idénticas, estando cada uma ligada a um FAD, o que confere
uma coloracdo amarela a esta proteina. Esta enzima é responsavel pela reducdo da Trx,
reacdo especificamente dependente de NADPH, sendo de essencial para a atividade da
Trx, que s0 € ativa em sua forma. O presente trabalho visa expressar, purificar e cristalizar

a proteina TrxR de Corynebacterium pseudotuberculosis.

Palavras-chave: expressao, purificacdo, cristalizacdo, tioredoxina redutase, TrxR.

I11.1. Introducéo

Thioredoxin (Trx) e TrxR constituem o sistema bem conhecido denominado
sistema tioredoxina, que estd presente em procariotos e eucariotos, mantendo as
condigbes redutoras no interior das células (ARNER; HOLMGREN, 2000). Isto é
possivel devido a um par de cisteinas conservadas presentes na Trx, a qual oxidada (Trx-
So) apresenta uma ligacdo dissulfeto, enquanto um ditiol estd presente em sua forma
reduzida (Trx-(SH)2) (ARNER; HOLMGREN, 2000; HOLMGREN; BJORNSTEDT,
1995). Neste contexto, TrxR € uma enzima tiol oxido-redutase que contém duas
subunidades idénticas, estando cada uma ligada a um FAD, o que confere uma coloragédo
amarela a esta proteina. Esta enzima € responsavel pela reducdo da Trx, reagdo
especificamente dependente de NADPH, sendo essencial para a atividade da Trx, que s6
é ativa em sua forma reduzida (HOLMGREN, 1985). Além da Trx, a TrxR € capaz de
reduzir uma proteina semelhante a glutarredoxina em Escherichia coli, a NrdH, e
substratos que ndo possuam ligacdes dissulfeto, como selenito, hidroperdxido lipidico e
0 H202no caso da TrxR de mamiferos (AKIF et al., 2005, MUSTACICH; POWIS, 2000).

O sistema Trx age como doador de elétrons para a ribonucleotideo redutase, o que
é essencial para a sintese de DNA (HOLMGREN; BJORNSTEDT, 1995). Além disso,
TrxR estd indiretamente envolvida nas atividades realizadas pela Trx, uma vez que a

atividade de TrxR sobre Trx possibilita que esta retorne a sua forma ativa (reduzida)


http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/0076687995520236#!
http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/0076687995520236#!
http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/0076687995520236#!
http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/0076687995520236#!
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(MUSTACICH; POWIS, 2000). Para tentar obter um maior conhecimento sobre a
proteina TrxR de C. pseudotuberculosis, o presente trabalho proporciona os estudos
iniciais com esta proteina, visando expressar, purificar e cristalizar a proteina TrxR de

Corynebacterium pseudotuberculosis.

111.2. Objetivos
Expressar, purificar e cristalizar a proteina TrxR de Corynebacterium

pseudotuberculosis.

111.3. Material e Métodos

111.3.1. Linhagem bacteriana
A linhagem E. coli BL21 (DE3) T1 (Sigma-Aldrich, EUA) foi utilizada para a
expressdo da proteina Cp-TrxR (Uniprot: AOA1L6D393).

111.3.2. Analises in silico de Cp-TrxR
Estas analises foram realizadas de acordo com a metodologia descrita no item

11.3.2. do presente trabalho, disponivel no Capitulo II.

111.3.3. Vetor contendo Cp-TrxR

O open reading frame de TrxR de C. pseudotuberculosis foi clonado no vetor
pD441-SR, pela empresa DNA 2.0 (EUA). A construcdo contém uma tag C-terminal de
hexahistidina (6 histidinas) e um sitio de clivagem TEV (ENLYFQG), totalizando 330
aminacidos e massa de ~35 kDa. A Figura I11.1. mostra esta sequéncia, estando o sitio

TEV grifado em cinza e a sequéncia de seis histidinas grifadas em preto.

MSEAPNATTVHDVAIIGSGPAGYTAALYAARAELKPIVFEGIEFGGSLMTTTEVENFPGFPEGIMGPDLMDNMRSQAE
RFGADLRMELVTKVELEGEIKKIWVDDQEFHARSVILATGSAPRYIGAEGEQTLLGRGVSACATCDGFFFRDHDIAVI
GGGDSAMEEATFLTKFAKSVTIVHRREEFRASATIMLERAKNNDKIKFLTNKTVSKVLGENTVSGLELTDTATGETSIL
DVTAMFVAIGHDPRSDLFRGVVDTNDAGYVRVEEPSTRTNVPGVFAVGDLVDAHYQQAITAAGSGCRGAIDAENYLAA
LDAGGENLYFQG]

Figura I11.1. Sequéncia de aminoécidos da proteina Cp-TrxR (Uniprot: AOA1L6D393), contendo um sitio
de restricdo TEV (grifado em cinza) e seis histidinas (grifadas em preto).

O vetor pD441-SR é resistente a kanamicina apresenta um promotor T5 induzivel
por IPTG e uma alta porcentagem de cdpias fornecida pela origem de replicacdo pUC. A

Figura I11.2 A apresenta o vetor pD441-SR com inserto de Cp-TrxR.
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Figura 111.2. Plasmideo pD441-SR com inserto do gene TrxR (Uniprot: AOA1L6D393) de C.
pseudotuberculosis. Inserto do gene Cp-TrxR em verde escuro. Figura adaptada de ATUM
— DNA 2.0 (https://www.atum.bio/eCommerce/catalog/datasheet/117).

111.3.4. Superexpresséo e purificagdo da Cp-TrxR
A metodologia utilizada para este procedimento esta descrita no item 11.3.3. do
presente trabalho, disponivel no Capitulo II.

111.3.5. Western Blot
O Western Blot foi realizado de acordo com o item 11.3.4. deste trabalho,
disponivel no Capitulo II.

111.3.6. Dicroismo circular (DC)

Para a avaliagdo da conformacéo da estrutura secundéria da proteina Cp-TrxR, foi
aplicado o DC (GREENFIELD; FASMAN1969). Para a amostra, foram realizados 10
scans repetidos, 5 deles para estabelecer a linha de base. O intervalo de comprimento de
onda aplicado para os espectros de far-UV foi de 200 nm a 260 nm, em um tempo
constante de 1 s e modo de varredura continua de 100 nm / min, usando um
espectropolarimetro Jasco J-107 (Jasco, Japdo). Cp-TrxR foi diluida em 20 mmol L
K2HPO4 / KH2PO4, pH 7,4. Os resultados foram analisados com o programa CDpro
(SREERAMA; WOODY, 2004).
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111.3.7. Espalhamento de Luz Dinamico
As medidas de DLS foram realizadas no Dynapro Molecular Dimension e as
analises feitas pelo software Dynamics V6.3.40, de acordo com o item 11.3.6. do presente

trabalho, disponivel no Capitulo II.

111.3.8. Cristalizacéo
Os testes para a tentativa de cristalizacdo da proteina foram realizados com a

proteina em alta concentragdo (acima de 10 mg mL™) eluida tanto em tampdo
KH2PO4/K2HPO4 20 mmol L, quanto em tamp&o Tris-HCI 20 mmol L, pelo método
hanging-drop vapor diffusion (MCPHERSON, 1982.), em placas contendo 24 pocos e
utilizando Kits comerciais de precipitantes (Qiagen, Alemanha) para o screening inicial.
Em caso de obtencdo de cristais, estes foram submetidos a difracéo por raios-X, na linha
de luz WO01B-MX2, disponivel no Laboratério Nacional de Luz Sincrotron (LNLS-

Campinas, Séo Paulo, Brasil).

111.4. Resultados e Discussao

I111.4.1. Analises in silico de Cp-TrxR

111.4.1.1. Alinhamento da Proteina Cp-TrxR
Foi realizado um BLAST da sequéncia de aminoacidos da proteina Cp-TrxR com

o0 PDB e as duas sequéncias das estruturas resolvidas, com maior identidade foram
alinhadas com a sequéncia de Cp-TrxR. De acordo com o Blast, a estrutura da tioredoxina
redutase de Mycobacterium smegmatis (PDB: 5UTH) e de Mycobacterium tuberculosis
(PDB: 2A87) apresentam respectivamente 98 e 95 % de coverage e 67 e 68 % de
identidade com Cp-TrxR (Uniprot: AOA1L6D393). Os resultados do alinhamento estdo
apresentados na Figura I11.3.

Pode-se verificar uma elevada conservagdo entre as estruturas destas trés
proteinas. Além disso, o sitio ativo (CxxC) esta destacado por uma barra vermelha acima

das sequéncias das TrxRs alinhadas (Figura 111.3.).



Identidade

C.pseudotuberculosis 1 M EAENAT

M. smegmatis 1 ---MSTSQ 67%

M. tuberculosis 1 ¥~pgvHD 68%
Identidade

C.pseudotuberculosis ARIR FGADLRMEMVIRS /1 K WY DIy — EF AR

M. smegmatis AMQ ®~2RAVILAMGAAAREILGVPGERN MGGV SECATCDGFFFRDODI 67%

M. tuberculosis S\YSiEH 68%
Identidade

C.pseudotuberculosis 156 HRR NNDKIBFLTN VIRGENTVEG LI LD TIT GES |

M. smegmatis 153 GGGDSAMEEATFLTRFARSVTLIHRRDEFRASKIMLERARENIKIFLTN Q VTGIRLRDT’TGEES 67%

M. tuberculosis NN T CGGDSAMEEATFLTRFARSVTLVHRRDEFRASKIMLBRARNNDKIRELTN] m\/ V] 68%
Identidade

C.pseudotuberculosis 236 TN GDLVDINSIY@OATTAAGSGCINGA T DAENM LARNED A

M. smegmatis 233 DD TYRQAITAAGSGCAAEIDAERWLAE 67%

M. tuberculosis 241 D IBVOGRTTRTSLPGVFAAGDLVDRTYROAMTAAGSGCAAATIDAERWLAEISIAA 68%
Identidade

C.pseudotuberculosis 316 —-——————————————

M. smegmatis = 00@@———————————---- 67%

M. tuberculosis 321 TGEADSTDALIGAQR 68%

Figura 111.3. Alinhamento da sequéncia de aminoacidos de Cp-TrxR (Uniprot: AOA1L6D393) com a sequéncia de tioredoxina redutase de M. smegmatis (PDB: 4WXT) e de
tioredoxina de M. tuberculosis (PBD: 2L4Q), apresentando 67% e 68% de identidade com Cp-TrxR, respectivamente. O sitio ativo (CxxC) conservado esta
representado pela barra vermelha acima das sequéncias.

111.4.1.2. Modelagem da estrutura de Cp-TrxR

A modelagem por homologia da estrutura de Cp-TrxR foi realizada de acordo com a metodologia descrita no item 11.3.2.2. A estrutura da

tioredoxina redutase de M. smegmatis (PDB: 5UTH) apresentada no alinhamento da Figura I11.3, foi utilizada para modelagem da estrutura de Cp-
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TrxR. Este tipo de estrutura é conhecido por sanduiche de trés camadas B-p-a. A Figura
I11.4. mostra o modelo da estrutura de Cp-TrxR sobreposta a estrutura de M. smegmatis,
com destaque em seu sitio ativo oxidado (ligacao dissulfeto em amarelo) e ao FAD
préximo ao sitio ativo desta proteina, ambos representados por bastdes.

B-11 B-10
B-9 B-15

B-14

B-13 o-4

N

Figura I1.4. Modelo por homologia da estrutura de Cp-TrxR, com foco em seu sitio ativo oxidado (ligagdo
dissulfeto em amarelo) e ao FAD préximo ao sitio ativo desta proteina, ambos representados
por bastdes, sobreposto a estrutura de M. smegmatis PDB: 5UTH).

A Figura I1.4. mostra a unidade monomérica da estrutura TrxR de M. smegmatis
e do modelo da estrutura de Cp-TrxR, sobrepostos. Conforme explicado no capitulo I, o
NADPH doa elétrons ao FAD presente na TrxR, deixando-o reduzido (FADHz). O
FADH: por sua vez, doa elétrons a tioredoxina redutase oxidada (TrxR-S>), tornando-a
reduzida (TrxR-(SH)2), para que ela possa reduzir a Trx, tornando-a ativa (ARNER;
HOLMGREN, 2000; WILLIAMS, 1995). Todo este processo é de extrema importancia
para as diversas atividades metabolicas exercidas pelo sistema das Trxs, o qual envolve
as TrxRs (ARNER; HOLMGREN, 2000; WILLIAMS, 1995).

111.4.2. Purificacio da proteina Cp-TrxR
A proteina Cp-TrxR foi expressada e purificada por afinidade, seguida por

purificacdo de exclusédo por tamanho (gel filtracdo), de acordo com a metodologia do item
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11.3.3., obtendo a proteina em alto grau de pureza. O cromatograma obtido na gel filtracao,
bem como o SDS-PAGE (15%) compdem a Figura I11.5.
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Figura 111.5. Purificacdo da proteina Cp-TrxR. A direita estd o cromatograma obtido na gel filtragdo e a
amostra presente entre 8,0 e 10 mL neste cromatograma, foi colocada em SDS-Page (15%),
presente do lado direito do cromatograma, visualizando uma Unica banda de ~35 kDa. M:
marcador.

