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RESUMO

Clostridium botulinum é o agente etiolégico do botulismo, que ocorre principalmente apds o
consumo de alimentos contaminados com a toxina botulinica. Essa toxina impede a contracdo
muscular e provoca paralisia, podendo afetar os nervos autdnomos. Ja a bactéria Porphyromonas
gingivalis esta envolvida na patogénese da periodontite, sendo considerada também um fator de
risco para outras complicagdes. A espécie Nocardia farcinica & um actinomiceto responsavel por
infeccbes pulmonares, abscessos subcutdaneos e cerebrais e bacteremia. A bactéria
Corynebacterium pseudotuberculosis é o agente etioldgico da linfadenite caseosa (LC), doenca
infectocontagiosa crénica e de relevancia econémica, que causa perdas econdmicas significativas
na producdo de ovinos e caprinos. Todas essas espécies codificam a proteina repressora de
arginina (ArgR), de forma que apo6s atingir uma determinada concentragdo de arginina no
citoplasma, esse ligante interage com a ArgR e o complexo formado (ArgR/Arg) se acopla ao
promotor do DNA interrompendo a sintese. A sequéncia de aminoacidos da ArgR dos patdgenos
citados apresenta particularidades em relacéo ao sitio de ligacdo da arginina de forma que a ArgR
de C. botulinum e C. pseudotuberculosis apresenta um residuo de prolina na posi¢do 115
(Pro115), enquanto P. gingivalis apresenta alanina (Alall5) e N. farcinica glicina (Glyl115),
diferentemente da maioria das ArgRs, as quais possuem aminoacidos Gln ou His na posi¢do 115.
O conhecimento dessas particularidades pode ser utilizado para o desenvolvimento de ligantes que
possam inibir a via de sintese da arginina desses patdgenos. Levando isso em conta, 0 objetivo do
presente trabalho foi expressar a proteina ArgR de C. botulinum, P. gingivalis, N. farcinica e
ArgR mutante P115H de C. pseudotuberculosis em Escherichia coli, purifica-las em condi¢es
nativas e desnaturantes e realizar ensaios de cristalizacdo para a obtencdo das estruturas
tridimensionais cristalograficas dessas proteinas. Alem disso, também foram realizados Ensaios
de Espalhamento Dindmico de Luz (DLS), Dicroismo Circular (CD), modelagem por homologia e
simulacdes de Dinamica Molecular. Ensaios de Espalhamento Dindmico de Luz (DLS) sugerem
que o ligante Tirosina pode induzir a hexamerizacdo das ArgRs de P. gingivalis e N. farcinica. Ja
resultados obtidos por meio de modelagem e dindmica molecular indicam que outros fatores além
do volume do pocket das ArgRs podem influenciar na especificidade pelo ligante. Essas
constatacBes podem ser usadas para o desenvolvimento de ligantes que possam ocupar o sitio de
ligacdo da arginina da ArgR dos patogenos citados, de forma que sua via de sintese seja

interrompida e resulte na inibi¢do da proliferagdo desse patdgenos.

Palavras-Chave: Proteina Repressora de Arginina. Tirosina. Ligantes. Modelagem.



ABSTRACT

Clostridium botulinum is the etiological agent of botulism, which occurs mainly after
consumption of foods contaminated with botulinum toxin. This toxin prevents muscle contraction
and causes paralysis, which can affect the autonomic nerves. The bacterium Porphyromonas
gingivalis is involved in the pathogenesis of periodontitis, and is also considered a risk factor for
other complications. The species Nocardia farcinica is an actinomycete responsible for lung
infections, subcutaneous and cerebral abscesses and bacteremia. The bacterium Corynebacterium
pseudotuberculosis is the etiological agent of caseous lymphadenitis (CL), a chronic infectious
disease of economic relevance, which causes significant economic losses in the production of
sheep and goats. All these species encode the arginine repressor protein (ArgR), so that after
reaching a certain concentration of arginine in the cytoplasm, this ligand interacts with the ArgR
and the complex formed (ArgR/Arg) couples to the DNA promoter, interrupting the synthesis.
The amino acid sequence of the ArgR of the aforementioned pathogens has particularities in
relation to the arginine binding site, such that the ArgR of C. botulinum and C. pseudotuberculosis
has a proline residue at position 115 (Prol115), while P. gingivalis has alanine (Alal1l5) and N.
farcinica glycine (Gly115), unlike most ArgRs, which have amino acids GIn or His at position
115. The knowledge of these particularities can be used for the development of ligands that can
inhibit the arginine synthesis pathway of these pathogens. Taking this into account, the aim of the
present work was to express the ArgR protein from C. botulinum, P. gingivalis, N. farcinica and
P115H mutant ArgR from C. pseudotuberculosis in Escherichia coli, purify them under native
and denaturing conditions and carry out assays of crystallization to obtain the three-dimensional
crystallographic structures of these proteins. In addition, Dynamic Light Scattering (DLYS),
Circular Dichroism (CD), homology modeling and Molecular Dynamics simulations were also
performed. Dynamic Light Scattering Assays (DLS) suggest that the Tyrosine ligand can induce
the hexamerization of P. gingivalis and N. farcinica ArgRs. On the other hand, results obtained
through modeling and molecular dynamics indicate that factors other than the pocket volume of
ArgRs can influence the specificity for the ligand. These findings can be used for the development
of ligands that can occupy the arginine binding site of the ArgR of the aforementioned pathogens,
so that its synthesis pathway is interrupted and results in the inhibition of the proliferation of these

pathogens.

Keywords: Arginine repressor protein. Tyrosine. Ligands. Modeling.
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Figura 1. Ha um grande nimero de etapas na acdo da toxina botulinica, a maioria das quais
ocorre em dois locais. As células epiteliais, como as do sistema gastrointestinal, podem ser
vistas como células de transporte. Eles se ligam a toxina e a carregam do Iimen do intestino
para o fluido intersticial e, por fim, para a circulagdo geral. As terminacfes nervosas
colinérgicas periféricas, como aquelas na jung¢do neuromuscular, sdo células-alvo para a a¢do
da toxina. A toxina botulinica se liga a essas células e é internalizada para atingir o citosol. A
cadeia leve da toxina € uma endoprotease que ataca varios polipeptideos essenciais para a
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Figura 2. (A) Diagrama esquematico em corte transversal de um dente humano. (B) Uma
visdo ampliada da bolsa periodontal. O biofilme (amarelo) é composto por muitas espécies de
bactérias, das quais Porphyromonas gingivalis € uma pequena porcdo. A secrecdo de
fibroblastos gengivais auxilia na destruicdo dos anticorpos do hospedeiro e do complemento,
e contribui para a destruicdo localizada do tecido. (C) Varias células de P. gingivalis podem
deixar a comunidade do biofilme e invadir células hospedeiras. As bactérias internalizadas se
movem de célula em célula para as camadas mais profundas do tecido conjuntivo. (D) As
fimbrias na superficie da célula bacteriana atuam como adesinas para 0s receptores de
integrina do hospedeiro e medeiam a internalizagdo da bactéria no citoplasma da célula
hospedeira. A expressdo génica da célula hospedeira é significativamente modificada; por
exemplo, as reducdes na producdo de citocinas interferem no recrutamento de neutréfilos
para a bolsa periodontal. A capacidade de P. gingivalis de modificar as respostas locais do

hospedeiro conduz a progressao da PeriodONtIte. ..........cevverveeeiiere e 26

Figura 3. (A) llustragdo dos bacilos filamentosos de N. farcinica corados com &cido
periddico-Schiff positiva (seta). (B) Imagem de ressonancia magnética do cerebro de uma
pessoa com abscesso cerebral causado por N. farcinica. Imagem sagital ponderada em T1
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Figura 4. Abscessos hepaticos e renais em ovinos causados pela bactéria Corynebacterium
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Figura 5. Via da biossintese da arginina. A esquerda, representagio esquemética das etapas
da via da biossintese da arginina. A direita, cluster génico da biossintese da arginina. Neste
modelo a ArgR (Vermelho) complexada a arginina (Verde) se liga ao operador. As setas
amarelas representam os genes envolvidos na sintese da arginina e a seta vermelha representa
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Figura 6. Efeito da substituicdo de aminoécidos no pocket de ligacdo Arg/Tyr da ArgR de C.
pseudotuberculosis. Superposicdo estrutural de Proll5 nativa (azul) em mutante GInl115
(verde); o esqueleto proteico € mostrado em azul e moléculas de &gua em vermelho. Os
oxigénios da cadeia lateral de Asp136 (amarelo) da molécula vizinha séo necessarios para a
hexamerizacao e formam ligac6es de hidrogénio com os nitrogénios N1 e N2 do ligante Arg
(linha tracejada preta) ou com o oxigénio do ligante Tyr (linha tracejada vermelha) via um
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SWISS-MODEL. (A) ArgR C-terminal de P. gingivalis. (B) ArgR Full Length de N.
farcinica. (C) ArgR C-terminal de C. bOtulinUM..........cooiiiiiiiiii e 32

Figura 8. Sequéncia de aminoacidos das proteinas recombinantes ArgR Full Length de N.
farcinica (1), ArgR C-terminal de N. farcinica (I1), ArgR C-terminal de C. botulinum (Il1) e
ArgR C-terminal de P. gingivalis (IV). Em destaque, a cauda de histidina (azul-claro) e o
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Figura 9. Resultado do Western blot para deteccdo da proteina ArgR Full Length de N.
farcinica durante etapa de expressdo em pequena escala (testes iniciais de expressao) para
determinar a linhagem celular ideal de E. coli. (M) Marcador molecular (Amersham ECL
Rainbow Marker — GE Healthcare) em kDa. (1) Fracdo soltvel da ArgR Full Length
linhagem BL21(DE3)-T1. (2) Fragdo soltvel da ArgR Full Length linhagem BL21(DE3)-
RIL. (3) Fracdo soltvel da ArgR Full Length linhagem C41(DE3). (4) Fracdo soluvel da
ArgR Full Length linhagem BL21 STAR-(DE3). (5) Fracédo insolavel da ArgR Full Length
linhagem BL21 STAR-(DE3). (6) Fracdo insolavel da ArgR Full Length linhagem
BL21(DE3)-RIL. (7) Fracdo insoluvel da ArgR Full Length linhagem BL21(DE3)-T1. (8)
Fracdo insoltvel da ArgR Full Length linhagem C4L1(DE3) .......ccccoiviiieieniencieneseeeeeeen, 50

Figura 10. Resultado do Western blot para deteccdo das proteinas ArgR Full Length e C-
terminal de N. farcinica durante etapa de expressdo em pequena escala (testes iniciais de
expressdo) para determinar a linhagem celular ideal de E. coli. (M) marcador molecular
(Amersham ECL Rainbow Marker — GE Healthcare) em kDa; (1) Fracdo solavel da ArgR
Full Length linhagem BL21(DE3)-T1. (2) Fracdo soluvel da ArgR Full Length linhagem
C43(DE3). (3) Fracao solavel da ArgR Full Length linhagem C41(DE3). (4) Fracédo soluvel
da ArgR C-terminal linhagem BL21(DE3)-RIL. (5) Fracdo soluvel da ArgR C-terminal



linhagem C43(DE3). (6) Fracédo soltvel da ArgR C-terminal linhagem C41(DE3). (7) Fracao
insoltvel da ArgR Full Length linhagem BL21(DE3)-T1. (8) Fracdo insoltuvel da ArgR Full
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Rainbow Marker — GE Healthcare) em kDa. (1) Fracao insoltvel da ArgR linhagem BL21
STAR-(DE3) com tampéo de lise com 1% de Tween. (2) Fracdo insolGvel da ArgR linhagem
BL21(DE3)-T1 com 1% de Tween. (3) Fragdo insoltvel da ArgR linhagem C41(DE3) com
1% de Tween. (4) Fracdo insolivel da ArgR linhagem BL21(DE3)-RIL com 1% de
Tween. (5) Fracdo insoltvel da ArgR linhagem BL21 STAR-(DE3) com 2% de Triton. (6)
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Figura 12. Resultado do Western blot para deteccdo da proteina ArgR C-terminal de P.
gingivalis durante etapa de expressao em pequena escala (testes iniciais de expressao)
visando aumentar a solubilidade da proteina. (M) marcador molecular (Amersham ECL
Rainbow Marker — GE Healthcare) em kDa. (1) Fragdo solGvel da ArgR C-terminal de P.
gingivalis linhagem BL21(DE3)-TL.......ccceoiieiieieiie ittt ne e 51

Figura 13. Resultado do Western blot para detec¢do da proteina ArgR mutante P115H de C.
pseudotuberculosis durante etapa de expressdo em pequena escala (testes iniciais de
expressao) visando aumentar a solubilidade da proteina. (M) marcador molecular (Amersham
ECL Rainbow Marker — GE Healthcare) em kDa. (1) Fracdo soltuvel da ArgR mutante P115H
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Figura 14. SDS-PAGE 15% evidenciando as lavagens com diferentes concentragdes de
Imidazol realizadas durante a purificacdo por cromatografia de afinidade da proteina ArgR
Full Length de N. farcinica. (M) Marcador molecular (LMW-SDS Marker KIT — GE
Healthcare) em kDa. (1) ArgR Full Length linhagem BL21(DE3)-T1 durante lavagem com
400 mM de Imidazol (eluicdo). (2) 80 mM de Imidazol. (3) 60 mM de Imidazol. (4) 40 mM
de Imidazol. (5) ArgR Full Length linhagem BL21(DE3)-RIL durante lavagem com 40 mM
de Imidazol. (6) 60 mM de Imidazol. (7) 80 mM de Imidazol e (8) eluigdo com 400 mM de
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Figura 15. SDS-PAGE 15% evidenciando as lavagens com diferentes concentracdes de
Imidazol realizadas durante a purificacdo por cromatografia de afinidade da proteina ArgR C-
terminal de N. farcinica linhagem BL21(DE3)-RIL. (M) Marcador molecular (LMW-SDS
Marker KIT — GE Healthcare) em kDa. (1) lavagem com 40 mM de Imidazol. (2) 60 mM de
Imidazol. (3) 80 mM de Imidazol. (4) 400 mM de Imidazol (eluigdo). ........ccccevvevrereerirennenn. 53
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Imidazol realizadas durante a purificacdo por cromatografia de afinidade da proteina ArgR C-
terminal de P. gingivalis linhagem BL21(DE3)-T1.(M) Marcador molecular (LMW-SDS
Marker KIT — GE Healthcare) em kDa. (1, 2 e 3) Lavagem com 60 mM de Imidazol. (4,5 e
6) 80 mM de Imidazol e (7,8 € 9) 400 mM de Imidazol (elUIiGE0) .......cccvveveiieiieiecie e 54