Na Figura I11.5., observa-se uma banda de ~35 kDa com alto grau de pureza,
tamanho esperado para Cp-TrxR. O cromatograma referente da mesma figura referente a

gel filtracdo também observa-se um pico unico, indicando a pureza da proteina.

111.4.3. Western blot
O teste de Western Blot permitiu a confirmacédo de que a proteina com o tamanho
de aproximadamente 35 kDa presente no SDS-PAGE (Figura 111.5.) é a proteina
recombinante Cp-TrxR, uma vez que identificou somente proteinas que possuam a cauda
de histidina, devido aos anticorpos utilizados. A membrana contendo o resultado deste
teste esta exposta na Figura 111.6.
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Figura I11.6. Western blot de Cp-TrxR. M: marcador; 1: Cp-TrxR; 2: controle positivo (proteina
conhecida).

111.4.5. Dicroismo circular

O espectro de DC para Cp-TrxR com os calculos das estimativas para cada
componente de sua estrutura secundaria, realizados pelo o programa CDpro estdo
presentes na Figura I11.7.

a-hélices: 22%

2000
Folhas-§: 26%
-3000 | Tum: 20%
Coil: 30%
-4000
5000 J

Figura 111.7. Espectro de DC de Cp-TrxR, com as predi¢Oes de estrutura secundaria em porcentagem.

O BLAST da sequéncia de aminoacidos de Cp-TrxR com o PDB mostrou que a
estrutura com 98% de cobertura e maior identidade (67%) com esta proteina € a TrxR de
Mycobacterium smegmatis, a qual apresenta 26% de a-hélices e 26% de folhas-f na
condig@o em que foi cristalizada, o que corrobora com a predicdo obtida para Cp-TrxR, a
qual apresentou 22% de a-hélices e 26% de folhas-p durante as analises de CD.

111.4.6. Espalhamento de Luz Dindmico
As medidas de ELD mostraram que a proteina estava homogénea e monodispersa,

conforme observa-se na Figura I11.8.
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Figura 111.8. ELD da proteina recombinante Cp-TrxR, mostrando a monodispersividade da amostra.

111.4.7. Cristalizacéo

Apds todos estes testes avaliando a obtencdo da proteina recombinante Cp-TrxR,
bem como sua pureza e sua dispersdo, foram realizadas tentativas de cristalizacéo, para
que fosse possivel resolver sua estrutura. Foram testados os seguintes kits de
cristalizacdo: NeXtal Tubes PEGs suite (Qiagen, Alemanha), NeXtal Tubes PEGs I
suite (Qiagen, Alemanha) e NeXtal Tubes,AmSO4 Suite (Qiagen, Alemanha). Foram
obtidos cristais na presenca da solug@o precipitante contendo Sulfato de amonio 2M, tris
0,IM (pH 8,5). Foram realizados os testes de cristalizagdo com a proteina em
concentragdo de aproximadamente 13 mg mL?, eluida tanto em tamp&o
KH2PO4/K2HPO4 20 mmol L?, quanto em tampdo Tris-HCI 20 mmol L*, obtendo
cristais nestas duas condic¢des. A Figura 111.9. mostra os cristais de Cp-TrxR obtidos,
bem como o padréo de difragdo por raios-X. Os cristais apresentam coloragcdo amarela

claro, devido a presenca do FAD ligado a esta proteina.

Figura I11.9. Foto dos cristais de Cp-TrxR (a direita) e padrdo de difracdo por raios-X de Cp-TrxR (a
esquerda), de aproximadamente 5 A.
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Apesar da obtencdo dos cristais de Cp-TrxR e das diversas tentativas de
otimizacgdo de cristalizacdo através da alteracdo da composi¢cdo dos precipitantes, bem
como adicionando aditivos como MgCl», &cido citrico, DTT e diamida, ndo foi possivel
obter cristais que fornecessem um padréo de difracdo ideal para resolver a estrutura desta
proteina. O padrdo de difracdo obtido a partir dos cristais apresentados na Figura 111.9. é
de5A.

111.5. Concluséo

A proteina recombinante TrxR de C. pseudotuberculosis foi expressada e
purificada com sucesso. As andlises por DC mostraram a possivel estrutura secundéria
desta proteina em pH 7,4, o que corrobora com os resultados obtidos na literatura. Sugere-
se como proxima etapa a caracterizacdo bioquimica desta proteina, bem como uma
otimizacdo da cristalizacdo, para obtencdo de cristais que fornecam bom padrdo de
difracdo, possibilitando resolver sua estrutura. Assim, sera possivel obter uma maior
compreensdo de seus mecanismos de acdo, e consequentemente, um maior conhecimento

sobre C. pseudotuberculosis.
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Expressao e purificacdo da proteina Diphtheria Toxin Repressor de

Corynebacterium pseudotuberculosis

Resumo

O ferro € um metal essencial as fungdes vitais dos organismos, entretanto em altas
concentragcOes se torna toxico as células. Para que ocorra a regulacdo da absorcdo e
utilizacdo deste metal, as bactérias desenvolveram mecanismos para obter a homeostase
de ferro, evitando a restricdo ou o excesso do mesmo. Geralmente, em algumas bactérias
gram positivas essa regulacao ocorre a nivel transcricional, pela proteina diphtheria toxin
repressor (DtxR). Quando a concentragdo de ferro é ideal, DtXR reprime a expressao de
diphtheria toxin (Dtx), entretanto quando o ferro disponivel se torna escasso, a traducéo
desta proteina é interrompida e inicia-se a traducdo do gene dtx, a qual inicia o ciclo
lisogénico de C. diphtheriae, proporcionando a consequente liberacdo de ferro das células
mortas do hospedeiro para os patdgenos. Corynebacterium pseudotuberculosis, apresenta
0s genes dtx e dtxR, entretanto ndo ha estudos para estes genes neste micro-organismo.
Diante do exposto, este trabalho visa a expressdo e purificacdo de DtxR de C.
pseudotuberculosis (Cp-DtxR), para que possibilite futuros estudos desta proteina,
fornecendo uma maior compreensdo da viruléncia deste micro-organismo e possiveis

alternativas para o tratamento e prevencéo de linfadenite caseosa .

Palavras-Chave: diphtheria toxin repressor, DtxR, purificacdo

IV.1. Introducéo

O ferro € um metal essencial as fun¢des vitais dos organismos, uma vez que ele
participa de importantes reacfes redox de biocatalise e de transporte de elétrons
(MIETHKE; MARAHIEL, 2007), entretanto em altas concentragdes se torna tdxico as
células (D’AQUINO et al., 2007; DENG; ZHANG, 2015). Para que ocorra a regulagdo
da absorcéo e utilizacdo deste metal, as bactérias desenvolveram mecanismos para obter
a homeostase de ferro, evitando a restricdo ou o excesso do mesmo. Geralmente, essa
regulacdo ocorre a nivel transcricional, pelo repressor da absor¢do de ferro (Fur),
geralmente presente em bactérias gram negativas ou em gram positivas com baixa
concentracdo de G+C em seu DNA, ou pela proteina diphtheria toxin repressor (DtxR)
em bactérias gram positivas com alta concentracdo de G+C (GUEDON; HELMANN,
2003; DENG; ZHANG, 2015).
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Em Corynebacterium diphtheriae e Corynebacterium glutamicum, DtxR é
responsavel por este mecanismo (D’AQUINO et al., 2007; DENG; ZHANG, 2015).
Quando a concentragdo de ferro é ideal, DtxR reprime a expressdo de diphtheria toxin
(Dtx), entretanto quando o ferro disponivel se torna escasso, a traducdo desta proteina é
interrompida e inicia-se a traducdo do gene dtx, a qual inicia o ciclo lisogénico de C.
diphtheriae, um dos principais fatores de viruléncia, proporcionando a consequente
liberacdo de ferro das células mortas do hospedeiro para os patdégenos (GUEDON;
HELMANN, 2003).

A estrutura de DtxR de C. diphtheriae que foi resolvida é composta por duas
subunidades de 25,3 kDa, e revela um dominio N-terminal de residuos (1-73) que incluem
um motif para a ligagdo da hélice-volta-hélice de DNA e um dominio para sua
dimerizacdo (residuos 74 a 140) o qual contém dois sitios de ligacdo de metais (POHL;
HOLMES; HOL, 1998).

Corynebacterium pseudotuberculosis, agente causador de linfadenite caseosa
(LC), também apresenta os genes dtx e dtxR, entretanto ndo ha estudos para estes genes
neste micro-organismo. Diante do exposto, 0 presente trabalho visa a expressdo e
purificacdo de DtxR de C. pseudotuberculosis (Cp-DtxR), para que possibilite futuros
estudos desta proteina, fornecendo uma maior compreenséo da viruléncia deste micro-
organismo e possiveis alternativas para o tratamento e prevencédo de linfadenite caseosa,

doenca causada por C. peudotuberculosis.

IV.2. Objetivos

Expressar e purificar a proteina DtxR de Corynebacterium pseudotuberculosis.

1VV.3. Material e Métodos

IVV.3.1. Linhagem bacteriana
A linhagem E. coli BL21 (DE3) T1 (Sigma-Aldrich, EUA) foi utilizada para a
expressao da proteina Cp-DtxR (Uniprot: D9QAWL).

1VV.3.2. Anélises in silico de Cp-DtxR
Estas analises foram realizadas de acordo com a metodologia descrita no item

11.2.2. do presente trabalho, disponivel no Capitulo II.


http://www.uniprot.org/uniprot/D9QAW1
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I1VV.3.3. Vetor contendo Cp-DtxR

O open reading frame de DtxR de C. pseudotuberculosis (Uniprot: D9QAW1) foi
clonado no vetor pD441-SR, pela empresa DNA 2.0 (EUA), de acordo com a mesma
metodologia do item 111.3.3, presente no Capitulo Ill deste trabalho. A Figura IV.I.
apresenta a sequéncia de aminoacidos de Cp-DtxR, contendo o sitio TEV (grifado em
cinza) e as seis histidinas (grifadas em preto) na extremidade C-terminal, totalizando 239

aminacidos e masssa de =27 kDa.

MKDLVDTTEMYLRTIYELEEEGVTPLRARIAERLDQSGPTVSQTVARMERDGLVVVASDRSLOMTPTGRALATAVMRK
HRLAERLLTDIIGLDIHKVHDEACRWEHVMSDEVERRLVDVLEDVTRSPFGNPIPGLDELGVSIKKKEGPGKRAVDVA
RATPRDVKIVQINEILQVDSDQFQALIDAGIRIGTTVTLSDVDGRVIITHGEKTVELIDDLAHAVRIEEIGGENLYFQ
G

Figura IV.1. Sequéncia de aminoacidos da proteina Cp-DtxR (Uniprot: DOQAWL), contendo um sitio de
restricdo TEV (grifado em cinza) e seis histidinas (grifadas em preto).

A Figura IV.2 ilustra o vetor pD441-SR com inserto da sequéncia de Cp-DtxR

apresentada na Figura 1V.1.

A ) bl lacO
- 1auciple N

I:acO_T

Term_rpoC

Figura IV.2. Plasmideo pD441-SR com inserto do gene Cp-DtxR (Uniprot: D9QAWL1). Inserto do gene
Cp-DtxR  em  azul. Figura  adaptada de ATUM - DNA 20
(https://www.atum.bio/eCommerce/catalog/datasheet/117).

1VV.3.4. Expressao e purificacdo da Cp-DtxR
O protocolo para este procedimento esta descrito no item 11.3.3. do presente

trabalho, disponivel no Capitulo II. A Unica parte do protocolo que difere desta


http://www.uniprot.org/uniprot/D9QAW1
http://www.uniprot.org/uniprot/D9QAW1
http://www.uniprot.org/uniprot/D9QAW1
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metodologia é que no momento da expressao, ao invés da suplementacdo com 50 umol
L de MgSOs, 0 meio de cultura é suplementado com 50 umol L™ de FeCl; para a

expressao de Cp-DtxR.

1VV.3.5. Western Blott
O Western Blot foi realizado de acordo com o item 11.3.4. deste trabalho,

disponivel no Capitulo II.

I\VV.3.6. Dicroismo circular (DC)
Para a avaliacdo da conformacdo da estrutura secundaria da proteina Cp-DtxR, foi

utilizado o DC, de acordo com o item 111.3.6. deste trabalho, disponivel no Capitulo III.
1VV.3.7. Espalhamento de Luz Dinamico

As medidas de ELD foram realizadas no Dynapro Molecular Dimension e as
analises feitas pelo software Dynamics V6.3.40, de acordo com o item 11.3.6 do presente
trabalho, disponivel no Capitulo 1.
I1VV.4.0. Resultados e Discussao

IV.4.1. Anélises in silico de Cp-DtxR

111.4.1.1. Alinhamento da Proteina Cp-DtxR

Foi realizado um BLAST da sequéncia de aminoacidos da proteina Cp-DtxR com

0 PDB e as duas sequéncias das estruturas resolvidas, com maior identidade foram
alinhadas com a sequéncia de Cp-DtxR. De acordo com o Blast, a estrutura da diphtheria
toxin repressor de Corynebacterium diphtheriae (PDB: 1DPR) e de Mycobacterium
tuberculosis (PDB: 1FX7) apresentam respectivamente 79 e 59 % de identidade com Cp-
DtxR (Uniprot: AOA1L6D393). Os resultados do alinhamento realizado utilizando os
programas Muscle e Box Shade estdo apresentados na Figura IV.3.
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Figura 1V.3. Alinhamento da sequéncia de aminoécidos de Cp-TrxR (Uniprot: AOALL6D393) com a sequéncia de tioredoxina redutase de M. smegmatis (PDB: 4WXT) e de
tioredoxina de M. tuberculosis (PBD: 2L4Q), apresentando 67% e 68% de identidade com Cp-TrxR, respectivamente. O sitio ativo (CxxC) conservado esta
representado pela barra vermelha acima das sequéncias.

A proteina DtxR contém dois sitios de ligacdo de metais (SPIERING, 2003; POHL; HOLMES; HOL, 1998) e através do alinhamento
realizado, foi possivel identifica-los em Cp-DtxR. O primeiro sitio de ligacdo de metais apresenta seus 3 aminoacidos (His79, Glu83, His98) com
um asterisco vermelho acima das sequéncias do alinhamento e o segundo (Cys102-Glul05-His106), um asterisco marrom acima destes
aminoacidos. Estes sitios sdo importantes, pois quando DtxR possui metais ligados a este sitio, a proteina se liga ao DNA do micro-organismo,
reprimindo a transcricdo de genes de viruléncia, como o gene dtx. Quando ha auséncia destes metais nestes sitios, a proteina se desliga do DNA
do micro-organismo, permitindo a expressao dos genes de viruléncia, geralmente causando o ciclo lisogénico, que lisa as células do hospedeiro,
liberando assim os metais necessarios @ manutencdo celular do patégeno (SPIERING, 2003; POHL; HOLMES; HOL, 1998).

77
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IVV.4.2. Purificacdo da proteina Cp-DtxR

A proteina recombinante Cp-DtxR foi superexpressada e purificada com
sucesso, de acordo com o item 1V.3.4. A Figura I1.4. mostra o SDS-PAGE da purificagédo
por afinidade realizada na coluna Ni-NTA (Figura IV.4A.) e o cromatograma da

purificacdo de exclusdo por tamanho (Figura 1V.4B.) da proteina Cp-DtxR.
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Figura I1V.4. Purificagdo da proteina Cp-DtxR. (A) SDS-Page (15%) da purifica¢do da proteina Cp-DitxR
por afinidade, com coluna Ni-NTA. 1: passagem do lisado por sonicagdo pela coluna Ni-
NTA,; 2: lavagem com tampdo A contendo 20 mmol de imidazole; 3: lavagem com tampéo
A contendo 80 mmol de imidazole; 4: eluigdo da proteina em tampéao A contendo 500 mmol

de imidazole; 5: marcador. (B) Cromatograma da proteina Cp-DtxR, da cromatografia de
exclusdo por tamanho.

Conforme pode-se observar na amostra 4 da Figura 1V.4A, Cp-DtxR apresenta
~27 kDa, 0 que corrobora com o esperado (considerando o sitio TEV e 6-His) e na Figura
4B, o perfil cromatografico da amostra em purificacdo de exclusdo por tamanho com um
pico unico, indicando a pureza da proteina.

1VV.4.3. Western blot

O teste de Western Blot permitiu a confirmacdo de que a proteina com tamanho
esperado presente no SDS-PAGE é a proteina recombinante Cp-DtxR, uma vez que
identificou somente as proteinas que possuem a cauda de histidina. A Figura IV.5.

mostra a membrana contendo o resultado deste teste, com a amostra 2 correspondente a
Cp-DtxR apresentando ~27 kDa.
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Figura IV.5. Western blot para Cp-DtxR. M: marcador; 1: controle positivo (proteina conhecida) 2: Cp-
DtxR.
IV.4.4. Dicroismo Circular
A Figura 3 mostra o espectro de DC para Cp-DtxR, com os célculos das
estimativas para cada componente de sua estrutura secundaria, realizado com o

programa CDpro.
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Figura I1V.6. Espectro de DC com as predices de estrutura secundaria em porcentagem de Cp-DtxR

De acordo com o BLAST (Basic Local Alignment Search Tool) do NCBI da
sequéncia de Cp-DtxR com o PDB, a estrutura da DtxR de Corynebacterium diphtheriae
(PDB: 1DPR) é a mais similar a Cp-DtxR, apresentando 100% de coverage e 79% de
identidade. A DtxR de C. diphtheriae possui 32% de a-hélices e 1% de folhas-B na
condicdo em que teve sua estrutura determinada, 0 que corrobora com a porcentagem de
a-hélices de Cp-DtxR, a qual foi estimada em 35%, somente 3 % a mais do que para DtxR
de C. diphtheriae. Essa anélise € divergente com relagédo a porcentagem de folhas-p, pois
estimou-se 15% para Cp-DtxR e 1% para DtxR de C. diphtheriae. Isso pode ter ocorrido
pelo fato de as proteinas ndo serem completamente iguais apesar da alta identidade, e de

que as condi¢bes em que se encontravam no momento da analise sejam diferentes, o que
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pode alterar a estrutura secundaria dessas proteinas. Ja a segunda proteina mais similar a

Cp-DtxR, a DtxR de C. diphtheriae em complexo com niquel (PDB: 3GLX), diverge em
10% a porcentagem de a-hélices (45%) com relagdo a Cp-DtxR (35% a-hélices) e se
assimila muito na proporcdo de folhas-B, sendo 15% para Cp-DtxR e 14% para DtxR de
C. diphtheriae. Considerando que a bactéria recombinante contendo Cp-DtxR recebeu
suplementacdo de FeCl, no momento da expressdo desta proteina, sugere-se que este
metal, se presente apds o procedimento de purificacdo, possa de alguma maneira alterar

a estrutura secundaria desta proteina recombinante.

IVV.4.5. Espalhamento de Luz Dinamico
As medidas de ELD mostraram que a proteina estava homogénea e monodispersa,

conforme observa-se na Figura IV.7.
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Figura IV.7. ELD da proteina Cp-DtxR, com pico unico, mostrando a monodispersividade da amostra.

IVV.5. Concluséo

A proteina recombinante DtxR de C. pseudotuberculosis foi expressada e
purificada com sucesso. As analises por CD mostraram a possivel estrutura secundaria
desta proteina em pH 7,4, o que corrobora com os resultados obtidos na literatura. Sugere-
se como proxima etapa a caracterizacao bioguimica desta proteina, bem como a tentativa
de cristalizacdo para a determinacgéo de sua estrutura, obtendo uma maior compreenséo

de seus mecanismos de acdo, e consequentemente, um maior conhecimento sobre C.
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pseudotuberculosis.
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V.1. Considerac6es Finais

V.1.1. Concluséo geral

As proteinas Cp-TrxAl, Cp-TrxR e Cp-DtxR foram expressadas e purificadas;

A familia de proteinas Trx participa da regulagdo da homeostase redox celular em
patdgenos, essencial para sua sobrevivéncia em situacdes de stress ambiental;

O alto nivel de conservacdo do sitio ativo de Trx e de seu dobramento sugere sua
importancia para esta proteina;

Na presenca de DTT e ESH a atividade de reducéo de insulina por Cp-TrxAl ndo
foi afetada ou foi muito pouco afetada, totalizando 100% e ~78%, respectivamente,
com relacédo a reducdo de insulina por esta proteina, um resultado que nao havia sido
descrito por outros autores até o0 momento. Além disso, Cp-TrxAl na presenca dos
agentes GSH, CoASH apresentou uma atividade muito menor do que comparada a
sua atividade sem aditivos, ~45, ~15 e ~5%, respectivamente, podendo-se sugerir
uma forte influéncia destes agentes redox sobre esta proteina;

Os flavonadides, Hsp, Hst, o polissacarideo heparina e o polianion suramina, inibiram
a acdo de Cp-TrxAl em 92, 89, 89 e 86%, respectivamente;

A atividade de Cp-TrxAl ¢ inibida quando interagindo individualmente com as
quatro moléculas testadas (suramina, heparina, Hsp e Hst), entretanto somente sua
interacdo com Hst e suramina puderam ser comprovadas por RMN, com as técnicas
utilizadas. Outros estudos, com metodologias diferentes serdo necessarios para
elucidar o problema, como a utilizacdo de compostos marcados ou de outro tipo de
analise, como por exemplo a calorimetria de titulacdo isotérmica;

Cp-TrxR foi cristalizada, entretanto ndo foi possivel resolver sua estrutura, devido
ao padrao de difracdo por raios-X obtido ser muito alto (5 A). Uma otimizac&o das
condicGes de cristalizacdo é necessaria para a obtencdo de cristais com um padrao
de difracédo por raios —X adequado;

DtxR é uma proteina extremamente importante na regulagdo génica de muitos micro-
organismos, principalmente para genes de viruléncia como o dtx e a continuagéo de
estudos para um maior conhecimento sobre esta proteina se torna necessaria;

Os dois sitios de ligacdo de metais de Cp-DtxR puderam ser determinados pelo

alinhamento realizado com as outras DtxR homologas encontradas pelo BLAST,;
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V.1.2. Sugestdes para trabalhos futuros
Para a continuidade do trabalho realizado nesta tese, sugere-se:
e Caracterizacdo bioguimica da proteina DIXR;
e Tentativa de cristalografia das proteinas estudadas e solugéo de suas estruturas;
e Estudos in vivo de DtxR para a tentativa de elaboracdo de vacinas contra C.
pseudotuberculosis;
e Avaliacdo dos ligantes e inibidores da proteina Cp-TxrAl através de outras

abordagens, para possivel elaboracdo de drogas ou vacinas com estes alvos;
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Abstract
Glutaredoxin Al from Corynebacterium pseudotuberculosis was shown to be a

mycoredoxin protein. In this study, we established a process to overexpress and purify
glutaredoxin Al. The aim of this study was the investigation of the Glutaredoxin Al from
C. pseudotuberculosis behavior under different redox environments and the identification of
lead molecules, which can be used for specific inhibitor development for this protein family.
A quantitative assay was performed measuring the rate of insulin reduction
spectrophotometrically at 640 nm through turbidity formation from the precipitation of the
free insulin. Glutaredoxin A1, at 5 uM concentration, accelerated the reduction process of
0.2 mM insulinand 1mM DTT. The pH optimum of the reaction was 7.4. In the presence of
DTT and ESH the glutaredoxin Al presents similar activity, and its activity is reduced by
50% in the presence of GSH. Additional function for ESH in the redox metabolism of C.
pseudotuberculosis is suggested. A combined STD and Chemical Shift - NMR approach
was employed to study the effects of potential inhibitors on the structure of glutaredoxin Al
from Corynebacterium pseudotuberculosis. The inhibitory potential of four ligands
(heparin, suramin, hesperetin — Hst, and hesperidin - Hsp) against glutaredoxin Al is
discussed.

Abbreviation: CLA, Caseous lymphadenitis; CD, Circular dichroism; CoASH, Coenzyme-
A; DTT, Dithiothreitol; ESH, Ergothioneine; Grx, Glutaredoxin; GSH, Glutathione; Hst,
Hesperetin; Hsp, Hesperidin; LMW thiol, Low-molecular weight thiol; Mrx, Mycoredoxin;
MSH, Mycothiol; Trx, Thioredoxin;

Keywords: Corynebacterium pseudotuberculosis, glutaredoxin, NMR, CD spectroscopy,
inhibitors

1. Introduction
C. pseudotuberculosis is a member of the heterogeneous CMNR-group of pathogens,

which forms a cluster of Gram-positive bacteria along with the Mycobacterium, Nocardia,
and Rhodococcus genus [1]. C. pseudotuberculosis is the causative agent of caseous
lymphadenitis (CLA) that infects sheep, goats, equids (ulcerative lymphangitis) and cattle
(cutaneous excoriated granulomas). CLA infection leads to dramatically reduced yields of
wool and milk, weight loss, carcass condemnation and, eventually, results in death and
considerable economic loss worldwide [2, 3]. Rare cases of infection have also been reported
in humans [4]. As a facultative intracellular parasite, this bacterium is capable of survival
and growth in macrophages, thus, being able to evade detection by host immune systems
[5]. There has, therefore, a strong focus on vaccination and drug development in the fight
against CLA.

Controlling redox metabolism is one of the most promising approaches for drug

design since it is of primary importance in rapidly growing pathogens such as C.
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pseudotuberculosis. Low molecular weight (LMW) thiols, such as glutathione (GSH),
mycothiol (MSH) in mycobacteria, coenzyme-A (CoASH) in Staphylococcus aureus and y-
glutamylcysteine in halobacteria, play key roles in maintaining a reducing intracellular
environment, which is crucial for the proper functioning of regular metabolic activities [6,
7]. Thus, thiols enable rapid adaptation of microorganisms to different environmental
conditions and various endogenous and exogenous stresses [8].