Figura 17. SDS-PAGE 15% evidenciando a eficiéncia da purificacdo por cromatografia de
afinidade da ArgR mutante de C. pseudotuberculosis. (M) Marcador molecular (LMW-SDS
Marker KIT — GE Healthcare) em kDa. (1) Lavagem da ArgR P115H com tampédo 40 mM de
imidazol. (2) 60 mM Imizadol. (3) 80 mM Imizadol. (4) 400 mM Imizadol.............c..ceeuenees 54

Figura 18. SDS-PAGE 15% evidenciando a purificagdo por cromatografia de afinidade da
proteina ArgR C-terminal de P. gingivalis em tampéao desnaturante (8 M de ureia, 10 mM
Tris HCI, 100 mM NaH;PO,4). (M) Marcador molecular (LMW-SDS Marker KIT — GE
Healthcare) em kDa. (1 e 2) Lavagem com tampao ureia pH 6,6. (3 e 4) Lavagem com

tampdo ureia pH 5,9. (5 e 6) Lavagem com tampao ureia pH 4,4 (elui¢do)..........cccccvvvurruenee. 55



Figura 19. SDS-PAGE 15% evidenciando a purificacdo por cromatografia de afinidade da
proteina ArgR C-terminal de C. botulinum linhagem BL21(DE3)-RIL em tampé&o
desnaturante (8 M de ureia, 10 mM Tris HCI, 10 mM NaH,PO,). (M) Marcador molecular
(LMW-SDS Marker KIT — GE Healthcare) em kDa. (1) Lavagem com tampéo ureia pH 4,4
(eluicdo). (2) lavagem com tampéo ureia pH 5,9. (3) lavagem com tampdo ureia pH 6,6. (4)
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Figura 20. SDS-PAGE 15% evidenciando a purificacdo por cromatografia de afinidade das
proteinas ArgR C-terminal de C. botulinum e P. gingivalis e ArgR Full Length de N.
farcinica em tampdo desnaturante (8 M de ureia, 10 mM Tris HCI, 10 mM NaH,PQO,). (M)
Marcador molecular (LMW-SDS Marker KIT — GE Healthcare) em kDa. (1) ArgR de C.
botulinum em tamp&o ureia pH 6,6. (2) tampédo ureia pH 5,9. (3) tampdo ureia pH 4,4.
(4) ArgR de P. gingivalis em tampao ureia pH 6,6. (5) tampdo ureia pH 5,9. (6) tampéo
ureia pH 4,4. (7) ArgR Full Length de N. farcinica em tampéao ureia pH 6,6. (8) tampao ureia
PH 5,9. (9) tampao Ureia PH 4,4. ..o 56

Figura 21. SDS-PAGE 15% evidenciando a purificacdo por cromatografia de afinidade da
proteina ArgR mutante P115H de C. pseudotuberculosis em tampdo desnaturante (8 M de
ureia, 10 mM Tris HCI, 100 mM NaH,PQO,). (M) Marcador molecular (LMW-SDS Marker
KIT — GE Healthcare) em kDa. (1) ArgR Proll15His linhagem BL21(DE3)-T1 durante
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Figura 22. Segunda etapa de purificacdo da proteina ArgR Full Length de N. farcinica
utilizando tampdo 20 mM Tris HCI 100 mM NaCl (pH 7,5). Perfil de cromatografia de
exclusdo molecular da proteina em Superdex G75 10/300 (GE) apoés etapa de purificacdo a
partir de Ni-Sepharose. O eixo Y do grafico corresponde a absor¢do em mili unidades de
absorbancia e o eixo X ao volume em mililitros. A linha azul indica a absorbancia em 230 nm
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Figura 23. Segunda etapa de purificacdo da proteina ArgR C-terminal de N. farcinica
utilizando tamp&o 20 mM Tris HCI 100 mM NaCl (pH 7,5). Perfil de cromatografia de
exclusdo molecular da proteina em Superdex G75 10/300 (GE) apoés etapa de purificacdo a
partir de Ni-Sepharose. O eixo Y do grafico corresponde a absorcdo em mili unidades de
absorbancia e o eixo X ao volume em mililitros. A linha azul indica a absorbancia em 230 nm
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Figura 24. Segunda etapa de purificacdo da proteina ArgR C-terminal de P. gingivalis
utilizando tamp&o 20 mM Tris HCI 100 mM NaCl (pH 7,5). Perfil de cromatografia de
exclusdo molecular da proteina em Superdex G75 10/300 (GE) apoés etapa de purificagdo a
partir de Ni-Sepharose. O eixo Y do grafico corresponde a absor¢cdo em mili unidades de
absorbancia e o eixo X ao volume em mililitros. A linha azul indica a absorbancia em 230 nm
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Figura 25. Perfil de cromatografia de exclusdao molecular da proteina ArgR P115H de C.
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G75 10/300 (GE). O eixo Y do grafico corresponde a absorcdo em mili unidades de
absorbancia e o eixo X ao volume em mililitros. A linha azul indica a absorbancia em 230 nm
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pelo sistema AKTA-pure e a letra “M” corresponde ao marcador molecular (LMW-SDS
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1. INTRODUCAO
1.1 Clostridium botulinum

Clostridium botulinum é uma bactéria anaerobia formadora de enddsporos que causa
uma grave intoxicacdo alimentar conhecida como botulismo, a qual é potencialmente fatal e
ocorre apos o consumo de alimentos contendo a exotoxina produzida por esse microrganismo.
C. botulinum é uma bactéria habitante normal do solo ou da &gua, porém seus enddsporos
podem contaminar alimentos crus e processados. Se enddsporos vidveis permanecerem no
alimento eles podem germinar e produzir a toxina botulinica (MADIGAN et al., 2016).

Foram identificadas pelo menos sete toxinas botulinicas imunologicamente distintas,
que sdo designadas pelas letras A-G, sendo conhecidas como as toxinas bioldgicas mais
potentes. Todas as toxinas sdo polipeptideos grandes (~150 kDa) de estrutura semelhante que
exercem sua acao sobre o sistema colinérgico no terminal pré-sinaptico do neurénio motor por
meio do blogueio da transmissdo da acetilcolina na juncdo neuromuscular (HATHEWAY;
HAUSCHILD; DODDS, 1992). Quando a toxina atinge as terminacdes nervosas colinérgicas
periféricas, ha uma sequéncia de eventos de penetracdo na membrana. Inicialmente, a toxina
se liga a superficie das membranas plasmaticas, seguido de endocitose mediada por receptor e
translocacdo através da membrana endossdmica. Quando a toxina atinge o citosol, ela atua
como uma endoprotease na clivagem de polipeptideos essenciais para a exocitose. O bloqueio
da liberacdo do transmissor é responsavel pela paralisia flacida e disfuncdo autonémica que
sdo caracteristicas da doenca (SIMPSON, 2003) (Figura 1).

Existem vérias formas de infecgdo, como no botulismo alimentar, o qual é causado
pelo consumo de alimentos contaminados com a toxina botulinica. A bactéria cresce e produz
toxina somente quando o alimento apresenta condi¢fes que incluem um meio anaerébico, pH
< 4,5, baixo teor de sal e aclcar e uma temperatura de 4° C a 121° C (SHAPIRO;
HATHEWAY; SWERDLOW, 1998) sendo os alimentos enlatados uma importante fonte de
intoxicagdo. Em outros casos também pode ocorrer infeccdo, como no botulismo de
ferimento, causado pela contaminacdo de uma ferida com esporos de C. botulinum do
ambiente, subsequente germinacgéo e producgédo da toxina no meio anaerébico de um abscesso
(SOBEL, 2005). Outro exemplo de infeccdo é o botulismo infantil, resultado da absorcao da
toxina produzida in situ pelo crescimento de C. botulinum no intestino de recém-nascidos.
Acredita-se que a colonizagdo ocorra porque a microbiota intestinal normal, que pode
competir com C. botulinum, ndo foi totalmente estabelecida (ARNON; FEIGEN; CEREJA,
1998).
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Figura 1. H4 um grande nimero de etapas na acdo da toxina botulinica, a maioria das quais ocorre em dois
locais. As células epiteliais, como as do sistema gastrointestinal, podem ser vistas como células de transporte.
Elas se ligam a toxina e a carregam do limen do intestino para o fluido intersticial e, por fim, para a circulacéo
geral. As terminacBes nervosas colinérgicas periféricas, como aquelas na juncdo neuromuscular, sdo células-alvo
para a acdo da toxina. A toxina botulinica se liga a essas células e é internalizada para atingir o citosol. A cadeia
leve da toxina é uma endoprotease que ataca varios polipeptideos essenciais para a liberagdo do transmissor.
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Todas as formas de botulismo se manifestam essencialmente pela mesma sindrome
clinica de paralisia simétrica dos nervos cranianos que pode ser seguida por paralisia flacida
descendente e simétrica dos musculos voluntarios, podendo evoluir para comprometimento
respiratorio e morte (SOBEL, 2005). Visdo turva, disfagia e disartria sdo queixas iniciais
comuns. O diagndéstico de botulismo € baseado em achados clinicos compativeis; histéria de
exposicéo a alimentos suspeitos; e testes auxiliares de suporte para descartar outras causas de
disfungéo neuroldgica que simulam o botulismo, como acidente vascular cerebral e sindrome
de Guillain-Barré (SHAPIRO; HATHEWAY; SWERDLOW, 1998). A confirmagdo do
botulismo depende da demonstracdo da toxina em amostras de soro do paciente, secrecoes
gastricas, fezes ou em uma amostra de alimento. O Unico tratamento especifico para o
botulismo ¢é a administracdo da antitoxina botulinica, que pode interromper a progressao da
paralisia, diminuir sua duracéo e a dependéncia de ventilagdo mecéanica (SOBEL, 2005).

Nos Estados Unidos, séo observados anualmente cerca de 150 casos de botulismo,

sendo 70% dos casos de botulismo infantil, 15% de ferimentos e 15% de origem alimentar.
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Apesar de raro, o botulismo € muito grave em razéo da elevada taxa de mortalidade associada
a doenca ndo tratada (MADIGAN et al., 2016), entre 30 e 65%.

1.2 Porphyromonas gingivalis

Porphyromonas gingivalis € uma bactéria cocobacilar Gram-negativa, anaerdbia
estrita, ndo movel, com capsula, assacarolitica que adquire uma coloracdo preta/escura
caracteristica em placas de sangue devido a agregacdo do grupo heme na sua superficie
celular (HOW et al., 2016). Essa bactéria esta envolvida na patogénese da periodontite, uma
doenca inflamatdria que destréi os tecidos que sustentam o dente, levando a sua perda
(BOSTANCI; BELIBASAKIS, 2016). As doencas periodontais incluem uma ampla gama
de respostas inflamatérias e destrutivas a bactérias componentes do biofilme dental, sendo
importante salientar que a doenca periodontal e a cérie dentaria sdo as doencas da
cavidade oral com maiores indices de prevaléncia nas popula¢ées mundiais (LEMQOS, 2016).

Esse patdgeno pode invadir ativamente as células epiteliais da gengiva, onde pode
manter sua viabilidade e se replicar (TRIBBLE et al., 2006). Essa propriedade invasiva é
dependente de suas fimbrias, que se ligam a receptores na superficie das células do
hospedeiro, permitindo sua internalizacdo (YILMAZ et al., 2003) (Figura 2). Esta é
potencialmente uma estratégia para exposicdo limitada ao ambiente extracelular e evasdo da
vigilancia imunoldgica. Posteriormente, o patdgeno pode se disseminar de uma célula para
outra por meio de pontes de citoesqueleto de actina, sem causar morte celular, e se espalhar,
evitando o sistema imunolégico (YILMAZ et al., 2006).

Ao invadir localmente os tecidos periodontais é capaz de subverter os mecanismos de
defesa do hospedeiro e utilizando essa estratégia o patdgeno desregula a imunidade inata, o
que pode, por sua vez, incapacitar a imunidade adaptativa (PATHIRANA; O'BRIEN-
SIMPSON; REYNOLDS, 2010). Alguns exemplos importantes dessas habilidades s&o:
capacidade de degradar as defensinas humanas (CARLISLE; SRIKANTHA; BROGDEN,
2009), resisténcia a oxidagéo por neutrofilos polimorfonucleares (MYDEL et al., 2006) e sua
capacidade de inibir a producdo de citocinas pré-inflamatorias cruciais (BOSTANCI et al.,
2007a) (Figura 2). Portanto, essa bactéria pode incapacitar a primeira linha de defesa nos
tecidos periodontais.

Além disso, ao inibir a producdo de interleucina-12 (IL-12) por macréfagos, previne a
ativacdo de células T citotoxicas e, portanto, a depuracdo bacteriana. Por conseguinte, ao
inibir a producéo de interferon-y (IFN-y) pelas células T, inibe a atividade bactericida dos
macrofagos (HAJISHENGALLIS et al., 2007). Uma relagdo especial também
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é revelada entre P. gingivalis e o sistema complemento, uma vez que o patdgeno pode
suprimir sua ativagéo.