In eukaryotes and Gram-negative bacteria, the tripeptide glutathione (GSH) is the
dominant LMW thiol [8, 9]. GSH is usually present in high intracellular concentrations
(approximately 5 mmol L in Escherichia coli, for example), primarily in its reduced form,
functioning as a thiol-disulfide redox buffer [10]. However, most Gram-positive bacteria do
not possess GSH, instead, the actinomycetes (e.g. mycobacteria, corynebacteria, and
streptomyces) produce mycothiol (MSH) which is functionally analogous to GSH, as the
main low-molecular weight thiol [11, 12]. GSH acts not only during the regulation of
oxidative stress, but also in the presence of alkylating agents and antibiotics, thereby,
maintaining and regulating intracellular thiol-disulfide homeostasis [13-15]. Similar to
GSH, MSH contains a functional cysteine moiety but, myo-inositol and N-glucosamine [8]
are present instead of the two amino acids, glycine and glutamic acid as in GSH. Another
thiol present in the actinomycetes family, including Corynebacterium, is ergothioneine
(ESH), a 2-thiol-L-histidine betaine [8, 16]. The concentration of ESH in actinomycetes is
ten-fold lower than that of MSH and its exact function in these bacteria is unknown [8, 17].
Beside the important thiol group in the LMW thiols their molecular structures are very
different as shown in Figure 1 for GSH, MSH and ESH.
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Fig. 1. Molecular structures of LMW thiols: glutathione, ergothioneine and mycothiol. Circles indicate the
thiol groups.
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In addition to LMW thiols, many organisms possess thiol-disulfide oxidoreductases
such as thioredoxin, glutaredoxin 1, glutaredoxin 2, and glutaredoxin 3 that may function as
reducing agents on protein disulfide bonds via their redox-active disulfides. Reduced active
site thiols is essential for the catalysis of this protein. The oxidation of the cysteines
inactivate the protein [18, 19].

Glutaredoxins (Grx) are low molecular oxidoreductases (9-12 kDa) with a basic
motif consisting of a central four-stranded anti-parallel B-sheet surrounded by three a-
helices and are structurally classified as proteins with a Trx fold [20, 21]. The active sites of
Grx proteins (CxxC) and the glutathione binding site GGxxD motifs are conserved [20, 22].
Glutaredoxins, utilize the reducing power of glutathione to catalyze disulfide reductions in
the presence of NAD(P)H and glutathione reductase [20]. Grx proteins, similar to
thioredoxins, participate in numerous cellular functions such as in the formation of
deoxyribonucleotides for DNA synthesis (by reducing the essential enzyme ribonucleotide
reductase), the generation of reduced sulfur (via 3’-phosphoadenylylsulfate reductase),
signal transduction, and in defense against oxidative stress [19]. Grx proteins are essential
for a wide spectrum of organisms and the improper functioning of this system can be
correlated with various cellular dysfunctions.

In this study, we present the mechanism of the glutaredoxin Al from C.
pseudotuberculosis as mycoredoxin, a small protein unique to actinomycetes. LMW thiols,
that could reduce Cp-GrxAl was the focus of our study. The LMW thiols were tested for
their reductive capacity against Cp-GrxAl. The specificity of glutaredoxins is not
determined by the CxxC active site; moreover, other amino acids in the contact area are
important [23]. Blocking the contact area maybe will disturb the substrate interaction.

Inhibition of the protein can result in a number of bacterial physiological effects.
Identification of ligands, which inhibit the protein activity and can be useful as lead
compounds for forward drugs development, was the second aim of this study. The inhibitory
effect of four molecules was identified by enzymatic assay, and further evaluated by NMR-
based techniques.

Agricultural business is suffering economic losses due to the reduction of meat, milk,
and wool production, caused by CLA. Up to date there is no effective treatment for the
diseases, to control the illness it is recommended that infected animals should be euthanized
[2]. Vaccination has been a strategy for the prevention of CLA, but up to now vaccines are
not available. It is remarkable that the understanding of the biological mechanism of the

bacteria will help to the better development of an effective drug.
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2. Material and Methods

2.1. Materials

Diamide, dithiothreitol, coenzyme-A, ergothioneine, glutathione, low molecular
weight heparin (MW: 6000 kDa), suramin, hesperetin, kanamycin, IPTG, MgSQOa, NacCl,
Tris-HCI, glycerol, lysozyme, imidazole, K;HPO4, KH2PO4, EDTA, methanol, D20, 4,4-
dimethyl-4-silapentane-1-sulfonic acid, DMSQO, acetic acid and isopropanol were purchased
from Sigma-Aldrich (USA). Human insulin were purchased from Eli Lilly do Brasil (Brazil).

Hesperidin was produced and purified as described in section 2.6.

2.2. In silico analysis

Multiple Grx sequences were retrieved from NCBI and sequence alignments were
performed, using MUSCLE [24] and Box Shade
(http://www.ch.embnet.org/software/BOX_form.htm) web servers. The atomic coordinates
from reduced M. tuberculosis Mrx1 (PDB: 2LQO) and oxidized M. tuberculosis Mrx1
(PDB: 2LQQ) were used as templates for comparative modeling by the satisfaction of spatial
restraints as implemented in the program Modeller 9v13 [25]. The structure of reduced and
oxidized C. pseudotuberculosis glutaredoxin Al (Cp-GrxAl) (Gene ID: 12299035; Uniprot:
D9Q987) was modeled.

2.3. Expression and purification of GrxAl
The open reading frame of Cp-GrxAl was cloned into vector pD441-SR by DNA

2.0 (USA). The construct contained a N-terminal hexahistidine affinity tag. The kanamycin-
resistant vector pD441-SR presents a T5 promoter inducible by IPTG and a high copy
percentage provided by pUC origin of replication. Grx-pD441-SR (DNA 2.0) vectors were
transformed into E. coli BL21 (DE3)T1 (Sigma-Aldrich, USA) competent cells, which were
grown for 16 h (overnight) at 37 °C in LB medium containing sufficient amounts of
kanamycin. Next, the bacterial cultures were transferred into fresh LB medium, grown for
another 2.5 h at 37 °C until the Aeoo reached 0.6. Then, Cp-GrxAl was induced by 0.5 mmol
L1 IPTG, and incubated for 4 h at 37 °C, being supplemented with 50 pmol L* MgSOa.
Later, the culture was harvested by centrifugation at 4,000 g, 5 °C for 20 min, discarding the
supernatant and re-suspending the Cp-GrxA1 cell pellet in 20 mmol L Tris-HCI, pH 8.0,

500 mmol L NaCl, 5% (v/v) glycerol. Then, the cell-suspension was incubated on ice for
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1 h with lysozyme, subsequently being lysed by sonication in four sets of 30 s pulses of 30%
amplitude, with 10 s intervals. This way obtained crude cell extract was centrifuged at 8,000
g, 6 °C for 90 min. The supernatant containing Cp-GrxA1 was loaded onto Ni-NTA column
pre-equilibrated with 20 mmol L Tris-HCI, pH 8.0, 500 mmol L NaCl, 5% (v/v) glycerol,
extensively washed with the same buffer containing 20 and 40 mmol L imidazole, Cp-
GrxAl eluted stepwise with 80 — 500 mmol L imidazole. The eluted fractions were
individually pooled, and injected onto a Superdex 75 10/300 GL size exclusion column (GE
Healthcare), pre-equilibrated with buffer 20 mmol L™* K;HPO4/KH2PO4 pH 7.4, 150 mmol
L1 NaCl. Sample purity after each purification step was assessed by 20% SDS-PAGE gels.
Fractions containing Cp-GrxAl were pooled and concentrated in a micro concentrator
(MWCO: 3,000 Da, GE Healthcare). Protein concentrations were determined
spectrophotometrically, applying the Lambert-Beer law [26].

2.4. Circular dichroism spectroscopy (CD)

For all CD measurements, 15 repeated scans were performed, with 5 of them used to
establish the baseline. The wavelength range applied for far-UV spectra was from 200 nm
to 260 nm, in a time constant of 1 s and 100 nm/min continuous scanning mode, using a
Jasco J-107 spectropolarimeter (Jasco, Japan). Cp-GrxAl was separately diluted in 20 mmol
L1 K;HPO4/KH2PO4 to a concentration of 10 pmol L. pH, from 7.0 to 9.0, were used for
evaluating the secondary structure features change of Cp-GrxAl. Then, 10 umol L Cp-
GrxAl in 20 mmol Lt K;HPO4/KH2PO4 pH 7.4 was used to investigate the influence of 1.4
umol Lt DTT, diamide, GSH, CoASH, ESH on the target protein secondary structure. In
addition, 0.14 umol L of the ligands heparin, suramin, Hsp and Hst were individually tested
with 10 pmol Lt Cp-GrxA1l. These agents and ligands were incubated with the protein for
2 h prior to the measurements. The results are presented in molar ellipticity [6], according

to:

= &l

[61.

T C+l+10+n
in which, 0 is the ellipticity measured at a given wavelength A (deg), c is the protein

concentration (mol L), I is the cell path length (cm) and n is the number of amino acids.
CDpro software package was adopted to analyze the results [27].
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2.5. Nuclear magnetic resonance (NMR)

2.5.1. Saturation Transfer Difference by Nuclear Magnetic Resonance (STD-NMR)

Nuclear Magnetic Resonance (NMR) spectroscopy was used in order to map Cp-
GrxAl interactions with its potential modulators. All experiments were performed in a
Bruker AVANCE |11 HD spectrometer (Bruker, Germany) operating at 600 MHz for H,
equipped with a triple-resonance, pulsed-field, z-gradient probe. There are several different
techniques using NMR for studying protein-ligand interactions [28], ranging from protein
signals to ligand signals monitoring. Saturation Transfer Difference (STD) by NMR
spectroscopy is a well-established technique for such purposes [29-31]. It comprises a series
of 1D experiments, described as on- and off-resonance. In the on-resonance, chosen protein
signals are selectively excited and saturated. It is important that ligand signals are at least
1000 Hz away from the chosen on-resonance frequency. As a reference experiment, the off-
resonance is recorded using the same pulse sequence of the on-resonance experiment, but
irradiating a region far from protein or ligand signals. Due to the spin diffusion, the protein
may be fully saturated, including the ligand interaction site. Intermolecular nuclear
Overhauser effect (nOe) in this condition transfers magnetization from the protein to the
ligand atoms, reducing the ligand signal intensity when binding takes place in the fast
chemical exchange regime.

For the present study, an off-resonance at 20 ppm was chosen, and the on-resonance
frequencies were selected according to the ligand signals. The Bruker pulse sequence
STDDIFFESGP was used for the STD-NMR spectroscopy experiments. The protein was
saturated for 2 s, the recycle delay was set to 3 s and a saturation power of 35 dBW was
used. To suppress the protein signal, a spin-lock filter of 30 ms was used. STD amplification
factors (STD-AF) were calculated by:

STD — AF = Ic-t'f—r*ssc-nan{:e - [Gn—reg{unanqe

]nff—reznnanfe

where loff-resonance @Nd lon-resonance are the intensity of the ligand signals in the off- and on-
resonance spectra, respectively.

Hence, 400 umol L suramin, 400 umol L Hsp and 400 pmol L™ Hst were tested
with 20 pmol L of Cp-GrxA1 diluted in 20 mmol L K;HPO4/KH,PO4 pH 7.4, 150 mmol
L1 NaCl, in order to evaluate possible interactions.
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2.5.2.Chemical Shift Mapping by NMR
Protein-ligand interaction identification by STD-NMR is limited by affinity, i.e.,

ligands with dissociation constants in nmol L™ range do not have a STD-AF in the difference
spectra, since they are not in the fast chemical exchange regimes. Nevertheless, protein
chemical shifts are sensitive to binding, especially in the nitrogen dimension, as checked
throughout °N-HSQC experiment [28]. Although the proteins used in this study were not
labeled, it was possible to observe chemical shift change in the protein signals following
heparin titration into Cp-GrxAl. For this, a regular excitation sculpting experiment
(ZGESGP) was recorded for a varying heparin concentration (from 10 - 350 pumol L) on
100 pmol Lt Cp-GrxAl. Each spectrum was referenced to DSS (4,4-dimethyl-4-
silapentane-1-sulfonic acid), presented in 25 umol L in the solution.