Além disso, esse microrganismo utiliza inmeros fatores de viruléncia que causam a
desregulacdo das respostas imunes inatas. Os principais fatores de viruléncia presentes em P.
gingivalis sdo as fimbrias, proteases, LPS (lipopolissacarideo da membrana externa) e a
propria cdpsula que envolve a bactéria. As proteases sdo mediadoras de adesdo a células
epiteliais e aos fibroblastos gengivais, além disso, tém funcbes importantes na destrui¢do de
proteinas da matriz extracelular, na protedlise de citocinas, imunoglobulinas, fatores do
sistema complemento e na clivagem de receptores de linfocitos T (CD2; CD4; CD8),
dificultando, assim, a resposta imunoldgica e favorecendo a proliferacdo de P. gingivalis
(TIKOO et al., 2015).

A presenca de P. gingivalis juntamente com outros fatores de risco pode levar a criacdo
de processos inflamatdrios locais nos vasos sanguineos onde existe uma invasdo de células
endoteliais, células musculares lisas e acimulo da bactéria nesses locais, resultando numa
calcificacdo vascular. Essa bactéria também é considerada um fator de risco na iniciacdo e
manutencdo da resposta inflamatoria autoimune conhecida como artrite reumatoide, por meio
da destruicdo de 0ssos e cartilagens nas articulacdes e aumento da expressdo de citocinas pro-
inflamatorias (SERPA et al., 2020), além de ja ter sido identificada em casos de cancros
orodigestivos (LEMOS, 2016). Por fim, a infeccdo por P. gingivalis foi identificada como
fator de risco significativo para o desenvolvimento de deméncia e doenca de Alzheimer
(DOMINY et al., 2019), desempenhando papel na formacéo da lesdo caracteristica da doenca
e subsequente déficit cognitivo, por meio dos efeitos das citocinas sistémicas e/ou moléculas
da parede celular microbiana (SINGHRAO; OLSEN, 2019).
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Figura 2. (A) Diagrama esquematico em corte transversal de um dente humano. (B) Uma visdo ampliada da
bolsa periodontal. O biofilme (amarelo) é composto por muitas espécies de bactérias, das quais Porphyromonas
gingivalis é uma pequena porcdo. A secrecdo de fibroblastos gengivais auxilia na destruicdo dos anticorpos do
hospedeiro e do complemento, e contribui para a destruicdo localizada do tecido. (C) Varias células de P.
gingivalis podem deixar a comunidade do biofilme e invadir células hospedeiras. As bactérias internalizadas se
movem de célula em célula para as camadas mais profundas do tecido conjuntivo. (D) As fimbrias na superficie
da célula bacteriana atuam como adesinas para 0s receptores de integrina do hospedeiro e medeiam a
internalizacdo da bactéria no citoplasma da célula hospedeira. A expressao génica da célula hospedeira é
significativamente modificada; por exemplo, as redugfes na produgdo de citocinas interferem no recrutamento
de neutrofilos para a bolsa periodontal. A capacidade de P. gingivalis de modificar as respostas locais do
hospedeiro conduz a progressdo da periodontite.
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1.3 Nocardia farcinica

As espécies do género Nocardia sdo saprofitas generalizadas, caracterizadas como
bacilos Gram-positivos e filamentosos (Figura 3A). Espécies desse género sdo responsaveis
por causar a nocardiose, uma infecgdo preferencialmente oportunista. As portas de entrada
para esses microrganismos sao o trato respiratorio, cirurgia ou lesdes cutaneas traumaticas. Na
maioria dos casos, a nocardiose é adquirida por inalacdo, sendo o pulmdo o 6rgdo mais
comumente envolvido (KUMAR et al., 2014). Apresenta-se predominantemente como uma
doenca pulmonar aguda, subaguda ou crénica em hospedeiros imunocomprometidos que pode
se disseminar para qualquer 6rgao, como cérebro, pele, 0ssos, rins e testiculos, formando
abscessos (BUDZIK et al., 2012).

A espécie Nocardia farcinica € um actinomiceto aerobico Gram-positivo,
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parcialmente &cido resistente e que causa infeccbes localizadas e disseminadas em humanos,
incluindo infecg¢des pulmonares (BRUNO et al., 2011), abscessos subcutaneos (YOKOTA et
al., 2010) e cerebrais (IANNOTTI et al., 2009) além de bacteremia (AL-TAWFIQ; AL-
KHATTI, 2010), especialmente em pacientes imunocomprometidos. Esse microrganismo
raramente estd associado a nocardiose, no entanto, pode causar infec¢bes disseminadas
clinicamente agressivas e potencialmente letais. Sabe-se também que é resistente a multiplos
agentes antimicrobianos, como a maioria dos antibidticos beta-lactamicos (BROWN-
ELLIOTT et al., 2006). As infec¢Bes causadas por esse agente patogénico sdo potencialmente
letais devido a tendéncia do organismo em se disseminar e resistir aos antibioticos.

A maioria dos pacientes com infeccdo por N. farcinica apresenta fatores
predisponentes como malignidades hematoldgicas, tratamento com corticosteroides, tumores,
transplante de medula éssea ou de 6rgéos, infeccdo por HIV, doengas cronicas pulmonares e
renais (TORRES et al.,, 2000). A apresentacdo clinica mais comum é uma pneumonia
subaguda com nddulos, necrose ou abscessos pulmonares. A disseminacdo hematogénica para
o0 sistema nervoso central na forma de abscessos cerebrais ou para outros locais também pode
ocorrer (IANNOTTI et al., 2009) (Figura 3B).

Figura 3. (A) llustragdo dos bacilos filamentosos de N. farcinica corados com &cido periddico-Schiff positiva

(seta). (B) Imagem de ressonancia magnética do cérebro de uma pessoa com abscesso cerebral causado por N.
farcinica. Imagem sagital ponderada em T1 revelando multiplas lesdes (abscessos cerebrais).

Fonte: MALEK, et al., 2020.

Mesmo sendo raro, existem casos de N. farcinica proveniente dos pulmdes que acaba
se disseminando e causando abscessos cerebrais, tanto em pacientes imunocomprometidos
como imunocompetentes (representa 1-2% de todos os abscessos cerebrais). No entanto, esses
casos tém uma alta taxa de mortalidade, chegando a 20% em pacientes imunocompetentes e a
55% em pacientes imunocomprometidos (ZINTGRAFF et al., 2018). Essas altas taxas séo

atribuidas a gravidade da doenca subjacente as dificuldades em identificar o patdgeno e a sua
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resisténcia inerente aos antibidticos, levando ao inicio inadequado ou tardio da terapia
(KUMAR et al., 2014).

1.4 Corynebacterium pseudotuberculosis

O género Corynebacterium pertence ao grupo supragenérico dos Actinomycetes
(Actinobacteria) e apresenta consideravel importancia bioldgica, médica e veterinaria.
Corynebacterium pseudotuberculosis € o agente etiolégico da linfadenite caseosa (LC),
doenca infectocontagiosa crénica e de relevancia econdémica, que acomete diferentes grupos
de animais no mundo inteiro, principalmente nas areas de producdo de ovinos e caprinos,
causando perdas econdmicas significantes. A infeccdo estd associada a reducdo da producéo
de 14, carne e leite, menor eficiéncia reprodutiva dos animais, condenacdo de carcagas e
couros em abatedouros (PEEL et al., 1997), gastos com tratamento e honorarios veterinarios.
A doenca se manifesta pela presenca de necrose nas glandulas linfaticas, apresentando-se em

duas formas: a LC externa ou superficial e a LC interna ou visceral (Figura 4).

Figura 4. Abscessos hepéticos e renais em ovinos causados pela bactéria Corynebacterium pseudotuberculosis.

Fonte: CORREA, W. M., 1992.

A LC é prevalente em varios paises (DORELLA et al., 2009) e a introducdo de animais
enfermos nos rebanhos leva a rapida disseminacdo da doenca nos plantéis (CETINKAYA et
al., 2002). As infeccGes também podem ser assintométicas, o que dificulta as andlises
epidemioldgicas sobre a prevaléncia da doenca. Além de ovinos, bovinos, equinos e caprinos,
C. pseudotuberculosis € um patégeno que também pode infectar diferentes espécies, como
camelos, Ihamas e bafalos (PEEL et al.,, 1997). A infec¢do humana causada por C.

pseudotuberculosis é um evento raro, mas demonstra o potencial zoondtico dessa bactéria.
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Na prética, o diagndstico definitivo é firmado pelo cultivo do microrganismo a partir do
contetido dos abscessos obtidos por pungdo aspirativa ou extirpacédo cirdrgica (PATON et al.,
2003). A técnica de PCR ¢ sensivel e especifica no diagnéstico, porém, tem como limitacéo o
custo de implantacdo inicial e eventuais reagbes cruzadas entre espécies geneticamente
relacionadas como C. ulcerans (COSTA, 2002). O tratamento dos animais apenas com
antibioticos sistémicos é ineficaz, de modo que a maioria dos casos também requer a excisao
cirurgica do linfonodo afetado (BAIRD; FONTAINE, 2007), procedimento comercialmente
inviavel.

A bactéria é sensivel a varios tipos de antibidticos in vitro, no entanto ainda nao foram
encontradas moléculas eficientes para tratamento in vivo, 0 que torna a terapia ineficiente
(OLSON et al., 2002). A drenagem e a extirpacdo dos linfonodos superficiais acometidos,
além de ndo eliminarem 100% das bactérias, podem acarretar a contaminacdo do ambiente
com o patdgeno, sendo que a quantidade de bactérias liberada por um Unico abscesso € capaz
de contaminar todo o rebanho. Portanto, a melhor estratégia para combater a doenca é a
profilaxia (PIONTKOWSKI; SHIVVERS, 1998) e o método de controle mais eficiente da LC
é a identificacdo dos animais infectados e sua remocao do rebanho (NOZAKI et al., 2000). A
vacinacdo é considerada, também, como acdo de profilaxia e reduz a ocorréncia de abscessos
no rebanho em até 70%, porém, isoladamente, ndo erradica a doenca em &reas endémicas.
Como ainda ndo existe um tratamento eficaz para combater essa doenca, estudos envolvendo
proteinas desse agente etiolégico sdo de extrema importancia para encontrar moléculas
capazes de alterar vias metabdlicas desse patdgeno e consequentemente inibir sua
proliferacao.

1.5 Proteina ArgR e seu papel na regulacéo génica

Em procariotos, a arginina é sintetizada a partir de glutamato, em oito passos
enzimaticos (CUNIN et al., 1986) e a transcricdo de genes envolvidos nessa via é regulada
negativamente pela proteina repressora de arginina (ArgR) (Figura 5). Na presenca de
determinadas concentragdes de arginina, a ArgR se oligomeriza e, por meio de um mecanismo
alostérico, se liga ao operador do DNA envolvido na via metabdlica da arginina. O complexo
ArgR-operador impede estericamente a atividade da RNA polimerase, interrompendo a

sintese de novas moléculas de arginina em nivel transcricional.
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Figura 5. Via da biossintese da arginina. A esquerda, representacio esquematica das etapas da via da biossintese
da arginina. A direita, cluster génico da biossintese da arginina. Neste modelo a ArgR (Vermelho) complexada a
arginina (Verde) se liga ao operador. As setas amarelas representam os genes envolvidos na sintese da arginina e
a seta vermelha representa o gene ArgR.
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Fonte: Elaborado pelo autor.

O mecanismo de regulacdo da biossintese de arginina, a sequéncia de aminoacidos da
ArgR e a sequéncia de nucleotideos do operador alvo tém um elevado grau de conservacdo
mesmo em bactérias evolutivamente distantes (TIAN et al., 1994). Cada subunidade da ArgR
consiste de dois dominios interligados por um linker peptidico curto e flexivel: o dominio N-
terminal, que é envolvido na ligacdo ao DNA e o dominio C-terminal, que € responsével pela
ligacdo a arginina e oligomerizagdo. Existem 6 L-argininas localizadas na interface trimero-
trimero do hexamero da ArgR de forma que os dois trimeros se dimerizam, com os ligantes
atuando como colas moleculares (DUYNE et al., 1996), e a0 mesmo tempo induzem o
aumento da afinidade de ligacdo do complexo ao operador do DNA (KOK; KUIPERS, 2005).

Embora o mecanismo de regulacdo da arginina compartilhe varias caracteristicas em
organismos divergentes, algumas caracteristicas incomuns foram relatadas, como por exemplo
a ArgR das bacterias hipertermdfilas Thermotoga neapolitana e T. maritima ligam ao DNA de
forma independente de arginina e apresentam baixa especificidade de ligagdo ArgR-DNA
(MORIN et al., 2002). Essa interacdo independente de arginina esta relacionada, pelo menos
em parte, com a presenga de um residuo de serina na posi¢cdo 115 dos repressores de T.
neapolitana e T. maritima, em vez do residuo de glutamina altamente conservado entre as

ArgRs conhecidas.
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1.5.1 Estudo da ArgR de C. botulinum, P. gingivalis, N. farcinica e C. pseudotuberculosis

O PDB disponibiliza estruturas de ArgRs de apenas sete diferentes microrganismos,
sendo que o0s amino&cidos presentes no sitio de interacdo da arginina sdo altamente
conservados, 0s quais possuem His ou GIn na posicao 115, além de apresentarem a sequéncia
de aminoacidos DDT (Asp-Asp-Thr) na posi¢cdo 136, 137 e 138. Esses aminoacidos também
estdo conservados entre a grande maioria das 564 ArgRs que estdo depositadas no UniProt.
Nessas sequéncias de ArgRs, em espécies de bactérias pertencentes a oito filos, GIn e His séo
prevalentes na posi¢do 115. No entanto, Pro, Ala, Ser, Asn, Asp, Gly ou Glu também séo
encontrados, indicando variagdes nos pockets de ligacdo entre as diferentes espéecies. Das 564
ArgRs analisadas, apenas sete contém Pro na posicdo 115, que pertencem a seis espécies do
género Corynebacterium, e apenas uma pertencente a outro filo, Lactococcus plantarum
(Firmicutes), que interessantemente, codifica duas ArgRs diferentes (ArgR1 com Proll5 e
ArgR2 com Asnl115).

Essa caracteristica, que além de tornar o pocket da ArgR de C. pseudotuberculosis mais
volumoso (MARIUTTI et al., 2016) altera bioquimicamente esse nanoambiente, permitindo a
interacdo com Tyr e, possivelmente, de seus andlogos, uma condi¢cdo que nao ocorreria com a
maioria dos microrganismos, 0s quais possuem um pocket menos volumoso. O residuo 115 da
ArgR de Corynebacterium pseudotuberculosis, que foi demonstrado experimentalmente estar
relacionado a especificidade da enzima pelo ligante (Figura 6) (MARIUTTI et al., 2016) é

utilizado como modelo para a elaboracdo dos experimentos deste trabalho.

Figura 6. Efeito da substituicio de aminoacidos no pocket de ligagdo Arg/Tyr da ArgR de C.
pseudotuberculosis. Superposicdo estrutural de Prol15 nativa (azul) em mutante GIn115 (verde); o esqueleto
proteico é mostrado em azul e moléculas de agua em vermelho. Os oxigénios da cadeia lateral de Asp136
(amarelo) da molécula vizinha sdo necessérios para a hexamerizacdo e formam ligagcdes de hidrogénio com os
nitrogénios N1 e N2 do ligante Arg (linha tracejada preta) ou com o oxigénio do ligante Tyr (linha tracejada
vermelha) via um ion de sédio (esfera roxa).

Fonte: Elaborado pelo Autor.
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A ArgR de outros microrganismos como C. botulinum, P. gingivalis e N. farcinica
(Figura 7) apresentam residuos de cadeia lateral curta na posi¢éo 115, possuindo pockets mais
volumosos que a maioria das ArgRs. A ArgR de C. botulinum apresenta um residuo de
prolina na posicdo 115 (Proll5), enquanto P. gingivalis apresenta alanina (Alall5) e N.
farcinica glicina (Gly115) (Tabela 1). Além disso, outra caracteristica peculiar das ArgRs de
C. botulinum e P. gingivalis é a auséncia da sequéncia de aminoécidos DDT, altamente
conservada entre as ArgRs, na posicdo 136, 137 e 138, sendo que a primeira apresenta DNT
(Asp-Asn-Thr) e a segunda PTH (Pro-Thr-His) como sequéncias alternativas (Tabela 1).
Essas particularidades encontradas na sequéncia de aminoacidos do sitio de ligacdo da
arginina dessas proteinas, além de trazerem informacdes sobre o processo de oligomerizacao,
podem ser utilizadas para o desenvolvimento de ligantes que possam inibir a via de sintese da
arginina desses patdgenos sem interagir com o pocket da ArgR de microrganismos da
microbiota normal dos hospedeiros, como, por exemplo a ArgR de E. coli, que ndo apresenta

as particularidades citadas acima.

Figura 7. Modelo da estrutura tridimensional em cartoon das proteinas ArgRs hexamerizadas gerado pelo
SWISS-MODEL. (A) ArgR C-terminal de P. gingivalis. (B) ArgR Full Length de N. farcinica. (C) ArgR C-
terminal de C. botulinum.

Fonte: Elaborado pelo autor.
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Tabela 1. Sequéncia no sitio de ligacdo da arginina de ArgRs de diferentes organismos. Destaque em Vermelho:
residuos da posicdo 115, que é GIn ou His na maioria das estruturas Arg-ArgR determinadas e os residuos Pro,
Ala e Gly especificos das ArgRs dos microrganismos C. botulinum, P. gingivalis e N. farcinica.
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Pgingivalis RPPSSRGELRIGRTEGFIGPYDTGEHLLLHTAEGHRARIASEIEELSAPE-YADYFFGPTHIVYIGOKGT TROALLCATIAPAIPEYL
Bstearothernophilus FHPLOKLKRALYDYFIKLDGTGHLLYLRTLPGH IGYLLONLDHDE-IVGTICGDOTCLIICRTPKDAKKYSHOLLSHL
Bsubtilis FHNPLSKLKRALHOAFYKIDSASHHIYLKTHPGNRORIGALHONLOHDE-HHGTICGODTILITCRTPEDTEGYKNRLLELL
Bhalodurans FHPLOKLKRGLYDSFYSIDRTDHLIYHKTLPGNEHAIGALIDNLDHTE-IHGTICGDDTILITCKDKODGPYY TERFLNHL

Yvulnificus LGY¥PTYSSSLERELYLDYDHHOALYYIHTGPGA TIARHLOSLGKSEGILGYYAGDOTIFITPTLTITTEQLFKSYCELFEYRAG

Ecoli LGYPTTSSPLKHLYLDIDYHDAYYYIHTSPGA TIARLLOSLGKAEGILGTIAGDOTIFTTPANGF TYKDLYEARILELFDOEL

Consensus  ....eveelecelofenasede..lovl b pG.H, ia, i1, ..e.! gbiabddt! v.or.esbendleeeneannnnns

Fonte: Elaborado pelo Autor.
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2. OBJETIVOS

1.

O objetivo geral deste trabalho foi expressar a proteina ArgR selvagem de C.
botulinum, P. gingivalis, N. farcinica e ArgR mutante Proll5His de C.
pesudotuberculosis em E. coli e posteriormente purificad-las em condicdo nativa e
desnaturante, para garantir a obtencdo dessas enzimas purificadas e em tampdes
especificos.

Como objetivo especifico desta pesquisa, destaca-se: obtencdo das proteinas em sua
forma apo por meio da realizacdo do renovelamento dos alvos purificados sob
condicdes desnaturantes, ensaios de Espalhamento Dinamico de Luz (DLS) e
cristalizacdo dessas proteinas visando a resolucéo das suas estruturas tridimensionais.
Além disso, também objetivou-se, por meio de métodos computacionais, a realizacdo
de modelagem por homologia e ensaios de dinamica molecular, a fim de gerar
modelos tridimensionais das proteinas citadas e avaliar ligantes que teriam uma maior
afinidade pelo pocket das ArgRs desses microrganismos. Compreender 0s
mecanismos envolvidos na interacdo da proteina ArgR com seus possiveis ligantes e 0
mecanismo de hexamerizacdo dessas enzimas, € imprescindivel para o
desenvolvimentos de moléculas que ndo sejam antibioticos e que tenham a capacidade
de bloquear a via de sintese dos patdégenos sem prejudicar a microbiota normal do

hospedeiro.



3. JUSTIFICATIVA

A proteina repressora de arginina (ArgR), que regula a expressdo de varios genes
envolvidos na biossintese de arginina, € um potencial alvo para “drug design”, uma vez que a
arginina é essencial para o crescimento dos microrganismos citados e essa via esta presente
nos patdgenos e ausente no hospedeiro. As proteinas ArgRs de C. botulinum, P. gingivalis, N.
farcinica e C. pseudotuberculosis fazem parte de uma minoria dos representantes dessas
enzimas, pois apresentam o residuo 115 com cadeia lateral curta, diferentemente da grande
maioria que apresenta His ou GIn. Devido a dificuldade de purificacdo de proteinas
bacterianas diretamente a partir de culturas de C. botulinum, P. gingivalis, N. farcinica e C.
pseudotuberculosis, a expressao das proteinas ArgRs em E. coli viabiliza a producdo em larga
escala desses alvos para os estudos de interacdo e estruturais. Além disso, sabendo-se que a
proteina purificada a partir de sistemas procariéticos pode ser encontrada ligada ao cofator, e
que essa interacdo ocorre no citoplasma de E. coli e/ou durante a etapa de lise celular, a Gnica
forma de garantir a obtencdo da proteina em sua forma apo é por meio de purificacdo em
condicdes desnaturantes para que depois seja realizado o renovelamento. Ademais, 0
conhecimento dos mecanismos envolvidos na interacdo da ArgR dos patdgenos com seus
possiveis ligantes podem permitir, no futuro, encontrar moléculas que possam ocupar o sitio
de ligacdo da arginina, induzir sua hexamerizagdo via mecanismo alostérico e,
consequentemente, aumentar sua afinidade pelo DNA, de forma que sua via de sintese seja
interrompida e resulte na inibicdo da proliferacdo dos patdgenos sem afetar a microbiota
normal do hospedeiro, uma vez 0s microorganismos presentes no hospedeiro apresentam
ArgR contendo His ou GIn na posi¢do 115. O entendimento desses mecanismos podera
minimizar a incidéncia de patogenias como botulismo, periodontite, nocardiose e linfadenite

caseosa.
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4. MATERIAIS E METODOS

4.1 Vetor de expressdao em Escherichia coli

Os vetores de expressdo contendo as sequéncias nucleotidicas codificadoras das
proteinas ArgR C-terminal de N. farcinica, C. botulinum e P. Gingivalis, mutante Pro115His
de C. pseudotuberculosis e ArgR Full length de N. farcinica, fusionadas a uma cauda de
histidina (His-tag) e apresentando sitio de clivagem para TEV-protease, foram sintetizados
pela FastBio. O vetor utilizado foi o pET-28a(+) recombinante, o qual possui uma sequéncia
codificadora de uma cauda de seis residuos de histidina, fusionada a proteina expressa. Na

Figura 8 estdo representadas as sequéncias de aminoacidos que codificam as proteinas alvo.

Figura 8. Sequéncia de aminoéacidos das proteinas recombinantes ArgR Full Length de N. farcinica (1), ArgR C-
terminal de N. farcinica (I1), ArgR C-terminal de C. botulinum (I1I), ArgR C-terminal de P. gingivalis (IV) e
ArgR C-terminal mutante P115H de C. pseudotuberculosis (V). Em destaque, a cauda de histidina (roxo), o sitio
de clivagem para a TEV-protease (azul-claro) e o residuo de aminoécido Histidina 115 da ArgR mutante P115H
de C. pseudotuberculosis em amarelo.

(1)  MSVSTPERGGAEQGKGPAIARTRAGRQSRIVELLSAHAVRSQSELAALLAAEGI
ETTQATLSRDLDELGAVKLRAADGGAGVYVVPEDGSPVRGVTGGTDRLSKLL
GDLLVSTDASGNIAVLRTPPGAAGYLASALDRAALPYVVGTIAGDDTIAVIARE
PLTGAELAAKIEELAENLYFQGGHHFFFER

(1) GGTDRLSKLLGDLLVSTDASGNIAVLRTPPGAAGYLASALDRAALPYVVGTIA
GDDTIAVIAREPLTGAELAAKIEELAENLYFQGGHHFFEH

(111) YMSDKLINIFAQTVINVENIDKLIIIKAISGSAPAAAEAIDTLGFDGVAGTIAGDN
TIFVMARTNEKAQEITMKLKKIITAGGENLYFQSHHEFFEH

(IV) RPPSSRGELRIGRTEGFIGPVDTGEMLLLNTAEGHAARIASEIEELSAPEVADVFF
GPTHIVVIGQKGTTRQALLCAIAPAIPEVLRGGENLYFQSHEFIFFH

(V) GTREKLRKMLDDLLVSVDHSGNIAVLRTPPGGAHFLASFIDRVGMEEVVGTIAG
DD TVFVLARDPMTGQELGEFLSQRRSGNGGENLYFQGGHHEHFFH

Fonte: Elaborado pelo autor.




4.2 Analise da sequéncia primaria das proteinas de estudo

A andlise da sequéncia primaria das proteinas de estudo — ArgR C-terminal de N.
farcinica, C. botulinum, P. gingivalis, mutante P115H de C. pseudotuberculosis e ArgR Full
Length de N. farcinica - foi feita utilizando o programa ProtParam
(web.expasy.org/protparam/), localizado a partir do servidor EXPASy (ca.expasy.org/). O
programa ProtParam é uma ferramenta que permite a analise computacional de vérios
parametros fisicos e quimicos da proteina de estudo a partir da sequéncia de residuos de
aminoacidos. Esses parametros sdo importantes para avaliar quais métodos experimentais

serdo utilizados para a expressao e purificacdo proteica.

4.3 Transformacédo bacteriana para expressao proteica

Linhagens celulares competentes de E. coli C43(DE3), C41(DE3), BL21(DE3), BL21
STAR-(DE3), BL21(DE3)-RIL, BL21(DE3)-T1, Origami e Rosetta foram utilizadas em
experimentos de transformacdo celular para encontrar o melhor rendimento da producéo em
larga escala das proteinas ArgR C-terminal de N. farcinica, C. botulinum, P. gingivalis,
P115H de C. pseudotuberculosis e ArgR Full Length de N. farcinica. Inicialmente 80 ng de
plasmideos recombinantes foram adicionados a 50 pL de solugdo contendo células
competentes de E. coli. Essa mistura permaneceu no gelo durante 30 minutos, e entdo, foi
submetida ao choque de temperatura a 42° C por 1 minuto seguida de 2 minutos no gelo. Apés
esse procedimento, as bactérias foram submetidas a agitacdo de 250 rpm por 1 hora a 37° C
em meio liquido SOC. Em seguida, as bactérias foram selecionadas apo6s cultivo em meio
solido seletivo LB contendo canamicina (30 pg/ml). As coldnias obtidas foram inoculadas em
tubos individuais contendo 10 ml de meio liquido LB seletivo sob agitacdo e aeracdo

constantes e utilizadas para expressdo em pequena escala.

4.4 Testes iniciais de Expressdo em E. coli

Inicialmente 5 ml do pré-indculo foram transferidos para um novo tubo contendo 100
mL de meio liquido seletivo (LB + canamicina 30 pg/mL). A amostra foi mantida sob
agitacdo e aeracdo até atingir a densidade optica (OD 550 nm) entre 0,4 e 0,6 para inducao da
expressao com IPTG. A leitura da amostra foi feita no espectrofotdmetro Spectronic Genesys
2. Visando encontrar o maior rendimento de proteina soltvel pura/Litro de cultura, uma
primeira analise da expressdo de proteinas soluveis envolveu variagbes na densidade otica

antes da inducéo, temperatura de indugéo, concentracdo de indutor e tempo de expressao.
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A inducéo da expresséo foi feita sob diferentes temperaturas (17 a 37° C) variando o
tempo de expressdo a fim de obter proteinas na fragdo sollvel ap6s a sonicacdo. A
concentracdo ideal do indutor IPTG (0,1 mM a 0,5 mM) foi avaliada. A cultura foi
centrifugada a 5000 x g, o sobrenadante foi descartado e o precipitado ressuspendido em
tampéo de lise (NaH,PO4 50 mM, NaCl 500 mM, Glicerol 10%, 10 mM de Imidazol, pH 7.8).
Apos sonicacdo seguida de centrifugacdo a 17000 x g por 30 min, 15 uL da fragdo sollvel e
insoltvel foi aplicado diretamente em SDS-PAGE para verificacdo da presenca da proteina

por Western blot.