2.6. Turbidimetric Assay of Insulin Disulfide reduction

The rate of insulin disulfide reduction by Cp-GrxAl was monitored
spectrophotometrically following the turbidity of insulin at 640 nm [32-35], using a Biomate
UV-Visible Spectrophotometer (Thermo Fisher Scientific, USA). The reaction mixture A
contained a total volume of 500 pL, with 0.2 mmol L insulin, 50 mmol L Tris-HCL, 2
mmol L EDTA, 5 umol L? protein, and the optimum pH for Cp-GrxA1l was determined
by using pH at 7.0, 7.4, 7.8, 8.0, 8.4, 8.8 and 9.0. The reaction occurred at 25 °C by adding
1 mmol L2 DTT. As a control, the enzymatic reduction of insulin by C. pseudotuberculosis
Thioredoxin Al (Cp-TrxA1l) was used; and, the non-enzymatic reduction of insulin by DTT.
In another experiment, instead of DTT, the reductive agents GSH, ESH, CoASH and the
oxidant diamide, all at 1 mmol L™ final concentrations, were used. As a control, the non-
enzymatic reduction of insulin with 1 mmol L of the corresponding agent was applied.

The protein was tested in the presence of the ligands heparin, suramin, Hsp and Hst,
all at final concentration of 0.14 pmol L, to evaluate a possible inhibition on the activity of
these proteins. Cp-GrxAl were incubated with the ligands overnight at 4 °C and next, the
samples were injected onto a Superdex 75 10/300 GL (GE Healthcare) size exclusion
column pre-equilibrated with 20 mM Tris-HCL pH 7.4, 150 mM NacCl, to remove exceeding
ligands. The assay was performed as described before.

The experiments were performed as triplet measurement and repeated twice, each
with a new purification batch of the proteins. All data points in figure 5 are presented as

mean * standard deviation (SD), according to the following equation.
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2.7. Production and purification of Hesperidin(Hsp)

Oven dried (70 °C) sweet orange peels (Citrus sinensis) were put into the Soxhlet
apparatus and were de-oiled by ethyl ether during reflux for 1.5 h. Hesperidin (Hsp) was
then extracted using methanol under 3 h reflux. The methanol extract was concentrated into
a syrup. Hsp was crystallized using a dilute acetic acid (6%), and pale-beige needles (crude
Hsp) were obtained. The crude Hsp was dissolved in dimethylsulfoxide (DMSO) forming a
syrup at 60-80 °C, then, the same amount of water was added dropwise. The suspension was
left to cool and Hsp crystals were removed after centrifugation and washed with small
amounts of worm water and iso-propanol. This way, pure hesperidin was obtained and had
its structure checked by NMR [36].

3. Results and Discussion

3.1. Sequence analysis and molecular modeling of Cp-GrxAl

A BLAST search for the Cp-GrxAl sequence against the non-redundant protein
sequences database [37] indicated that the protein sequence is highly conserved within the
Corynebacterium genus with an identity of approximately 88% (C. ulcerans). On the other
hand, the identity with the E. coli Grx1 sequence was less than 10% (Fig. 2A). The active
site dithiol motif (CxxC) is conserved across the Grx/Trx protein family. The E. coli Grx1
sequence contains a GGxxD motif considered to be important for interaction with GSH [20,
22] which is absent in Cp-GrxA1 since C. pseudotuberculosis utilizes MSH [38, 13].

Although GSH and MSH are functionally similar [15, 39], they are structurally very
different; GSH is a tripeptide, whereas; MSH carries the saccharides, N-glucosamine, myo-
inositol and a cysteine moiety [40]. The Cp-GrxALl sequence shares low sequence identity
with other Grx proteins, but, it shares significant sequence identity with the mycoredoxin
proteins (Fig. 2B).

The two motifs VPT and TNP in the Mrx1 of M. tuberculosis are located in the region
where it can be implicated in recognition of the glucosamine inositol (GIcN-Ins) portion of
MSH [15]. These motifs are conserved within the Mrx proteins and Cp-GrxAl (Fig. 2A and
B). However, the aforementioned GGxxD motif, important for interaction with GSH , is



absent, indicating that Cp-GrxA1 could function as a Mrx protein. Grx proteins contain a conserved cis-proline, which is implicated in stabilization

of the active site and which also participates in catalysis [41, 42].
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Fig. 2. Sequence comparisons of bacterial Grx proteins. A: sequence alignment of Cp-GrxAl, C. glutamicum Nrdh-redoxin (marked by star), and E. coli Grx1. B: Sequence
BLAST of Cp-GrxAl against mycoredoxin from C. ulcerans Grx, C. diphtheriae Grx, C. glutamicum Mrx1, M. tuberculosis Mrx1. The dithiol active site residues
(CxxC) (black box). The VPT and TNP motifs in the Mrx and Mrx-like proteins (dashed boxes). The asterisk indicates the position of the cis-proline. The GGxxD

motif, is highlighted in green.

Generally, Grx proteins, for example E. coli Grx, contain the CxxC motif without the presence of the adjacent Trp residue, which is

conserved in Trx proteins [20, 43]. Interestingly, the Mrx sequences presented in Figure 2B contain this Trp residue. The importance of this amino

acid in the E. coli Trx active site has been examined [44] and mutations decrease disulfide reduction by about 50%.
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Fig. 3. Structural comparisons of the Cp-GrxAl homology model with M. tuberculosis Mrx1 (PDB: 2LQO) and E. coli Grx1 (PDB: 1EGR). A: Cp-GrxAl(grey), M.
tuberculosis Mrx1 (blue), and E .coli Grx1 (orange). The grey spheres indicate the active sites. The black boxes mark the position of the VPT and TNP motifs in the
Mrx proteins. The grey box labels the position of the GGxxD motif in the E. coli Grx1. B: Structural overlay of the active site motif of the three proteins. C: Structural
overlay of the VPT and TNP motifs in Cp-GrxAl and M. tuberculosis Mrx1. D: Structural comparison of the Cp-CrxAl TNP motif and the E .coli Grx1 GGxxD motif.
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The three proteins possess the typical fold, which is conserved across different
bacterial species, consisting of a central twisted four-stranded anti-parallel central -sheet
flanked on three sides by a-helices [21]. a-helix one and the four B-strands are in the same
relative orientations in the three structures. a-helices two and three present significant
differences in Mrx and Grx, which can be correlated with the variation in the molecular
structure of the substrates as indicated previously in Figure 1. The mycoredoxin proteins
contain a long linker peptide between B-strand four and a-helix three and in the E. coli Grx
structure this loop is truncated. The dithiol active site of those proteins is conserved (Fig.
3B) and is located in a-helix one and the following loop connection with B-sheet one.The
VPT and TNP motifs in Cp-GrxAl and M. tuberculosis Mrx1 are located in the same region
of the proteins and structural overlays of these motifs indicate structural conservation (Fig.
3C). The VPT motif is located in the loop connecting a-helix two and B-sheet three and the
TNP motif in the loop connecting B-sheet four and a-helix three, both motifs are located
near the active site.

A structural comparison between the Cp-GrxAl model and the E. coli Grx1 protein
structure indicates that the TNP and the GGxxD motifs overlap in their positions (Fig. 3D).
The location of the TNP and VPT motifs in Cp-GrxALl is similar to the position of GGxxD
motif in the E. coli Grx1, indicating the participation of this region in the MSH binding [15].

3.2. Expression and purification
99 amino acids comprise the protein sequence of Cp-GrxAl with a molecular weight

of ~11,155.3 Da. Cloning, expression and purification protocols are described in detail in
item 2.2 of this article. The protein presented a single band on a SDS-PAGE gel following
size exclusion chromatography (Figure S1, Supplementary material) with a mass of

approximately 11 kDa.

3.3 Insulin Reduction by Cp-GrxAl
To test the general Cp-GrxALl thiol-disulfide oxidoreductase activity, a classical

insulin reduction assay was performed. In this assay, the putative redox-active proteins
reducing insulin disulfide bonds and the subsequent precipitation of insulin was followed
turbidimetrically at 640 nm [32-35]. Two control experiments where performed, the first
one without Cp-GrxA1l and no precipitation was observed up to 20 min. The second control
experiment was realized with Thioredoxin Al from C. pseudotuberculosis (Cp-TrxAl),

which was prepared in our lab.
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The general thiol-disulfide oxidoreductase activity of both proteins tested indicates
significant differences. Cp-TrxAl reaches a saturation level after 38 min and Cp-GrxAl
does not follow this pathway (Fig. 4A).
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Fig. 4. Insulin reductase activity by Cp-GrxAl. A: Reduction of insulin by Cp-GrxAl. As control served Cp-
TrxAl and 1 mmol L1 DTT. B: pH profile of Cp-GrxA1l using the assay of reduction of insulin in pH
range from 7.0 to 9.0.

The function of thioredoxin is the reduction of oxidized cysteines in proteins with
electrons obtained from NAD(P)H via the NAD(P)H-dependent flavoenzyme - Thioredoxin
reductase pathway [45]. Insulin in this reduction assay is a typical substrate for Cp-TrxALl.
In contrast, Grx proteins specifically reduce oxidized GSH and in the case of Cp-GrxAl,
MSH. The differences in the substrate preference of both proteins are observable in Figure
4A. Cp-GrxAl has the potential to reduce insulin, but saturation of the catalysis is not
attained. Cp-TrxALl attains saturation after approximately 35 min. The evaluation of redox
agents and ligands on the enzymatic reduction of insulin by Cp-GrxAl were performed at
pH 7.4 since the highest reductase activity is at pH 7.4 for Cp-GrxALl (Fig. 4B).

Cp-GrxAl presents a similar activity in the presence of DTT and ESH, the activity
was lowered by 50% in the presence of GSH. CoASH or diamide had the lowest effect on
the protein activity compared with the results in the presence of DTT (Fig. 5A).
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Fig. 5. Influence of redox agents and ligands on the insulin reduction by Cp-GrxAl. A: Activity [%] of Cp-
GrxAl on the reduction of insulin in the presence of DTT, GSH, ESH, CoASH, and diamide. B:
Inhibition of Cp-GrxA1 activity [%] on the reduction of insulin in the presence of one of these ligands:
heparin, suramin, hesperetin, hesperidin.

Diamide leads to the oxidation of cysteines at the active site, rendering them
unavailable to reduce insulin thereby reducing the target-enzyme activity significantly.

DTT is arelatively small molecule when compared with GSH, ESH and CoA, so that
steric hindrance of the protein is unlikely to influence the reduction of the active site
residues. The absence of the GGxxD motif in Cp-GrxAl, which is important for the
interaction with GSH [20, 22], may account for the low reduction capacity.

Besides DTT, ESH showed the strongest effect on the insulin reduction by Cp-
GrxAl, which has not been described previously. The ability of ESH to reduce Cp-GrxAl
indicates an additional function for this compound in the redox metabolism in C.
pseudotuberculosis. Data bank analysis of the Corynebacterium species genome
demonstrates the presence of genes involved in the ESH synthesis, egtA, egtB, egtC, egtD
and egtE.

Four ligands (heparin, suramin, hesperetin - Hst and hesperidin - Hsp), were tested
for their inhibitory potentials of Cp-GrxAl (Fig. 5B). The assays were performed as
described above and the proteins where reduced with 1 mmol Lt DTT. To overcome the
effects of the free ligands on insulin, the proteins were incubated with the ligands for 16 h
(overnight) and subsequently the unbound ligands were eliminated by size-exclusion
chromatography. All compounds tested inhibited protein activity by greater than 80%. The
greatest inhibition observed was for heparin followed by suramin, Hsp and Hst.

Heparin is a linear, polydisperse polysaccharide consisting of repeating units of
1—4-linked pyranosyluronic acid and 2-amino-2-deoxyglucopyranose (glucosamine)
residues [46]. Heparin-binding sites in proteins are characterized by the presence of clusters
of positively charged basic amino acids that form ion pairs with spatially defined negatively

charged sulfo- or carboxyl groups of heparin [47]. Additionally, Cp-GrxALl contains the
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VPT and TNP motifs which interact with the GIcN-Ins segment of MSH and the sugar
moieties of heparin probably bind to this region is high.

Suramin, a symmetric divalent molecule, containing two naphthalene-trisulfonic
acid head groups, is a well characterized analogue of heparin and it has been shown that
both compete for the same binding region of the protein [48, 49].

Hsp and Hst are citrus flavonoids that show interesting biological activities. Hsp is a
flavanone glycoside and its aglycone form is Hst [50]. Some properties of these compounds
include anticancer, cancer preventive, anti-inflammatory, neuroprotective and antioxidant
properties, which are well-known and promising properties [51-54].

Hst is the aglyconated form of hesperidin and the disaccharide rutinose is absent, this
disaccharide consists of glucose and rhamnose molecules. It is assumed that this
disaccharide promotes the interaction with Cp-GrxAl, probably due to the presence of the
VPT and TNP motifs.

3.4. Circular Dichroism
CD-measurements were conducted to evaluate changes in the protein secondary

structure features as a function of pH and concentration of reducing/oxidizing agents, and
ligands. The results were evaluated by utilizing the CDpro software (Table S2,
Supplementary material).