4.5 Western blot

Para o procedimento, amostras das fracdes solUveis e insollveis da expressdo em
pequena escala foram misturadas com tampdo de amostra (1:1) e aplicadas em gel SDS-
PAGE 15%. As proteinas, contidas no gel, foram transferidas para a membrana de
nitrocelulose utilizando um eletrotransferidor (Mini TransBlot Electrophoretic Transfer Cell
Bio-Rad) operando sob voltagem constante (100 V) por 1 hora. O tampdo de transferéncia
utilizado foi o Tris-Glicina (0,025 M Tris e 0,192 M Glicina) contendo metanol 20%. A
membrana foi incubada com antissoro monoclonal Antipoli-histidina diluido 1:10.000
(produzido em camundongo; Sigma) e posteriormente com antissoro secundario Anti-lgG de
camundongo conjugado com fosfatase alcalina (Sigma) diluido 1:30.000. A detec¢do da
reacdo antigeno/anticorpo foi feita com a mistura de BCIP/NBT (5-bromo-4chloro-3-
indolylphosphate/nitro-bluetetrazolium) até o aparecimento do resultado da reacdo (coloracéo

azul purpura).

4.6 Expressao das proteinas alvo

As colonias isoladas de E. coli transformadas com vetores contendo os genes codificadores da
ArgR C-terminal de N. farcinica, C. botulinum, P. gingivalis, mutante de C.
pseudotuberculosis e ArgR Full Length de N. farcinica foram inoculadas em meio LB
contendo canamicina (30 pg/ml) e o antibiotico de resisténcia de cada linhagem celular e
mantidas sob agitacdo de 120 rpm por 16 horas a 37° C. Posteriormente, essas culturas foram
diluidas 100 vezes em meio LB fresco contendo os antibidticos e incubadas a 37° C a 120 rpm
até a densidade optica (OD 550 nm) atingir 0,5, calculada em espectrofotbmetro Biomate 3S

(Thermo Fisher Scientific). Apos atingir essa densidade, as culturas foram induzidas com 0,3
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mM de IPTG e mantidas a 30° C sob agitacdo constante durante 5 horas. Posteriormente, as
culturas foram centrifugadas a 5000 x g durante 10 minutos a 4° C, os sobrenadantes foram
descartados e as células precipitadas foram suspensas em tampéo de lise 50 mM Fostato de
Sodio, 500 mM NaCl, 10% de glicerol e 10 mM de Imidazol (pH 7,5). Apds a adicdo do
tampado, as células foram submetidas ao processo de lise celular por sonicacgéo (4 pulsos de 40
segundos) em sonicador (Marconi - MA 103), e centrifugadas a 15.000 x g por 40 minutos a

4° C. O sobrenadante foi coletado para a realizacao das etapas de purificacao.

4.7 Purificacéo das proteinas alvo

A primeira etapa de purificacdo das proteinas recombinantes foi por cromatografia de
afinidade em Ni-Sepharose (GE healthcare) e posteriormente, em uma segunda etapa, 0S
contaminantes das amostras contendo as proteinas foram removidos por meio de
cromatografia de exclusdo molecular em coluna Superdex G75 10/300 (GE) utilizando o
sistema AKTA-pure. Além disso, também foi realizada a purificacdo por cromatografia de

afinidade em condicGes desnaturantes.

4.7.1 Cromatografia de afinidade (Ni-Sepharose)

A purificagdo em coluna de afinidade utilizando resina Ni-Sepharose (GE
healthcare) foi realizada conforme instruc@es do fabricante. Primeiramente, um volume de 2
ml de resina (Ni-Sepharose — GE healthcare) presentes em cada coluna de cromatografia de
afinidade foi equilibrada com o mesmo tampéo utilizado no processo de lise celular. Em
seguida, cada coluna de purificacdo foi carregada com o sobrenadante do lisado celular obtido
apos centrifugacdo, para que as proteinas recombinantes fossem adsorvidas. Apos a adsorcao,
a resina foi lavada utilizando tampéo de lavagem (50 mM NaH;PO,4, 500 mM NaCl e 10%
glicerol, pH 7.7) com quantidades crescentes de imidazol para remover proteinas
contaminantes adsorvidas inespecificamente na resina de niquel. Por fim, a proteina de
interesse contendo a His-tag foi eluida utilizando tamp&o de eluicdo. As concentracGes e
volumes dos tampdes utilizados sdo mostrados na tabela 2. Todas as amostras obtidas por
meio das lavagens com variagOes crescentes na concentracdo de imidazol foram coletadas e
analisadas em gel SDS-PAGE 15%, para verificar em qual delas as proteinas alvo foram

eluidas.
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Tabela 2. TampBes com diferentes concentracfes de imidazol utilizados durante a etapa de purificacdo por
cromatografia de afinidade.

Tampéo Concentracéo Volume

Lise 50 mM NaH,PO, + 500 mM NaCl + 10% glicerol + 10 mL
10 mM Imidazol

Lavagem 1 50 mM NaH,PO, + 500 mM NaCl + 10% glicerol + 10 mL
40 mM Imidazol

Lavagem 2 50 mM NaH,PO, + 500 mM NaCl + 10% glicerol + 10 mL
60 mM Imidazol

Lavagem 3 50 mM NaH,PO, + 500 mM NaCl + 10% glicerol + 5mL
80 mM Imidazol

Eluicéo 50 mM NaH,PO, + 500 mM NaCl + 10% glicerol + 10 mL

400 mM imidazol
Fonte: Elaborada pelo autor

4.7.2 Purificagéo sob condigdes desnaturantes

A purificacdo das proteinas sob condi¢des desnaturantes, que garante os alvos livres de
possiveis ligantes, foi realizada em coluna de afinidade utilizando resina de matriz de niquel
conforme instrucdes do fabricante (GE Healthcare). O precipitado celular obtido apds
sonicacdo e centrifugacdo da cultura foi ressuspendido em tampéo desnaturante (100 mM
NaH,PO,4, 10 mM Tris HCI e 8 M ureia, pH 8,0). A suspensdo foi novamente sonicada e
centrifugada a 10.000 x g por 20 minutos. O sobrenadante foi posteriormente aplicado em
coluna de afinidade NI-NTA previamente equilibrada com o mesmo tampdo deshaturante.
Apos a ligacdo, a matriz foi lavada com tampdo 100 mM NaH;PO,, 10 mM Tris HCI, 8 M
ureia e pH, respectivamente, 6,3 € 5,9. A eluicdo da proteina foi feita com mesmo tampéao em
pH 4,5. Apo6s a purificacdo, as proteinas foram concentradas por centrifugacdo utilizando

dispositivos Amicon Ultra Centrifugal Filters (3 kDa) e utilizadas para testes de refolding.

4.7.3 Cromatografia de excluséo molecular (AKTA-pure)

As amostras contendo as proteinas obtidas a partir da purificacdo por cromatografia de
afinidade foram concentradas em dispositivos para concentracdo (Amicon Ultra Centrifugal
Filters - 3 kDa) e submetidas & segunda etapa de purificacdo por gel filtragdo em coluna
Superdex G75 10/300 (GE) equilibrada com tamp&o 20 mM Tris HCI e 100 mM NaCl em pH
7,5, utilizando o sistema AKTA-pure (GE-Healthcare Life Sciences). As amostras referentes
aos picos do cromatograma foram coletadas e analisadas por meio de gel de poliacrilamida
(SDS-PAGE 15%) e Western blot.



4.8 Renovelamento
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Para o renovelamento das proteinas desnaturadas utilizaram-se protocolos de dilui¢do

répida em tampdo de renovelamento, no qual a solucéo desnaturante contendo 8 M de ureia é

diluida até a concentracédo final de 0,05 mM, enquanto a proteina de interesse € diluida até a

concentragdo 10-100 pg/ml. As proteinas de interesse foram diluidas em tampédo de

renovelamento mantido a 5° C e sob agitacdo constante durante cinco minutos. Baseando-se

no ponto isoelétrico das proteinas, foram formulados diferentes tampdes de renovelamento

(Tabela 3). Apds o renovelamento as proteinas foram dialisadas contra tampao 20 mM Tris

HCI e 100 mM NaCl (pH 7,5) e tampdo PBS 1x (137 mM NaCl, 2,7 mM KCI, 10 mM

Na,HPO, e 1,8 mM KH,PO,, pH 7,5), concentradas por centrifugacao utilizando dispositivos

Amicon Ultra Centrifugal Filters (3 kDa) e utilizadas para os ensaios de Dicroismo Circular
(CD) e Espalhamento Dindmico de Luz (DLS).

Tabela 3. Tamp0es de renovelamento testados durante etapa de refolding das proteinas em estudo.

Tampdes de Renovelamento

50 mM Tris HCI, 200 mM NaCl, 1 mM DTT e 500 mM L-arginina, pH 7,5
50 mM Tris HCI, 100 mM NacCl, 1 mM Glutationa Reduzida, 1 mM EDTA, 500
mM L-arginina, 20 % glicerol, pH 7,5
50 mM Tris HCI, 200 mM NaCl, 0,5 mM DTT e 1 M NDSB 201 [3-(1-piridino)-1-
propano sulfonato)], pH 7,5
30 mM NaH,PO,, 200 mM NaCl e 20% glicerol, pH 7,5

30 mM Citrato de Sodio, 200 mM NaCl, 1 mM DTT, pH 6,2
30 mM Citrato de Sodio, 200 mM NaCl, 500 mM L-arginina, pH 6.2

30 mM Citrato de Sodio, 200 mM NaCl, 1 M NDSB 201[3-(1-piridino)-1-propano
sulfonato)], pH 6.2
30 mM Acetato de sddio, 30 mM NaCl e 1% glicerol, pH 5.5

Fonte: Elaborada pelo autor
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4.9 Eletroforese em gel de poliacrilamida (SDS-PAGE) 15%

Para a verificacdo das etapas de purificacdo foi realizada a eletroforese em gel de
poliacrilamida 15% (SDS-PAGE 15%), possibilitando a separacdo das proteinas de acordo
com a massa molecular. Primeiramente, a proteina purificada foi transferida para microtubos,
desnaturada em tampdo de amostra 3x (Tris HCI 0,5 M pH 6,8; SDS 10%; B-mercaptoetanol;
glicerol; azul de bromofenol; agua g.s.p.), posteriormente fervida por 3 minutos e 10 pL do
sobrenadante foram aplicados em gel de poliacrilamida 15%, assim como o marcador
molecular. O gel de poliacrilamida foi previamente preparado e incubado juntamente com o
tampdo de corrida (25 mM Trisma Base, 250 mM Glicina, SDS 10% e agua g.s.p.), que
permite que o pH permaneca neutro. A eletroforese foi conduzida por aproximadamente 90
minutos a 100 V no aparelho Protean 1, a uma corrente elétrica de 130 mA e 50 Watts. Apos
esse procedimento, o gel foi fixado e corado em mistura contendo metanol, agua, acido
acetico (50:50:10) e Comassie Blue 0,25% por 10 horas e descorado com metanol e agua

(1:1), permitindo a visualizacdo do resultado.

4.10 Dicroismo circular (CD)

Para a determinacdo dos componentes da estrutura secundaria e confirmacdo do
enovelamento proteico, foram realizados experimentos de dicroismo circular (CD).
Primeiramente as proteinas foram dialisadas em tampéo 5 mM NaH,PO, e 50 mM NaF (pH
7,4), utilizando a membrana de dialise Ficherbrand (MWCO 6.000-8.000) e a concentragdo
proteica das amostras foi calculada por meio de espectrofotometro Biomate 3S (Thermo
Fisher Scientific).

Os espectros UV-CD foram coletados no espectropolarimetro Jasco J-710 (Jasco,
Brasil) em temperatura constante de 25° C e utilizando uma cubeta de quartzo de 0,5 mm.
Para a coleta, adotou-se o intervalo de 200-260 nm, com varredura de 50 nm/min, tempo de
resposta de 1 segundo, largura de banda espectral de 1 nm, resolucéo espectral de 0,2 nm e
namero de acumulag@es igual a 10. Apos a obtencdo dos dados, todos os espectros de CD
registrados em miligraus foram corrigidos, subtraindo o espectro da solucdo tampao (5 mM
NaH,PO, e 50 mM NaF, pH 7,4) obtido em condi¢6es idénticas, e convertidos em elipticidade
molar em unidades de deg.cm®dmol™ pelo software OriginLab 7. As porcentagens das
estruturas secundarias foram estimadas pelo software CONTINLL do pacote de programas de
deconvolucdo espectral CDPro, utilizando o conjunto de referéncias de proteinas SP29. Os

valores de RMSD (Desvio Quadratico Médio da Raiz) foram determinados e avaliados.
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4.11 Espalhamento dinamico de luz (DLYS)

Apdbs confirmacdo do renovelamento, as amostras de proteinas foram submetidas a
ensaios de Espalhamento Dindmico de Luz (DLS) em aparelho Zetasizer Nano series S90
(Malvern Instruments) para analise do estado oligomérico das proteinas com e sem adicao de
possiveis ligantes. Para realizacdo dos experimentos, as amostras em tampao 20 mM Tris HCI
e 100 mM NaCl (pH 7,5) e em PBS 1x, foram previamente centrifugadas durante 40 minutos
a 14.000 x g em temperatura de 10° C. As medidas de DLS foram realizadas utilizando o
software Zetasizer e em todas as andlises foram realizadas 10 varreduras de 30 segundos em
temperatura constante de 25° C.

4.12 Ensaios de cristalizagdo

Os screenings iniciais das condic¢des de cristalizacdo das proteinas foram realizados pelo
método de difusdo de vapor em sitting drop utilizando o robd Janus Automated Workstation
(PerkinElmer). As temperaturas de incubacdo testadas foram de 4° C e 20° C. Os Kits
comerciais da Hampton Research (Crystal Screen 1 e 2, SaltRx HT, PEG/Ion 1 e 2) e Qiagen
(PACT Suite, JCSG, AmSO4 Suite e NexTal) foram utilizados, e para cada uma das
condicdes de cada um dos kits foram aplicadas na gota a solucdo de proteina concentrada e
solugdo de precipitante nas proporgdes 1:1, 1:2 e 2:1. Devido a obtencéo de cristais iniciais,
iniciou-se a fase de refinamento pela técnica de difusdo de vapor em hanging drop,
envolvendo alteracBes no pH das solugbes, concentracdo do precipitante, concentracdo da
proteina, temperatura de armazenamento das placas e adicdo dos reagentes do Additive
Screen-Hampton, e dos kits Detergent screen 1, 2 e 3. Os cristais de tamanhos considerados
adequados foram utilizados pelo nosso grupo de pesquisa para experimentos de difracdo de
raios-X visando resolver as estruturas tridimensionais das proteinas. Os dados de difracdo
foram coletados de um Unico cristal congelado em uma corrente de nitrogénio gasoso de 100
K na linha de luz W01B-MX2 no Laboratorio Brasileiro de Luz Sincrotron (LNLS,
Campinas, Brasil).
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4.13 Construcéo de Modelos Tridimensionais por modelagem comparativa
Primeiramente, as sequéncias das ArgRs C-terminal de N. farcinica, C. botulinum e P.
gingivalis foram alinhadas com todas as proteinas homologas que possuiam estruturas

cristalogréficas no bando de dados Protein Data Bank (PDB - https://www.rcsb.org/) usando o

programa MUSCLE no site https://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/muscle/. O alinhamento

maltiplo de sequéncias de aminoacidos das proteinas em estudo permite comparar suas
sequéncias com as sequéncias de proteinas de outros organismos para identificar aminoacidos
conservados e ndo conservados.

O servidor Web Swissmodel (https://swissmodel.expasy.org/) foi empregado para escolher

0 melhor molde para a construgdo dos modelos tridimensionais e para a avaliacdo da qualidade
dos modelos gerados. Esta ferramenta busca por sequéncias depositadas no PDB, que
apresentam estrutura cristalografica definida, e permite encontrar modelos segundo as
recomendacgOes encontradas na literatura (VERLI, 2014). Para avaliar a qualidade da estrutura
gerada, foi analisado o grafico de Ramachandran (RAMACHANDRAN; SASISEKHARAN,
1968) e os valores de QMEAN (Qualitative Model Energy ANalysis) e GMQE (Global Model
Quality Estimation) gerados pelo SWISS MODEL. Os modelos tridimensionais foram gerados
utilizando o programa Pymol v. 2.3.0 com o plugin Mutagenesis, que permite realizar mutagdes

pontuais.

4.14 Simulagdes de dinamica molecular

O primeiro passo na configuracdo da simulacdo de dindmica molecular foi a
parametrizacdo das moléculas estudadas. As cargas parciais para os aminoacidos Tyr e Arg,
para 0s quais ndo ha parametros disponiveis nos campos de forca Amber, foram retiradas da
literatura (WANG et al., 2004). As proteinas foram totalmente parametrizadas com campo de
forca Amber14SB apos a protonacdo em pH = 7,0 usando o servidor da web PDB2PQR
(CASE et al., 2016). Cada complexo foi incorporado em uma caixa octaédrica, tendo uma
distancia minima de soluto-parede de 10,1 A e preenchido com moléculas de agua TIP3P e
uma quantidade neutralizante de contra-ions (Na*). As etapas anteriores foram realizadas com
0 programa leap do Amber16 suite. Moléculas de agua cristalogréficas e ions foram incluidos
nas simulagdes de dindmica molecular, a menos que indicado de outra forma. As coordenadas
iniciais dos complexos foram retiradas das estruturas cristalinas ou geradas por sobreposicéo
estrutural usando Pymol v. 2.3.0 (DELANO, 2002).


https://www.rcsb.org/
https://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/muscle/
https://swissmodel.expasy.org/
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Os sistemas solvatados foram simulados em T = 298 K por até 50 ns no conjunto NVT
para avaliar suas estabilidades de tempo. Antes das rodadas de producdo, as etapas
apropriadas de minimizacdo e equilibrio foram realizadas com pmemd do Amber16, seguindo
um protocolo estabelecido (HERNANDEZ GONZALEZ et al., 2017). Além disso, apos a
ultima etapa de equilibrio do NPT, as restricdes de atomos pesados foram gradualmente
reduzidas de 10 para 0 kcal . A . mol™ durante 2 ns no conjunto NPT usando pmemd.cuda.
Durante as execug0es de producdo, os quadros foram coletados a cada 10 ps.

Além disso, multiplas simulagdes independentes de 5 ns de cada complexo estudado
foram realizadas a fim de calcular as energias livres efetivas (AGefr). As 20 réplicas de cada
complexo diferiram em suas respectivas velocidades iniciais, que foram sorteadas
aleatoriamente a partir de uma distribuicdo de Maxwell-Boltzmann em T = 10 K durante a
etapa de aquecimento. A estrutura inicial de cada complexo submetido a multiplas simulaces
curtas de dinamica molecular foi calculada por meio de analise de agrupamento da respectiva
simulacdo de 50 ns, conforme explicado a seguir. Todas as simula¢bes produtivas de 5 ns

foram precedidas pelo mesmo protocolo de equilibrio mencionado anteriormente.

4.15 Célculos de energia livre MM-GBSA

A abordagem MM-GBSA foi empregada para calcular as energias livres de ligacao
efetiva (AGefr) para os sistemas analisados usando o programa MMPBSA.py do Amber16. A
AGess corresponde a contribuicéo entalpica para a energia livre de ligacdo, que inclui Van der
Waals, termos de solvatacdo eletrostatica, polar e apolar, e despreza a entropia
configuracional. Apesar dessa aproximacdo, AGess geralmente é suficiente para classificar os
sistemas semelhantes, por exemplo, ligantes direcionados a mesma proteina, em termos de
afinidade, porque a contribuicdo da entropia tende a ser aproximadamente constante
(MILLER et al., 2012). Em todos 0s casos, avaliamos os valores de AGess para a interagéo de
um Unico aminoacido (Tyr ou Arg) com a proteina (varias formas multiméricas de ArgR),
sendo os locais de ligacdo restantes ocupados pelo aminoécido. As energias livres médias
foram calculadas a partir dos resultados obtidos nas 20 simula¢des independentes de 5 ns de

cada complexo.
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4.16 Andlise de trajetéria

Estabilidades de tempo durante as simulagdes de dinamica molecular foram avaliadas
calculando os valores RMSD instantaneos para os atomos pesados dos ligantes (Tyr e Arg),
ajustando todas as trajetérias e considerando os atomos do backbone do receptor de suas
respectivas estruturas iniciais como referéncia. Estruturas representativas foram calculadas
usando o algoritmo de ligacdo média e considerando os valores de RMSD em relacdo aos
ligantes e residuos da interface, ou seja, aqueles em contato com os ligantes a uma distancia
<4 A (SHAO et al.,, 2007). As ligacdes de hidrogénio nas interfaces complexas foram
avaliadas durante as simulacGes de dindAmica molecular com os critérios geométricos padréo.

As distancias entre pares de &tomos também foram calculadas com o comando de distancia.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO
5.1 Anédlise da sequéncia primaria das proteinas alvo

Informacdes relevantes, como massa molecular das proteinas, ponto isoelétrico teorico
(pl) e numero de residuos de aminoacidos foram obtidas usando a ferramenta ProtParam
(EXPASY), permitindo um estudo mais detalhado das proteinas alvo e analise dos resultados
obtidos durante os experimentos (Tabela 4).

O numero de aminodcidos e a massa molecular auxiliam a identificacdo das proteinas
alvo durante experimentos pelo seu tamanho em kDa. Além disso, o ponto isoelétrico tedrico
das proteinas também é um pardmetro importante a ser analisado para determinar o pH do
tampdo adequado. O ponto isoelétrico de uma proteina corresponde ao valor de pH em que a
molécula se encontra eletricamente neutra, ou seja, quando o numero de cargas positivas for
igual ao nimero de cargas negativas. O pl das proteinas é determinado experimentalmente,
sendo considerado o pH no qual a molécula ndo migra quando submetida a um campo elétrico
(eletroforese), no entanto é possivel fazer uma avaliagdo aproximada por meio de preditores.
Cada proteina possui um pl caracteristico, que reflete a propor¢éo entre aminoécidos acidos e
bésicos. Desta forma, foram escolhidos tampdes baseados em informacdes do pl de forma que
as proteinas apresentaram carga liquida positiva em pH menor que o pl e carga liquida

negativa em pH maior que o pl.

Tabela 4. Dados das sequéncias primérias das proteinas ArgRs Full Length de N. farcinica e C-terminal de N.
farcinica, C. botulinum, P. gingivalis e C. pseudotuberculosis, obtidos pelo programa ProtParam (ExPASY).

Proteinas Aminoacidos Massa Molecular (Da) pl Tedrico
ArgR Full Length de N. farcinica 189 19412.79 5.61
ArgR C-terminal de N. farcinica 93 9620.81 5.53
ArgR C-terminal de C. botulinum 96 10444.97 6.29
ArgR C-terminal de P. gingivalis 102 11035.48 6.03
ArgR C-terminal mutante de C. 97 10657,93 6.02

pseudotuberculosis

Fonte: Elaborado pelo autor.



5.2 Expressao das proteinas alvo

Os protocolos para a expressao das proteinas ArgRs de N. farcinica, C. botulinum, P.
gingivalis e C. pseudotuberculosis foram estabelecidos. Das diferentes linhagens de E. coli
testadas, as que proporcionaram um melhor desempenho na expressdo das proteinas alvo
foram as linhagens BL21(DE3)-T1 para a ArgR de P. gingivalis e C. pseudotuberculosis e
BL21(DE3)-RIL para as ArgRs de N. farcinica e C. botulinum (Tabela 5) em 1 L de meio LB
na presenca do indutor IPTG a 0,3 mM em temperatura de 30° C por 5 horas. Outras variacdes
desses parametros foram testadas, mas os resultados foram similares ou mostraram-se menos
eficientes. Ainda, apds a expressdo bacteriana, definiu-se a solucdo tampdo mais eficiente
para o processo de lise celular, sendo essa composta por 50 mM Fosfato de Sodio, 500 mM
NaCl, 10% glicerol e 10 mM Imidazol (pH 7,5).

A proteina ArgR de C. botulinum apresentou uma baixa solubilidade e por conta disso,
visando aumentar a solubilidade proteica, foram utilizados vérios métodos descritos na
literatura. Dentre eles foram testados a diminuicdo da temperatura de inducdo, variacdo na
concentracdo do indutor IPTG, adicdo de 0,5 M de Sorbitol e 1 mM de Betaina na cultura
celular e aditivos como Glicerol 20%, N-Sarkosyl 0,05%, aminoécidos como L-Arginina 50
mM e detergentes como Triton X-100 2% e Tween-20 1% no tampao de lise. Aditivos (co-
solventes) especificos podem facilitar a dobragem proteica, desestabilizar a formacdo de
agregados e melhorar a estabilidade, aumentando, desse modo, a solubilidade. Entretanto,
nenhum desses métodos gerou um resultado significativo na solubilidade proteica, desse
modo, essa proteina foi purificada em condi¢des desnaturantes, ja que agentes desnaturantes
como a ureia sdo usados para diminuir a interacdo covalente entre as moléculas da proteina,

melhorando dessa forma o rendimento do material solGvel.
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Tabela 5. Linhagens de E. coli competentes utilizadas na otimizagdo da expressdo das proteinas ArgRs
recombinantes e suas vantagens.

Linhagem de E. coli Inducéo Vantagens
BL21 (DE3)-T1 Inducdo por IPTG da RNA Possui auséncia de atividade
polimerase T7, que esta sob proteolitica, que pode reduzir a
controle do promotor degradacdo de algumas proteinas
lacUV5. heterdlogas expressas na
linhagem. Adequada para indugao
de alto nivel.
BL21 (DE3)-Ril Inducéo por IPTG da RNA  Linhagem adequada para indugéo
polimerase T7, que esta sob de alto nivel.
controle do promotor
lacUV5.

Fonte: Elaborado pelo autor.

5.3 Western blot

A confirmacdo da expressdao das proteinas ArgRs de N. farcinica, C. botulinum, P.
gingivalis e C. pseudotuberculosis foi realizada por meio de Western blot, utilizando
anticorpo primario Anti-polihistidina, que reconhece a cauda de histidina presente na proteina
alvo, e Anti-lgG que reconhece o anticorpo primario. Este ultimo é conjugado com uma
enzima, a fosfatase alcalina. Apds a aplicacdo da mistura BCIP/NBT é possivel observar a
coloracdo azul-pdrpura apenas quando ocorre a reagcdo antigeno/anticorpo, ou seja, na
presenca da proteina. Dessa forma, constatou-se que o0s métodos utilizados para a
transformacdo e expressdo das proteinas alvo foram satisfatérios, como demonstrado na
Figura 9, 10, 11, 12 e 13.
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Figura 9. Resultado do Western blot para detecgdo da proteina ArgR Full Length de N. farcinica durante etapa
de expressdo em pequena escala (testes iniciais de expressdo) para determinar a linhagem celular ideal de E. coli.
(M) Marcador molecular (Amersham ECL Rainbow Marker — GE Healthcare) em kDa. (1) Fragdo soltvel da
ArgR Full Length linhagem BL21(DE3)-T1. (2) Fracdo soltvel da ArgR Full Length linhagem BL21(DE3)-RIL.
(3) Fracéo soluvel da ArgR Full Length linhagem C41(DE3). (4) Fracédo soltvel da ArgR Full Length linhagem
BL21 STAR-(DE3). (5) Fragdo insoltvel da ArgR Full Length linhagem BL21 STAR-(DE3). (6) Fragdo
insoltvel da ArgR Full Length linhagem BL21(DE3)-RIL. (7) Fragéo insoltvel da ArgR Full Length linhagem
BL21(DE3)-T1. (8) Fracéo insollvel da ArgR Full Length linhagem C41(DE3).
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Fonte: Elaborado pelo autor.