The secondary structure of Cp-GrxAl (Fig. 6A) was sensitive to changes in pH; at
pH 7.0, the a-helical and B-sheet contents were around 30% and 22% respectively.
Increasing the pH to 9.0 resulted in an increase of the a-helical content to around 37% and
a concomitant decrease in the 3-sheet content to around 15%. This is in good agreement with
the crystal structure of M. tuberculosis Mrx1 (PDB: 2LQO), which has a-helical and a -

sheet content of 34% and 17% respectively.
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Fig. 6. Far-UV CD-spectra from 200 to 260 nm of Cp-GrxAl under different conditions. A: CD-spectra of
Cp-GrxALl in the pH range from 7.0 to 9.0. B: CD-spectra of Cp-GrxAl incubated with diamide, ESH,
DTT, CoA, or GSH. C: Influence of heparin, suramin, Hsp or Hst on the CD-spectra of Cp-GrxAL.

In the presence of diamide, these values changed to 40% a-helix, 14% B-sheet, 18%
turn, and 28% random coil (Fig. 6B). Treatment with DTT and GSH showed a similar
spectrum to the untreated protein (Figure 6B and Table S2 Supplementary material). To
visualize the changes in the secondary structure of the protein, homology models of reduced

and oxidized Cp-GrxAl were generated based on the coordinates of reduced (PDB: 2LQO)



104

and oxidized (PDB: 2LQQ) Mrx1 from M. tuberculosis (Figure S2, Supplementary
material).

In the presence of COASH, the CD spectrum of Cp-GrxAl undergoes a weak signal
reduction. Since the results of the insulin reduction assay also indicate a weak effect on the
protein activity, we can conclude that CoASH does not have a strong influence on the protein
activity or secondary structure.

Contrary to the significant changes induced by GSH and DTT, ESH presented only
a slight modification of the protein CD signal probably by reducing the active site residues.
The insulin reduction assay for Cp-GrxAl indicated that ESH has a strong effect however,
further investigations are necessary to determine its binding mode.

The ligands, tested for their inhibitory potential in the insulin reduction assay were
investigated regarding their effects on the secondary structure of the proteins, as presented
in Figure 6C. The results confirmed that the tested ligands possess no denaturation or
unfolding effect on the protein. The Cp-GrxAl secondary structure was influenced by Hst
and Hsp in a similar fashion and showed an inverse effect compared with the suramin and
heparin CD signals. Hsp binding can induce conformational changes in proteins [55, 56],
similar to the CD results of Cp-grxAl described above.

Suramin and heparin are agonists and generally compete for the same binding sites
in proteins and have a similar effect on the CD spectra of Cp-GrxALl [38-40].

3.5. Nuclear Magnetic Resonance (NMR)
Saturation Transfer Difference (STD) NMR experiments were performed to identify

the interactions and to investigate the binding epitopes of the four inhibitors with Cp-GrxALl.

Evaluating the Hst binding epitopes (Fig. S3, Supplementary material) was the most
challenging since all observed hydrogens were subjected to the STD effects. The highest
relative STD amplification factors (STD-AF), rated with 100% and determined for the
hydrogens of the aromatic ring system (Fig. S3, Supplementary material). The flavonoid Hst
showed a strong inhibitory effect on the insulin reduction activity of Cp-GrxAl, the
identification of the binding epitopes of this ligand provide useful information for docking
experiments and refining possible poses, to determine the binding region of this molecule to
Cp-GrxALl.

Cp-GrxAl interaction with Hsp could be confirmed (Fig. S3, Supplementary
material), and interestingly, the binding epitopes of Hsp and Hst indicated significant
differences in their interactions with Cp-GrxALl. In Hsp the relative STD-AF of the CHs
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group next to the ether-bond changes from 57% to around 87%. The aromatic ring systems
in Hsp are not involved in the interaction with Cp-GrxAl, in contrast to Hst. The CH3 group
of the rhamnose moiety of rutinose in the Hsp molecule shows the highest relative STD-AF.
The disaccharide rutinose strongly affects the binding behavior of the molecule probably
due to the VPT and TNP motifs which can support this interaction. Compared with the sugar
moieties of MSH, inositol and N-glucosamine, rhamnose is similar to N-acetyl glucosamine
as illustrated in Figure 7.

OH OH

OH

Rhamnose N-acetyl-Glucosamine Inositol

Fig. 7. Molecular structures of rhamnose (part of rutinose), N-acetyl-glucosamine and inositol (part of MSH).
The grey sphere indicates the CHs group, which interacts with Cp-GrxAl.

Currently, the details of the mode of interaction of MSH/Mrx is unknown, however,
as mentioned earlier, the VPT and TNP motifs seem to have an impact on MSH binding by
recognizing the GIcN-Ins portion of MSH [15]. Our results demonstrate that Hsp interacts
with Cp-GrxAl and the interaction has an influence on the active site, because of the
observed inhibition of the protein in the insulin reduction assay. Based on these
observations, we may conclude that Hsp binds on, or very near, to the VPT and TNP motifs.
Additional experiments are necessary to confirm this and to test Hsp as a potential lead
compound to generate specific Cp-GrxALl inhibitors.

Binding between suramin and Cp-GrxAl is induced by the aromatic rings of the
compound, which receive most of the transferred magnetization as observed in the STD
experiments (Fig. S4, Supplementary material).

The interaction of heparin with Cp-GrxA1l could not be verified using STD-NMR
experiments. This is potentially due the associated affinity cut-off necessary to dissociate
heparin from the protein for the measurement of the binding event. Protein-ligand complexes
with dissociation constants lower than a few micromols are not observable in STD-NMR
experiments. Nevertheless, using the chemical shift changes after ligand titration by NMR

1-D spectra of the protein, this interaction could be confirmed (Fig. S5, Supplementary
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material). Unfortunately, ligand titration could not provide information about the binding

epitopes of the ligand.

4. Conclusion
Intracellular pathogens, like C. pseudotuberculosis, survive in very challenging

environments, where the host cells attack them continuously. Notwithstanding, they still
present themselves as rapidly-growing cells, with high metabolism rates. The pathogen has
to deal with high amounts of cell-toxic reactive oxygen species created by these origins. A
disharmony in the detoxification of these molecules can strongly influence the cellular redox
homeostasis. Thus, pathogens’ redox metabolism represents one of the most promising
targets for drug design.

Cp-GrxAl is a member of the Grx protein family and shows similarities in the core
structure and the CxxC active site. Sequence analysis of Cp-GrxAl showed that the protein
contains two carbohydrate binding regions (VPT and TPN), typical for Mrx proteins. In
contrast, the typical GGxxD motif for Grx is absent from the Cp-GrxALl, which give us a
clear cue that GrxAl from C. pseudotuberculosis is a Mrx-like protein.

The Cp-GrxAl thiol-disulfide oxidoreductase activity on insulin showed strong
effects, when the protein was reduced with DTT or ESH. The reduction of Cp-GrxAl with
ESH has not been reported previously and is characterized for the first time and, this result
could expand the function of this LMW thiol as a back-up system for MSH in actinomycetes
species.

We also describe, for the first time, the binding behaviors and inhibitory effects of
suramin, heparin, hesperidin and hesperetin on Cp-GrxAl using biochemical and
biophysical methods. Our results can be used as basis for further experiments to identify

lead compounds and design potential inhibitors for this protein family.
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9. Supplementary Material
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Figure S1. Purification of Cp-GrxAl. A: Expression profile of Cp-GrxALl in E. coli BL21 (De3) T1 cells.
Expressed at 37 °C for 4h, induced with 0.2 and 0.5 mM IPTG respectively. P: cell pellet after cell
disruption, SN: supernatant after cell disruption. B: SDS-PAGE analysis of Cp-GrxAl after Ni-
NTA column. SN: supernatant after cell disruption, FT: flow through, W: washing step without
imidazole, numbers indicate imidazole concentration in mM. C: Chromatogram of size exclusion

chromatography. D: SDS-PAGE analysis of a concentrated Cp-GrxAl sample after size exclusion
chromatography.
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Figure S2. Structural comparison of reduced and oxidized Cp-GrxAl homology model. A: Homology model
of reduced Cp-GrxAl based on the protein structure of reduced M. tuberculosis Mrx1 (PDB:
2LQO). B: Homology model of reduced Cp-GrxAl based on the protein structure of oxidized M.
tuberculosis Mrx1 (PDB: 2LQQ). The arrows label the protein regions where changes in a-helix
and B-sheet can be observed between the reduced and oxidized states.
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Figure S3. NMR results for Cp-GrxAl with Hst and Hsp. NMR spectrum and mode of interaction are shown
and the relative STD amplification factors.
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Figure. S4. NMR results for Cp-GrxAl with suramin. NMR spectrum and mode of interaction are shown and
the relative STD amplification factors.

Table S1. Results of the insulin reductase assay of Cp-GrxA1l, expressed as mean value and the
corresponding standard deviation of the activity and inhibition experiments.

Protein Redox agent | Activity mean [%0] Standard deviation
Grx DTT 100 + 0.9
Grx GSH 36 + 6.0
Grx ESH 88 +20
Grx CoA 20 +52
Grx Diamide 4 + 05
Protein Ligands Inhibition mean [%] | Standard deviation
Grx Suramin 87 + 3.7
Grx Heparin 93 +20
Grx Hsp 86 +19
Grx Hst 72 +54
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a-helix (%) | B-sheet (%) | turn (%) | coil (%)

M. tuberculosis Mrx1 (pdb: 34 17

2LQO)

Grx (C. pseudotuberculosis) 37 15 19 29
Grx+DTT 37 15 18 30
Grx+GSH 37 15 18 30
Grx+ESH 32 20 20 28
Grx+CoA 37 15 18 30
Grx+diamide 40 14 18 28
Grx+suramin 33 15 22 30
Grx+heparin 33 13 22 32
Grx+Hst 30 10 20 40
Grx+Hsp 35 9 21 35
GrxpH 7.0 30 22 20 28
GrxpH 7.4 31 20 21 28
Grx pH 7.8 30 20 21 29
Grx pH 8.0 33 17 21 29
Grx pH 8.4 33 17 21 29
Grx pH 8.8 36 15 20 30
Grx pH 9.0 37 15 19 29
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Electrostatic Forces in the Stability of the Secondary Structure

Monika A. Coronado®®, Icaro P. Caruso®, Vinicius M. de Oliveira®, Vinicius G.
Contessoto®,
Vitor B.P. Leite®, Liege A. Kawai®?, Raghuvir K. Arni®” and Raphael J.
Eberle®P*
#Multiuser Center for Biomolecular Innovation, Universidade Estadual Paulista (UNESP), S&o Jose do Rio Preto-SP, 15054-
000, Brazil; bDepartment of Physics, Universidade Estadual Paulista (UNESP), S&do Jose do Rio Preto-SP, 15054-000, Brazil

Abstract: The conformational stability of the Cold shock protein A (CspA) from C. pseudotubercu- losis (Cp),
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a nucleic acid binding protein in function of pH and salt concentration was examined by using differential
scanning calorimetry and CD spectroscopy in combination with computational analysis to identify the specify

amino acids undergoing change. Our approach identified a sodium- binding site in CpCspA and at pH 8.0 a
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significant reduction in the B-sheet content was observed which resulted in a decrease of the protein thermal
stability. The computational analyses identified His30 and His65 as the amino acids with the largest charge shifts

at different pHs. His30/His65 are part of the extensive hydrogen bonding network and along with the ion-binding
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site are essential for the conformational stability of CspA.

Keywords: Cold shock protein, C. pseudotuberculosis, ion binding, histidine, pH, secondary structure.

1. INTRODUCTION

Bacteria respond to changes in environmental parameters
such as nutrient levels, oxygen availability, osmotic stress and
temperature by triggering the activation of a specific set of
genes that up-regulate the production of cold shock pro- teins
(Csps) and consequently, by restricting the production of non-
cold-shock proteins [1-3].

The initial phase of the cold shock response, the acclima-
tion phase, is characterized by high levels of expression of Csp
which stimulates the synthesis of other cold-stress re- lated
proteins [4, 5]. At the end of the acclimation phase the
synthesis of the cold shock proteins is diminished and the
levels of non-cold shock protein synthesis are reestablished
[6]. The primary function of Csps involves the enhancement
of DNA transcription to support the expression of other cold
shock induced genes [5, 7, 8]. This is achieved by the high
affinity and specificity of Csps in binding to short single-
stranded DNAs [9-12]. The observed non-specific binding of
Csps to ssRNA suggests that they could also function as

RNA chaperones [13] by preventing the formation of cold-
induced mRNA secondary structures [14]. Both mecha- nisms
help to preserve cell viability during the cold shock process
and also in restoring normal cell functions.
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Cristévao Colombo 2265, Sdo Jose do Rio Preto-SP, 15054-000, Brazil;
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E-mail: eberleraphael@gmail.co

1875-5305/17 $58.00+.00

Csps are encountered in a wide range of bacterial species,
such as psychrophilics, mesophilics, thermophilics and hy-
perthermophilics and share highly conserved sequences and
structural motifs. The three-dimensional structures of a num-
ber of Csps have been determined, including the E. coli CspA,
B. subtilis CspB, and B. caldolyticus CspB, and they possess
a typical B-barrel fold, consisting of a three stranded N-
terminal sheet (B1-B2-B3) and a two stranded C-terminal sheet
(B4-B5). Csps contain two nucleic acid binding motifs (RNP1
and RNP2) consisting mainly of aromatic and basic amino
acid residues that participate in the binding to single- stranded
nucleic acids [15-18].