Figura 10. Resultado do Western blot para detec¢do das proteinas ArgR Full Length e C-terminal de N. farcinica
durante etapa de expressdo em pequena escala (testes iniciais de expressao) para determinar a linhagem celular
ideal de E. coli. (M) marcador molecular (Amersham ECL Rainbow Marker — GE Healthcare) em kDa; (1)
Fragdo solivel da ArgR Full Length linhagem BL21(DE3)-T1. (2) Fracéo soluvel da ArgR Full Length linhagem
C43(DE3). (3) Fracéo soluvel da ArgR Full Length linhagem C41(DE3). (4) Frac&o soluvel da ArgR C-terminal
linhagem BL21(DE3)-RIL. (5) Fracdo soltvel da ArgR C-terminal linhagem C43(DE3). (6) Fracdo sollvel da
ArgR C-terminal linhagem C41(DE3). (7) Fracéo insoltvel da ArgR Full Length linhagem BL21(DE3)-T1. (8)
Fracdo insolivel da ArgR Full Length linhagem C43(DE3). (9) Fragdo insolGvel da ArgR Full Length linhagem
C41(DE3). (10) Fracdo insoltvel da ArgR C-terminal linhagem C43(DE3). (11) Fra¢do insolGvel da ArgR C-
terminal linhagem BL21(DE3)-RIL. (12) Fragdo insoltvel da ArgR C-terminal linhagem C41(DE3).
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Fonte: Elaborado pelo autor.
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Figura 11. Resultado do Western blot para deteccéo da proteina ArgR C-terminal de C. botulinum durante etapa
de expressdo em pequena escala (testes iniciais de expressao) visando aumentar a solubilidade da proteina. (M)
marcador molecular (Amersham ECL Rainbow Marker — GE Healthcare) em kDa. (1) Fracdo insoltvel da ArgR
linhagem BL21 STAR-(DE3) com tampdo de lise com 1% de Tween. (2) Fragdo insollvel da ArgR linhagem
BL21(DE3)-T1 com 1% de Tween. (3) Fracgdo insolivel da ArgR linhagem C41(DE3) com 1% de Tween. (4)
Fracdo insoltvel da ArgR linhagem BL21(DE3)-RIL com 1% de Tween. (5) Fracdo insoltvel da ArgR linhagem
BL21 STAR-(DE3) com 2% de Triton. (6) Fracdo insolivel da ArgR linhagem BL21(DE3)-T1 com 2% de
Triton. (7) Fragdo insolivel da ArgR linhagem C41(DE3) com 2% de Triton. (8) Fracdo insolivel da ArgR
linhagem BL21(DE3)-RIL com 2% de Triton.
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Fonte: Elaborado pelo autor.

Figura 12. Resultado do Western blot para detec¢do da proteina ArgR C-terminal de P. gingivalis durante etapa
de expressdo em pequena escala (testes iniciais de expressao) visando aumentar a solubilidade da proteina. (M)
marcador molecular (Amersham ECL Rainbow Marker — GE Healthcare) em kDa. (1) Fragdo solGvel da ArgR
C-terminal de P. gingivalis linhagem BL21(DE3)-T1.
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Fonte: Elaborado pelo autor.
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Figura 13. Resultado do Western blot para deteccéo da proteina ArgR mutante P115H de C. pseudotuberculosis
durante etapa de expressdo em pequena escala (testes iniciais de expressdo) visando aumentar a solubilidade da
proteina. (M) Marcador molecular (Amersham ECL Rainbow Marker — GE Healthcare) em kDa. (1) Fracdo
soltvel da ArgR mutante P115H de C. pseudotuberculosis linhagem BL21(DE3)-T1.
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Fonte: Elaborado pelo autor.

5.4 Purificacdo das proteinas recombinantes
5.4.1 Purificacédo por cromatografia de afinidade (Ni-Sepharose) em condicdo nativa

A metodologia utilizada na primeira etapa de purificacdo das proteinas ArgRs de N.
farcinica, P. gingivalis e C. pseudotuberculosis foi a cromatografia de afinidade, na qual
foram testados tampdes de lavagem com concentragfes crescentes de imidazol para a
eliminacdo de proteinas contaminantes que se encontravam adsorvidas a resina (Ni-NTA)
juntamente com a proteina alvo. O protocolo proposto anteriormente foi seguido: 10mL de
tampdo de lise (50 mM NaH,PO4, 500 mM NaCl, 10% glicerol) contendo 10 mM de
imidazol, 10 mL de tampéo de lavagem contendo 40 mM de imidazol, 10 mL de tampdo de
lavagem contendo 60 mM de imidazol, 5mL de tamp&o contendo 80 mM de imidazol e 10 mL
de tampdo de elui¢do contendo 400 mM de imidazol sendo que inicialmente todas as lavagens
foram coletadas para determinar em qual concentragdo de imidazol as proteinas alvo estavam
sendo liberadas.

Apbs a conclusdo da primeira etapa de purificacdo as amostras obtidas por meio das
diferentes lavagens foram aplicadas em gel de poliacrilamida (SDS-PAGE 15%) e submetidas
a eletroforese para verificar o sucesso da purificagdo por cromatografia de afinidade (Ni-

Sepharose) de acordo com a Figura 14, 15, 16 e 17.



Figura 14. SDS-PAGE 15% evidenciando as lavagens com diferentes concentragdes de Imidazol realizadas
durante a purificacdo por cromatografia de afinidade da proteina ArgR Full Length de N. farcinica. (M)
Marcador molecular (LMW-SDS Marker KIT — GE Healthcare) em kDa. (1) ArgR Full Length linhagem
BL21(DE3)-T1 durante lavagem com 400 mM de Imidazol (eluicéo). (2) 80 mM de Imidazol. (3) 60 mM de
Imidazol. (4) 40 mM de Imidazol. (5) ArgR Full Length linhagem BL21(DE3)-RIL durante lavagem com 40
mM de Imidazol. (6) 60 mM de Imidazol. (7) 80 mM de Imidazol e (8) eluicdo com 400 mM de Imidazol.
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Fonte: Elaborado pelo autor.

Figura 15. SDS-PAGE 15% evidenciando as lavagens com diferentes concentragdes de Imidazol realizadas
durante a purificacdo por cromatografia de afinidade da proteina ArgR C-terminal de N. farcinica linhagem
BL21(DE3)-RIL. (M) Marcador molecular (LMW-SDS Marker KIT — GE Healthcare) em kDa. (1) Lavagem
com 40 mM de Imidazol. (2) 60 mM de Imidazol. (3) 80 mM de Imidazol. (4) 400 mM de Imidazol (elui¢&o).
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Fonte: Elaborado pelo autor.
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Figura 16. SDS-PAGE 15% evidenciando as lavagens com diferentes concentragbes de Imidazol realizadas
durante a purificagdo por cromatografia de afinidade da proteina ArgR C-terminal de P. gingivalis linhagem
BL21(DE3)-T1.(M) Marcador molecular (LMW-SDS Marker KIT — GE Healthcare) em kDa. (1, 2 e 3) Lavagem
com 60 mM de Imidazol. (4,5 e 6) 80 mM de Imidazol e (7,8 e 9) 400 mM de Imidazol (eluigdo).
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Fonte: Elaborado pelo autor.

Figura 17. SDS-PAGE 15% evidenciando a eficiéncia da purificacdo por cromatografia de afinidade da ArgR
mutante de C. pseudotuberculosis. (M) Marcador molecular (LMW-SDS Marker KIT — GE Healthcare) em kDa.
(1) Lavagem da ArgR P115H com tampdo 40 mM de imidazol. (2) 60 mM Imizadol. (3) 80 mM Imizadol. (4)
400 mM Imizadol.
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Fonte: Elaborado pelo autor.

5.4.2 Purificagdo por cromatografia de afinidade (Ni—Sepharose) em condicéo
desnaturante

O protocolo que garantiu maior sucesso no processo de purificacdo desnaturante foi a
realizacdo de uma primeira lavagem com 10 mL de tampao desnaturante (100 mM NaH,PQ,,
10 mM Tris HCl e 8 M ureia pH 8,0) seguida de lavagens com mesmo tampdo em pH 6,3, pH
5,9 e finalizando com 10 ml do tampdo em pH 4,5. O pH decrescente de cada solugdo atua
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protonando o amino&cido histidina e com essa mudanca de carga a interacdo com niquel se
perde. Quando a solucdo utilizada é demasiadamente &cida (pH 4,5), todas as histidinas param
de interagir com a matriz de niquel, permitindo a liberacdo da proteina alvo. A confirmacéo
da purificacdo desnaturante das proteinas ArgRs de N. farcinica, C. botulinum, P. gingivalis e
C. pseudotuberculosis foi realizada por meio de SDS-PAGE 15% (Figura 18, 19, 20 e 21), 0
qual indicou as amostras com um alto grau de pureza e elevada concentragéo.

Figura 18. SDS-PAGE 15% evidenciando a purificacdo por cromatografia de afinidade da proteina ArgR C-
terminal de P. gingivalis em tampédo desnaturante (8 M de ureia, 10 mM Tris HCI, 100 mM NaH,PQ,). (M)

Marcador molecular (LMW-SDS Marker KIT — GE Healthcare) em kDa. (1 e 2) Lavagem com tampdo ureia pH
6,6. (3 e 4) Lavagem com tampéo ureia pH 5,9. (5 e 6) Lavagem com tampao ureia pH 4,4 (elui¢do).

M 1 2 3 4 5 6

97
66
45

30

21,1

14,4

Figura 19. SDS-PAGE 15% evidenciando a purificacdo por cromatografia de afinidade da proteina ArgR C-
terminal de C. botulinum linhagem BL21(DE3)-RIL em tampdo desnaturante (8 M de ureia, 10 mM Tris HCI,
100 mM NaH,PO,). (M) Marcador molecular (LMW-SDS Marker KIT — GE Healthcare) em kDa. (1) Lavagem
com tampao ureia pH 4,4 (elui¢do). (2) Lavagem com tampéo ureia pH 5,9. (3) Lavagem com tampéo ureia pH
6,6. (4) Lavagem com tampdo ureia pH 8,2.
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Fonte: Elaborado pelo autor.
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Figura 20. SDS-PAGE 15% evidenciando a purificacdo por cromatografia de afinidade das proteinas ArgR C-
terminal de C. botulinum e P. gingivalis e ArgR Full Length de N. farcinica em tampao desnaturante (8 M de
ureia, 10 mM Tris HCI, 100 mM NaH,PO,). (M) Marcador molecular (LMW-SDS Marker KIT — GE Healthcare)
em kDa. (1) ArgR de C. botulinum em tampao ureia pH 6,6. (2) Tampao ureia pH 5,9. (3) Tampé&o ureia pH 4,4.
(4) ArgR de P. gingivalis em tampao ureia pH 6,6. (5) Tampéo ureia pH 5,9. (6) Tampdo ureia pH 4,4. (7) ArgR
Full Length de N. farcinica em tamp&o ureia pH 6,6. (8) Tampao ureia pH 5,9. (9) Tampao ureia pH 4,4.
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Fonte: Elaborado pelo autor.

Figura 21. SDS-PAGE 15% evidenciando a purificagdo por cromatografia de afinidade da proteina ArgR
mutante P115H de C. pseudotuberculosis em tampdo desnaturante (8 M de ureia, 10 mM Tris HCI, 100 mM
NaH,PO,). (M) Marcador molecular (LMW-SDS Marker KIT — GE Healthcare) em kDa. (1) ArgR Prol15His
linhagem BL21(DE3)-T1 durante lavagem com tampdo ureia pH 4,4.
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Fonte: Elaborado pelo autor.

5.4.3 Purificagao por cromatografia de exclusdo molecular

A segunda etapa de purificacdo das ArgRs de N. farcinica e P. gingivalis nativas foi
feita por cromatografia de exclusdo molecular monitorada em AKTA-purifier para garantir

um maior grau de pureza das amostras visando separar as proteinas alvo das contaminantes
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pelo seu tamanho. Essa técnica de separacdo utiliza colunas empacotadas com polimeros
contendo esferas de tamanho especifico, que formam uma rede tridimensional de poros,
proporcionando assim, a separacao das moléculas em solucdo de acordo com seu tamanho
(MM). As matrizes destas colunas permitem que as proteinas que apresentam maior MM
migrem mais rapidamente do que proteinas com menor MM. Isso ocorre devido a ndo
interacdo delas com os poros, enquanto as proteinas de MM menor permeiam por entre 0s
poros da matriz e sdo eluidas mais lentamente. Para a proteina ArgR de C. botulinum néao foi
necessario a realizagdo dessa segunda etapa de purificagdo, devido ao alto grau de pureza
observado na amostra em tampé&o desnaturante pH 4,4 (Figura 19).