Despite the high degree of conservation of Csps se-
quences and principal structural motifs, the thermal stability
of these proteins varies significantly; the E. coli CspA un-
folds at 60 °C [16, 19], whereas the B. subtilis CspB unfolds
at 52 °C [10]. The melting temperature (T) of the thermo-
philic B. caldolyticus Csp is 77 °C [17], twenty-five degrees
higher than the Ty of B. subtilis CspB, and the reversible
unfolding process is a monomolecular (N) < unfolded (U)
two state reaction [20]. Theoretical and experimental inves-
tigations on the thermal stability of Csps have examined the
role of point mutations [21], variations of salt concentration
[17, 22] and pH [23, 24].

Mycobacterium, Nocardia, and Rhodococcus), a cluster of
gram-positive bacteria species [25]. C. pseudotuberculosis is
the causative agent of caseous lymphadenitis (CLA), a disease
encountered in sheep, goats, and equids (ulcerative
lymphangitis) and cattle (cutaneous excoriated granulomas)
which results in drastically reduced yields of wool and milk,

© 2017 Bentham Science Publishers
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weight loss and carcass condemnation thus resulting in con-
siderable economic loss [26, 27]. Only isolated cases of hu- man
infection have been reported [28]. As a facultative in- tracellular
parasite, this bacterium is capable of survival and growth in
macrophages and is able to evade recognition by the host’s
immune system [29]. Although C. pseudotubercu- losis is a
mesophilic bacterium that grows optimally at 37

°C, its genome presents csp genes, coding for cold shock proteins
(Csp) and we have previously reported the expres- sion,
purification and characterization of C. pseudotubercu- losis
CpCspA [30].

Circular dichroism spectroscopy (CD) and differential
scanning calorimetry (DSC) combined with computational
analysis have been utilized to analyze the secondary struc- tural
variations and thermal stability in response to changes in pH and
salt concentrations.

2. MATERIALS AND METHODS

2.1. Insilico Analysis

Sequence alignments of Csp proteins were performed using the
Clustalw2 online tool [31]. The atomic coordinates of E. coli
CspA (PDB: 2L15) were used as the template for the comparative
modeling of CpCspA (Uniprot: D9QDZ8) and also to satisfy the
spatial restraints implemented in the program Modeller 9v13 [32].
The sodium binding site was modeled based on the B. caldolyticus
Csp structure (PDB: 1C90) and the hydrogen bonds and salt
bridges were pre- dicted using the ESBRI web server [33] and
PDBsum [34] respectively.

2.2. CpCspA by Recombinant Expression and
Purification

CpCspA was cloned, expressed, and purified as reported
earlier [30].

2.3. Circular Dichroism Spectroscopy (CD)

CD experiments were conducted using a Jasco J-701
spectropolarimeter (Jasco, USA). Far-UV spectra were measured
in the 200 to 260 nm range, with a protein concen- tration of 20
MM and cells with 0.1 cm path lengths were used for the
measurements. The baseline was determined using five scans and
the average of a set of 15 repeat scans was used for the samples.
To investigate the influence of pH, a protein sample was dialyzed
against a 1:1000 higher vol- ume of 50 mM KoHPO4/KH2PO4 in
the 6.0 to 8.0 pH range.

Results are presented as molar ellipticity [0] (mdeg cm dmol )
based on thé equation:

[6] A= 6/(c*1*10%*n),
where 0 represent the measured ellipticity at a given wave-
length A (in deg), c is the protein concentration (in mol/L), | the
path length of the cell (in cm) and n the number of amino acids.
Data were analyzed using the program CDpro [35].

2.4. Differential Scanning Calorimetry (DSC)

The DSC experiments were performed using a N DSC 111 (TA
Instruments, USA) differential scanning calorimeter in the 20 — 90

temperature range and a scan rate of 1°C/min. For the DSC
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experiments, the protein concentration was 109.6 uM (1 mg/ml) in 50
mM  KoHPO4/KH2PO4 buffer. Two experimental ranges were
examined: 1) pH variation in the range from 6.0 — 8.0 in the absence
of NaCl and 2) at pH 7.5 by varying the NaCl concentration from 0 —
2.0 M. Both calorimeter cells were loaded with the buffer solution,
equilibrated at 20 °C for 10 min and scanned re- peatedly as described
earlier until the baseline was stable and reproducible. The sample cell
was subsequently loaded with the protein solution and scanned using
the same procedure. Baseline correction was conducted by subtracting
the ‘buffer vs. buffer’ scan from corresponding ‘protein vs. buffer’
scan. The measurements were repeated twice.

For the estimation of the number of Na " ions released upon protein
unfolding, the following equation was used:

dTm/d(In[a]) = -An(R. Tm>/AH(Tm))
where Ty, is the melting temperature, [a] is the ionic activity of
sodium chloride, An is the variation in the number of bound ions
during the protein denaturation, R is the gas con- stant, and
AH(Tp) is the transition enthalpy change at the transition
temperature Ty, [36, 37].

2.5. Computational Methods

A constant-pH molecular dynamic method [38] was util- ized
for the protein folding studies which combines a stan- dard
molecular dynamics simulation using a structure-based model [39,
40] coupled with the Metropolis Monte Carlo method to model the
protein protonation states [41]. The simulation was conducted over
a given number of molecular dynamics steps and the titratable
residue was randomly cho- sen. The modification of its protonation
state was selected based on the Metropolis criterion.

25.1. Ca - Structure-Based Model (Protein Folding Mo-
lecular Dynamics)

The Csp structure was modeled using a Ca - structure- based
model (Ca-SBM) [39, 40]. Beads in the positions of the a-carbon
atoms represent the amino acid residues. The Hamiltonian, which
provides the protein energy interaction, is based on the geometry of
the CpCspA homology model. In this first approach, the protein
charge was not taken into consideration and the potential energy
reached its minimum in the native state. The electrostatic
interactions were intro- duced through the inclusion of charges at
the centers of the beads and the interactions between any two
charged groups is given by Debye-Huckel potential. The potential
energy is calculated to conformation I' relative to the native
conforma- tion I'g by equation:

2 2
V (1,r0) = Yhonds &r(r — 10)” + Xangels €0(r — o)

> dinedrats €o{[1 — cos(d)lz @o)] + Y2 %— cos (3(® — ®o))]}
>-contacts £c [5(dij/rij)™" — 6(dij/rij) "]

2non-contacts ENC (GN(:/rij)l2
-Kr
Yelectrostatics Kelec (0idjexp )/rij

where rg, 8g, and ®g are defined by the values of distance between
two subsequent residues, angles formed by three subsequent
residues and dihedral angles formed by four sub- sequent residues,
all of them are obtained from the CpCspA



homology model. djj is the native distance between the pair
contact i and j determined by CSU Software (Contact of
Structural Units) [42]. The paragneters are defined as ec=1.0
kcal/mol, &=100 kcal/(mol A ), €9=20 cal/mol, enc=1.0
kcal/mol, onc=4.00A [40, 43, 44] and Kelectrostatics=332 Kkcal
Al(mol e?) [45]. gi and g; are the charges from residues i and i
respectively, x is the inverse of Debye length [46].

2.5.2. Monomer Titration (Metropolis Monte Carlo)

The Monte Carlo method was implemented to protonate or
deprotonate a selected titratable residue [47]. The Me- tropolis
criterion was adopted to determine the acceptance of the
monomer's titration and the residue valences were modi- fied
(+1 0 forsArg/Lys/His and 0 -1 forsAsp/Glu). The energy
variation used in Metropolis criterion is given by the equation:

AU = AUel + E&kBTIn(10)(pH-pKa)

where AUel is the electrostatic energy variation between the
charge configuration before and after the titration [46]. The
constant & is 1 or -1 for acid and basic residues, respectively.
The intrinsic pKa values of the residues are: Asp (4.0), Glu
(4.5), His (6.3), Lys (10.6) and Arg (12.0) [48] (Data A.1.
shows details from this simulation and is presented in the
supplementary material).

A

CpCspA
StCspE
BsCspB
EcCspA
BeCspB
TaCsp
TmCsp
NmCsp
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3. RESULTS AND DISCUSSIONS

3.1. Sequence analysis and molecular modeling of
CpCspA

A Blast search of the CpCspA sequence performed against
the atomic coordinates currently held in the Protein Data Bank
(www.rcsh.org) indicated 67% identity with CspE from S.
typhimurium (PDB: 312Z, Figure 1A). Csp sequence
alignment through the bacterial genera highlights the conser-
vation of the nucleotide-binding sites RNP1 and RNP2 [49]
and the exposed aromatic residues that are crucial for the
conformational stability of Csps [50].

The Csp structure is typically composed of five antiparal-
lel B-strands that form a Greek-key B-barrel [15,16,18] as
illustrated in Figure 1B. The numbers and lengths of - strands
in the Csps from different bacterial species as well as the
number of hydrogen bonds and salt bridges varies, [18, 51-53]
however, the structural core is highly conserved in the Csp
protein family.

3.2. ldentification of the Sodium-Binding site in CpCspA

The binding capacities of different monovalent ions such
as NaCl, KCI or LiCl and their roles in the stability of Csp
proteins from B. caldolyticus has been examined [17].
Percent
Identity

100%
67%
64%
63%
60%
58%
57%
54%

T. maritima

B. subtilis

B. caldolyticus
CspA model CspA CspB CspB Csp

C. pseudotuberculosis E. coli

Figure 1. Sequence and structural comparison of different bacterial Csps.

(A) Sequence alignment of C. pseudotuberculosis CspA (GenBank: ADL09721.1), S. typhimurium CspE (GenBank: AE006468.1; PDB: 3127),
B. subtilis CspB (GenBank: CAA42235.1; PDB: 2I15M), E. coli CspA (GenBank: AAA23617.1; PDB: 2L15), B. caldolyticus CspB (GenBank:
CAA51790.1; PDB: 1C90), T. aquaticus Csp (GenBank: EED09135.1; PDB: 1MQQ0), T. maritima Csp (GenBank: AAD36750.1; PDB: 1G6P)
and N. meningitis Csp (GenBank: AAF41249.1; PDB: 3CAM). (B) structural comparison of C. pseudotuberculosis CspA ho- mology model,
E.coli CspA and B. subtilis CspB (mesophilic), B. caldolyticus CspB (thermophilic) and T. maritima Csp (hyperthermophilic).

Shielding of ionic interactions by salts affects macromolecu- lar stability and intermolecular binding



reactions since they modify the Hofmeister effects and
influence water activity. These effects may alter the
hydrophobic force by increasing the surface tension of the
solvent and hence by stabilizing the protein conformation
[22], or they may stabilize peptide dipoles through specific
ionic interactions [54, 55]. Addi- tionally, salts modify the
ionic strength of the protein solu- tion [54,56] and their
stabilizing or destabilizing effects de- pend on the specific
charge distribution within the protein [57].

To study the effect of NaCl on the thermal stability of
concentrations of CspA differential scanning calorimetry
(DSC) experi- ments were performed at several salt
concentrations. To identify potential ion binding sites for
CpCspA a blast search of the protein sequence against
structural databases were performed. The sequences of the
identified Csp hits, with ions, were compared with the
CpCspA sequence.

DSC experiments indicated an increase in the Ty of
CpCspA proportional to the NaCl concentration (Figure
2A). The melting points vary by 13°C NaCl between the
examined concentrations.

The determination of the number of Na" ions released
upon thermal unfolding of CspA, resulted in An=-0,7 which
was rounded to 1 Na ion per Csp molecule (Figure 2B).
Interestingly, at a concentration higher than 1.0 M NaCl, the
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slope of the straight-+line changes and each Csp molecule
releases around 3 Na ions. Proteins are stabilized by high
concentrations of strongly hydrated anions [56], such as NaCl,
that interact with water in the hydration shell [58] and may be
released during the thermal denaturation process.

The CSP protein structure from B. caldolyticus (PDB:
1C90), which possess a Na binding site in each monomer
coordinated by Val20 and Gly23 [17], was encountered in the
PDB database. Sequence and model comparisons be- tween
CpCspA and 1C90 showed that Val20 is replaced by Pro20 in
CpCspA and that Gly23 is conserved (Figure 2C and 2D).
Structural overlays of the two proteins revealed that the O1
atom of Val20, which is important for Na binding, exhibits
similar bond distances as Pro20 in CpCspA Na (Figure 2D).

The interactions among Na®, Val20 and Gly23
observed in 1C90 may serve as a stabilizing anchor for the -
hairpin. The identification of a similar binding area in CpCspA
coor- dinated by Gly23 and Val20 or Pro20 is negatively
charged (Figure 2E), and forms the basis of interaction with
the positively charged sodium ion.

3.3. Impact of pH on the Secondary Structure and
Thermal Stability of CpCspA

Besides the salt concentration, the pH also plays a significant
role in maintaining the ionic network and surface

B

=25 -2.0 -1.5 -1.0

In a (NaCl)
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Figure 2. The influence of NaCl on the thermal stability of CpCspA and identification of a sodium-binding site in CpCspA. (A) Determina- tion
of Tm by increasing NaCl concentrations. (B) Estimation of the number of Na+ ions released upon thermal unfolding of CspA. (C) B.
caldolyticus protein structure (PDB: 1C90), each monomer of the protein structure contains a Na+ binding site, constructed by Val20 and Gly23.
(D) Structural comparison of CpCspA homology model and 1C90, zoom on the Na+ binding area showing the ion coordination. (E) Coulombic
surfaces of B. caldolyticus (1C90) and the CpCspA homology model, Na+ ion presented as a sphere. Negatively charged cou- lombic surfaces
presented in dark grey, positively charged coulombic surfaces presented in grey and areas without charges are presented in light grey.



charges. Conformational changes of CpCspA by pH titra-
tions were monitored using far-UV CD spectroscopy (260-
200 nm). The CD spectrum exhibits the CpCspA typical
maxima at 222 nm and the minima at 205 nm (Figure 3A)
which are in agreement with the results obtained by Lindae et
al. [30] and for CpCspA by Mueller et al. [17].

The results of the pH changes on the surface electrostatic
interactions and their stabilizing effects using CD and DSC
experiments are presented in Figure 3.
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Figure 3. Biophysical investigation of CpCspA in different pHs.

(A) far-UV CD spectrum of CspA from 200 to 260 nm wavelength;
pH from 8.0 to 6.0 dialyzed for 24h. (B) DSC thermogram of
CpCspA, indicating a reduction in Tm while increasing pH.

The results of the CD experiments indicate significant
changes in the secondary structure of CpCspA at pH 8.0.
Analysis of the CD results using the CDpro program [35]
indicated a reduction of the B-strand content by about 30 %
compared with the secondary structure composition of the
protein at pH 6.0 (Figure 3A). CpCspA secondary structure
contents for all tested pHs are summarized in Table A.1. in the
supplementary material.

A pH shift affects the electrostatic interactions that stabi-
lize the protein structure, especially the charges on ionizable
groups and peptide dipoles [59]. Examples of these groups in
proteins are o-carboxyl, aspartic acid, glutamic acid, his-
tidine, a-amino, cysteine, tyrosine, lysine, and arginine resi-
dues [60]. The ionization states of these amino acids influ-
ence peripheral ion clusters, salt bridges, intramolecular ion
paring and the lengths of the B-strands.
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To examine the influence of pH on CpCspA stability,
thermal unfolding experiments and T, determinations were
performed at different pHs by DSC and indicated an increase
of CpCspA T, from 49 °C (pH 8.0) to 53 °C (pH 6.0) (Fig-
ure 3B), which is in agreement with the results obtained by
CD experiments.

The decrease on B-strand contents at pH 8.0 results in
reduced stability of CpCspA. Variations in B-sheet lengths
may play a critical role in the thermal stability of Csps espe-
cially from thermophilic bacteria [61].

The pH influence on the CpCspA homology model was
computationally simulated and several simulations were car-
ried out at pH 8.0, 7.0, 6.0. Additionally, a control experi-
ment with the protein model without any charges was per-
formed. The thermal stability for all these systems was eval-
uated by comparing the heat capacity, Cy (Figure 4A) and
indicated a significant change in the value of the Cy peak,
corresponding to the folding transition temperature (TF). The
CpCspA model without charges exhibited the lowest TF and,
consequently, the lowest thermal stability. The presence of
charged groups indicates enhanced stability of CpCspA, at the
pHs tested. The charged model presented the lowest thermal
stability at pH 8.0 and the highest thermal stability at
pH 6.0. Quantitatively, the TF values in reduced units are
1.081, 1.078 and 1.073 for pH 6.0, 7.0, and 8.0, respectively.
This represents a decrease of ~1K for pH 7.0 and ~4K for pH
8.0 when comparing both individually with pH 6.0. The
theoretical model results regarding the thermal stability un-
der the influence of different pHs are in good agreement with
our results obtained from the DSC and CD experiments. The
corresponding free energy changes F(Q) as functions of the
total native fraction contacts Q and energy barriers between
the folded (N) and unfolded (U) state of the CpCspA model
are presented in Figure 6B. Interestingly, the protein at pH
8.0 forms an intermediate state (I) which does not appear in
pH 7.0, 6.0 or in the model without charges, but the shoul - ders
in the curves are observed (Figure 4B) and can possibly
correspond to very rapidly formed intermediate states.

As demonstrated by previous simulation experiments of

B. subtilis CspB, the protein follows a rapid two-state fold-
ing mechanism after thermal or chemical unfolding with a
highly unstable intermediate state [20,61]. Such intermediate
state is observed in the computational analysis for CpCspA at
pH 8.0 (Figure 4B and 5B). CpCspA at pH 8.0 possesses
decreased thermal stability and structural compactness as
shown before by CD and DSC experiments.

A comparison of the electrostatic energy distribution of
CpCspA at different pHs indicates a more negative average
value for pH 6.0 than for pHs 7.0 and 8.0 (Figure 5A). Thus,
the charge-charge interaction contributes to the higher stabil-
ity of the protein at pH 6.0. At pH 8.0 three peaks are resent,
whereas at pH 7.0 and 6.0 only two peaks are evident, and the
comparison between the highest peaks for each pH (high-
lighted by dotted lines) indicated a change of ~-2ec in the
electrostatic energy between pHs 6.0 and 7.0 and ~-3gc be-
tween pHs 6.0 and 8.0. The distribution of the electrostatic
energy as a function of Q was plotted in a two dimensional
map to evaluate the charge-charge interaction and their ef-
fects of each folding stage for pHs 8.0, 7.0 and 6.0 (Fig. 5B-
D, respectively).



= 3500 T T T T T
a4
1: pH 8.0
3000 2:pH 7.0 1
3: pH 6.0
25001 4: without charge 1
5 2000
O
1500
1000
500
1.02 1.04 1.06 1.08 1.10 112
T¥
B
g
o

0 0.2 0.4 0.6 0.8 1
Q

Figure 4. Thermodynamic properties of CpCspA at different pHs.

(A) Heat capacity (Cv) at constant volume as function of tempera-

ture in reduced units (T*) for three different pHs and a system without

charges. (B) Free energy curves as function of the reaction coordinate

Q (fraction

The | state of the protein at pH 8.0 was not observed ei-
ther at pH 6.0 or at 7.0 (Figure 5A). At pH 7.0 and 8.0 the N
state of the protein is present in two different regions of the
2D map.

These differences in the energetic group in the same Q are
caused by the probability of higher ionization of specific
residues at these pHs and depending on their protonation.
Nevertheless, at all pHs examined, in the N state of the pro-
tein the electrostatic energy is more negative compared to the
U states of these amino acids, resulting in a less stable N state
of the protein, even showing lower electrostatic energy in the
| state at pH 8.0. The highest energetic difference be- tween
the N state and the U state occurs at pH 6 (almost
~2¢c), mostly because the N state at this pH presents only one
highly populated electrostatic energy level. These elec-
trostatic features result in the highest CpCspA stability at pH
6.0, when compared to the pHs 7.0 and 8.0, also evaluated.

The results of the CD, DSC experiments and computa-
tional analysis indicate that the pH of the protein solution has
a very strong influence on the CpCspA secondary structure
and thermal stability.
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Figure 5. Electrostatic energy of CpCspA at different pHs. (A)
Distribution of the electrostatic energy in the reduced unit c for three
different pHs. (B,C,D) Two-dimensional map of the electro- static
energy as functions of the reaction coordinate Q for pHs 8, 7 and 6,
respectively. The map represents the distribution probability of the
electrostatic energy and Q, normalized by its highest value. All the
systems with T ~ TF.

3.4. His30 and His65 in CpCspA are pH-Sensitive and
Advance the Structural Change?

pH variation in protein solutions affects the charges on
ionizable groups of the proteins [60]. The observed destabili-
zation at pH 8.0 and stabilization at pH 6.0 for CpCspA indi-
cates the participation of an amino acid with a pKa value in
this pH range, with a stabilizing/destabilizing affect for the
protein. The only amino acid with a pKa value within this



pH range is histidine (~6.5) [60]. The importance of histidine
residues in pH-induced conformational transitions of pro-
teins was described in various examples [61-63].

The CpCspA sequence contain two histidines, His30 and
His65. His30 is conserved and is a constituent of the RNP2
region and part of the B strand 3 in the protein homology
model. In contrast to His65, which is present only in CpCspA;
the only other Csp that contains a histidine in this region is T.
maritima (His61).

The computational analysis, indicated that three amino
acid residues undergo significant changes in their charge in
response to pH variations (Table A.1l. in the supplementary
material presents a list of all charges of the investigated amino
acids). The Ca of the N terminal Met, His30 and

His65 showed a charge change, in which the strongest
influence was observed for His30 and His65 at pH 8.0; at this
pH these amino acids are uncharged (Figure 6). Figure 6
shows that the conserved histidine residues in the Csp family
undergo charge changes at different pHs. Especially at pH 8.0,
the residue charges are near 0.0 and at pH 6.0 the largest
charge modification were observed.

A hydrogen bond between His65 and Glu49 was detected
in the CpCspA model using the PDBsum online database
[34] as a tool, but during a pH change the His65-Glu49 bond
is most likely to rupture. Additionally, computational analy-
sis showed that His65 has the potential to participate in an
electrostatic interaction, especially at pH 7.0, which appears
to be the highest charge change. His30 is conserved in the Csp
family and forms the C-terminal end of B-strand 3 (Fig- ure
7A), and an online tool to predict salt bridges [33] indi- cated
that His30 enables the formation of a salt bridge with Glu33
(Figure 7B).

The His30-Glu33 salt bridge is unique for CpCspA. The
amino acid Glu33 is replaced to alanine residues in CSP
structures (Figure 7D). As consequence of the pH change,
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His30-Glu33 salt bridge is absent resulting in destabilization
of CpCspA. Computational analysis showed that the His30
residue is involved in an electrostatic interaction, and most
likely with Glu33, (Figure A.1. is deposited in supplemen- tary
material). His30 and His65 of CpCspA are pH sensitive and
during a shift from pH 6.0 to pH 8.0, the charge of the amino
acids changes. His65 is not conserved within the Csp family
and is located in the C-terminal part of CpCspA (Fig- ure 7A).
However, in the sequence of T. maritima Csp (PDB: 1G6P),
a histidine is present in the C-terminal region of the protein
(His61), which is part of the long B-strand 4 (Figure 7A). In
1G6P, His6l forms a salt bridge with Glu49, being the
distance between both residues lower than 3 A (Figure 7C).

CONCLUSION

The amount of specific secondary structure elements, like
beta strands, and ionic networks on the protein surface has a
crucial importance for the thermal stability of Csp family
proteins. However, little is known about changes in amino
acid charges and their effect on the thermal stability from
CpCspA.

We present the influence of pH and NaCl concentration on
the secondary structure and thermal stability of CpCspA. Our
approach predicted one sodium-binding site in CpCspA.

At pH 8.0 CD spectroscopy experiments indicated a loss
in the B-strand content, therefore being described for the first
time in this protein family. Additionally, thermal unfolding
experiments and computational analysis showed that at pH
8.0 the protein remains in a low stability.

Significant charge-changes of His30 and His65 were
identified by computational analysis and showed an enor-
mous effect on the protein thermal stability in these experi-
ments.
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Figure 6. Charges of the histidine residues of Csp proteins from different species in different pHs. The changes in the charge of His30 and
His65 of CpCspA, His28 and His61 of Csp from T. maritima (PDB: 1G6P), His33 of CspA from E. coli (PDB: 2L15), His29 of CspB from
B. subtilis (PDB: 215M) and His29 of CspB from B. caldolyticus (PDB: 1C90) were observed. At pH 8 the charge of the histidine residues is

near 0.0 and the maximum charge reached at pH 6.0.
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Protein Label Aminoacid 1 Aminoacid 2
CpCSP 1a His30 Glu33
b His65 Gludg
130 2 His29 Ala32
1G6P 3a His28 Ala3l
3b His61 Gluag
15 4 His33 Ala3s
2MO0 5 His29 Ala32
32z 6 His34 Na3?

Figure 7. Position of the histidine residues in Csp family structures. (A) Structural comparison of the CpCspA homology model and the Csp of
T. maritima (1G6P), the positions of the histidine residues highlighted as sticks. (B) Detail view of the predicted His30-Glu33 salt bridge.

(C) Detail view of the predicted His65-Glu49 salt bridge. (D) Overlay of the conserved His30 of the Csp family and Glu33 of CpCspA and the
alanine residues in homolog structures. (E) Overlay of the His61, Glu49 region from 1G6P (left) and the His65, Glu49 region from CpCspA

(right).

LIST OF ABBREVIATIONS

CLA = Caseous lymphadenitis

CD = Circular dichroism spectroscopy
DSC = Differential scanning calorimetry
Tm = Melting temperature

Cv = Heat capacity

TF = Folding transition temperature,

N = Folded state

U = Unfolded state

Intermediate state
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