Os perfis de cromatografia de gel filtracdo foram obtidos adotando a absorbancia de 230
e 280 nm, especifica para identificacdo de ligacGes peptidicas e residuos de aminoacidos
aromaticos (triptofano e tirosina), respectivamente. O perfil de cromatografia da ArgR Full
Length de N. farcinica (Figura 22), ArgR C-terminal de N. farcinica (Figura 23), C-terminal
de P. gingivalis (Figura 24) e C-terminal de C. pseudotuberculosis (Figura 25) evidenciou
picos acentuados entre os volumes 18-26 mL, 22-26 mL, 24-28 mL, 8-14 mL
respectivamente, com absorbancia em 230 nm, correspondente as ligagBes peptidicas. A
absorcdo em 280 nm ndo foi tdo evidente, ja que as proteinas ndo apresentam nenhum residuo
de aminoacido Triptofano, e apresentam uma porcentagem muito baixa de residuos de
aminoéacido Tirosina (3,1%, 2,1% e 1% na ArgR C-terminal de N. farcinica, Full Length de N.
farcinica, C-terminal de P. gingivalis e C-terminal de C. pseudotuberculosis,
respectivamente).
Figura 22. Segunda etapa de purificacdo da proteina ArgR Full Length de N. farcinica utilizando tampé&o 20 mM
Tris HCI 100 mM NaCl (pH 7,5). Perfil de cromatografia de exclusdo molecular da proteina em Superdex G75
10/300 (GE) apds etapa de purificacdo a partir de Ni-Sepharose. O eixo Y do grafico corresponde a absorgdo em

mili unidades de absorbancia e o eixo X ao volume em mililitros. A linha azul indica a absorbancia em 230 nm e
a linha rosa absorbancia em 280 nm.
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Figura 23. Segunda etapa de purificacdo da proteina ArgR C-terminal de N. farcinica utilizando tampéo 20 mM
Tris HCI 100 mM NaCl (pH 7,5). Perfil de cromatografia de exclusdo molecular da proteina em Superdex G75
10/300 (GE) apds etapa de purificacdo a partir de Ni-Sepharose. O eixo Y do gréafico corresponde a absorcdo em
mili unidades de absorbancia e o eixo X ao volume em mililitros. A linha azul indica a absorbancia em 230 nm e
a linha rosa absorbancia em 280 nm.
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Fonte: Elaborado pelo autor.

Figura 24. Segunda etapa de purificacdo da proteina ArgR C-terminal de P. gingivalis utilizando tamp&o 20 mM
Tris HCI 100 mM NaCl (pH 7,5). Perfil de cromatografia de exclusdo molecular da proteina em Superdex G75
10/300 (GE) apds etapa de purificacéo a partir de Ni-Sepharose. O eixo Y do gréafico corresponde a absorcdo em
mili unidades de absorbancia e o eixo X ao volume em mililitros. A linha azul indica a absorbancia em 230 nm e
a linha rosa indica absorbancia em 280 nm.
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Figura 25. Perfil de cromatografia de exclusdo molecular da proteina ArgR P115H de C. pseudotuberculosis
utilizando tampédo 20 mM Tris HCI 100 mM NaCl (pH 7,5) em Superdex G75 10/300 (GE). O eixo Y do grafico
corresponde a absorcdo em mili unidades de absorbancia e o eixo X ao volume em mililitros. A linha azul indica
a absorbancia em 230 nm e a linha rosa absorbancia em 280 nm.
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As fragBes de pico referentes as proteinas ArgRs de N. Farcinica, P. gingivalis e C.
pseudotuberculosis de cada perfil cromatografico foram coletadas e aplicadas em géis de
poliacrilamida (SDS-PAGE 15%), sendo submetidas a eletroforese para verificar o sucesso da
purificacdo por gel filtracdo (AKTA-pure). Os resultados podem ser observados na Figura 26,
27 e 28.

Figura 26. SDS-PAGE 15% correspondente a etapa de purificacdo por exclusdo molecular da proteina ArgR
Full Length de N. farcinica linhagem BL21(DE3)-RIL. Os numeros 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8 e 9 do gel SDS-PAGE
15% indicam as amostras coletadas a partir dos perfis cromatogréficos da proteina ArgR Full Length de N.
farcinica projetados pelo sistema AKTA-pure e a letra “M” corresponde ao marcador molecular (LMW-SDS Marker
KIT — GE Healthcare) em kDa.
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Fonte: Elaborado pelo autor.
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Figura 27. SDS-PAGE 15% correspondente & etapa de purificacdo por exclusdo molecular da proteina ArgR C-
terminal de P. gingivalis linhagem BL21(DE3)-T1. Os numeros 1, 2, 3, 4, 5 e 6 indicam as amostras coletadas a
partir dos perfis cromatogréaficos da proteina ArgR C-terminal de P. gingivalis projetados pelo sistema AKTA-
pure e a letra “M” corresponde ao marcador molecular (LMW-SDS Marker KIT — GE Healthcare) em kDa.
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Fonte: Elaborado pelo autor.

Figura 28. SDS-PAGE 15% correspondente a etapa de purificagcdo por exclusdo molecular da proteina ArgR
mutante P115H de C. pseudotuberculosis. Os nimeros 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7 e 8 indicam as amostras coletadas a
partir do perfil cromatografico da proteina ArgR P115H projetado pelo sistema AKTA-pure € a letra “M”
corresponde ao marcador molecular (LMW-SDS Marker KIT — GE Healthcare) em kDa.
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Fonte: Elaborado pelo autor.

Com os resultados dos géis SDS-PAGE 15%, foi possivel observar que as amostras
das ArgRs de N. farcinica, P. gingivalis e mutante P115H de C. pseudotuberculosis obtiveram
um grau de pureza satisfatorio. As amostras foram concentradas separadamente por
centrifugacdo em dispositivos Amicon Ultra Centrifugal Filters (3 kDa). Posteriormente, a
concentracdo molar das proteinas foi medida utilizando espectrofotémetro Biomate 3S (Thermo

Fisher Scientific) para a realizagdo dos ensaios decristalizago.
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5.5 Refolding

Foi estabelecido um protocolo de renovelamento para as proteinas ArgRs de N.
farcinica, C. botulinum e P. gingivalis utilizando o método de diluicdo rapida e o tampéo que
se mostrou mais adequado para o renovelamento das proteinas foi 0 R3, composto por 50 mM
Tris HCI, 200 mM NaCl, 1 mM DTT e 1 M NDSB 201 [3-(1-piridino)-1-propano sulfonato)],
pH 7,5. Durante esse método, a solugdo desnaturante que contém 8 M de ureia é diluida até
uma concentracdo final de 0,05 M de ureia, enquanto a proteina de interesse é diluida até a
concentracdo de 10-100 pg/ml. O processo de refolding se inicia com a diminui¢do da
concentracdo do agente desnaturante (ureia) e visa diminuir e desacelerar o processo de
agregacdo proteica utilizando baixas concentracfes de proteina.

Com os resultados dos géis SDS-PAGE 15% foi possivel observar que o protocolo de
refolding foi eficiente para a ArgR de N. farcinica e P. gingivalis, enquanto para a ArgR de C.
botulinum (Figura 29) e C. pseudotuberculosis os resultados ndo foram satisfatorios.

Figura 29. SDS-PAGE 15% ap6s etapa de refolding das proteinas ArgR C-terminal de C. botulinum e P. gingivalis
e ArgR Full Length de N. farcinica utilizando tampao de renovelamento R3 (50 mM Tris HCI, 200 mM NacCl, 1
mM DTT e 1 M NDSB). (M) Marcador molecular (LMW-SDS Marker KIT — GE Healthcare) em kDa. (1) ArgR C-

terminal de P. gingivalis. (2) ArgR C-terminal de C. botulinum. (3) ArgR Full Length de N. farcinica ap6s etapa de
renovelamento.

97
66
45

30

21,1

14,4

Fonte: Elaborado pelo autor.

Ap0s o renovelamento as proteinas foram dialisadas contra tampdo 20 mM TRIS HCI
100 mM NaCl (pH 7,5) e tamp&o PBS 1x (137 mM NacCl, 2,7 mM KCI, 10 mM Na,HPO,, 1,8
mM KH,PO,, pH 7,5), concentradas por centrifugagdo utilizando dispositivos Amicon Ultra
Centrifugal Filters (3 kDa) e utilizadas para os ensaios de Dicroismo Circular e Espalhamento
Dinamico de Luz.
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5.6 Caracterizacdo da estrutura secundaria por dicroismo circular (CD)

Os espectros em elipticidade molar obtidos a partir dos experimentos de UV-CD
realizados com as amostras das ArgRs de N. farcinica e P. gingivalis em tampdo 5 mM
NaH,PO4 e 50 mM NaF (pH 7,4), foram plotados em graficos a partir do software OriginLab
7. Esses gréficos (Figura 30 e 31) indicaram que as duas proteinas estdo estruturalmente
enoveladas, ou seja, 0 renovelamento proteico foi bem-sucedido e essas proteinas estdo em
seu estado funcional (conformacéo nativa).

Além disso, a estimativa da estrutura secundaria das proteinas renoveladas ArgRs de
N. farcinica e P. gingivalis, obtidas por meio da deconvolucdo espectral pelo software
CONTINLL do pacote de programas CDPro (Tabela 6) se assemelha a de proteinas em sua
conformacdo nativa (GREENFIELD, 2006), enfatizando que o renovelamento ocorreu de

maneira correta.

Figura 30. Espectros de CD-UV caracteristicos da proteina ArgR C-terminal de P. gingivalis a 25° C em solucéo
tampdo 5 mM NaH,PO, e 50 mM NaF (pH 7,4). O eixo Y do gréfico corresponde a elipticidade molar em
deg.cm®.dmol™ e 0 eixo X ao comprimento de onda em nandmetros.
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Fonte: Elaborado pelo autor.
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Figura 31. Espectros de CD-UV caracteristicos da proteina ArgR Full Length de N. farcinica a 25° C em
solugdo tampdo 5 mM NaH,PO, e 50 mM NaF (pH 7,4). O eixo Y do gréafico corresponde a elipticidade molar
em deg.cm?.dmol™ e o eixo X ao comprimento de onda em nanémetros.
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Fonte: Elaborado pelo autor.

Tabela 6. Resultados em porcentagem das fracGes de estrutura secundaria das proteinas ArgRs de N. farcinica e
P. gingivalis obtidas por meio do experimento de UV-CD. A deconvolugdo e o céalculo das porcentagens de
estrutura secundaria foram realizados pelo software CONTINLL do pacote de programas CDPro utilizando o
conjunto de referéncias de proteinas SP29.

Proteinas a-hélice Folha-p Voltas  Desordenado RMSD
ArgR C-terminal 30,1%  45,.8% 20,9% 3,1% 0,031
de P. gingivalis
- ArgR Full de N. 27.9% 50,7% 19.2% 2.3% 0,035
farcinica

Fonte: Elaborado pelo autOr.
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5.7 Anélise por Espalhamento Dinamico de Luz (DLS)

Os experimentos de Espalhamento Dindmico de Luz (DLS) séo capazes de mostrar a
pureza oligomérica da proteina e seu Rh, estimando sua massa molecular (BERNE;
PECORA, 1979) e ainda, diferenciar popula¢cdes da mesma proteina que pode se oligomerizar
sob diferentes formas. Essa técnica também permite analisar a dispersividade das amostras
proteicas, diferenciando nanoparticulas polidispersas, as quais apresentam distribuicdo de
diferentes tamanhos/formas, de particulas monodispersas, que apresentam um Gnico tamanho
e forma (PECORA, 2000).

Posteriormente aos ensaios de dicroismo circular, as proteinas ArgRs de N. farcinica e P.
gingivalis renoveladas e dialisadas foram submetidas a ensaios de DLS, as ArgRs de C.
botulinum e C. pseudotuberculosis ndo foram analisadas pois o renovelamento ndo ocorreu de
forma correta. A partir dos resultados foi possivel estimar o didmetro hidrodindmico das
proteinas contidas em cada amostra. De acordo com o calculo realizado pelo software
Zetasizer, a ArgR de P. gingivalis apresenta diametro hidrodindmico de aproximadamente 0,6
nm (Figura 32A e 33A), enquanto a ArgR de N. farcinica apresenta um didmetro
hidrodinamico de aproximadamente 1 nm (Figura 32B e 33B). Esses resultados combinados
com 0s experimentos de cromatografia de exclusdo molecular sugerem que as proteinas
ArgRs se encontram em seu estado monomérico em tampao 20 mM Tris HCI e 100 mM NaCl
pH 7,5. Além disso, também ¢é possivel observar que as amostras se encontravam
monodispersas, ou seja, com uma Unica populacdo de mesmo tamanho e forma. A qualidade

dos resultados foi considerada satisfatoria e significativa pelo software.

Figura 32. Coeficiente de correlagdo em funcdo do tempo (us) da proteina ArgR de P. gingivalis (A) e N.
farcinica (B) (linha vermelha). As amostras foram obtidas ap0s desnaturagdo e renovelamento, seguido de
dialise utilizando a membrana de dialise Ficherbrand (MWCO 6.000-8.000) em tamp&do 20 mM Tris HCI 100
mM NacCl (pH 7,5).
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Fonte: Elaborado pelo autor.
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Figura 33. Distribuigdo relativa em fungdo do didmetro hidrodindmico das medidas de DLS da ArgR de P.
gingivalis (A) e N. farcinica (B). A linha vermelha representa o didmetro hidrodindmico (Dh) das proteinas em
tampdo 20 mM Tris HCI 100 mM NaCl (pH 7,5). As amostras foram obtidas ap6s desnaturacdo e
renovelamento, seguido de didlise utilizando a membrana de dialise Ficherbrand (MWCQO 6.000-8.000) em
tampéo Tris HCI.
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Fonte: Elaborado pelo autor.

Apbs os ensaios de DLS com as proteinas ArgRs de N. farcinica e P. gingivalis
renoveladas, foram realizados ensaios com a adi¢cdo de possiveis ligantes ao tampdao, dentre
eles os aminoacidos D-Tirosina (4 mM) e L-Arginina (4 mM), sendo que novamente o estado
oligomérico das amostras supracitadas foram avaliados por DLS. Como observado na Figura
35 e 37 e calculado pelo software Zetasizer, ap6s a adi¢cdo dos aminoacidos, as amostras
proteicas tanto de N. farcinica como de P. gingivalis apresentaram um aumento do diametro
hidrodindmico. Em relacdo a proteina ArgR de P. gingivalis, antes da adi¢cdo do ligante o seu
Dh era de aproximadamente 0,6 nm, sendo que depois da adi¢do de L-Arginina e D-Tirosina o
didmetro aumentou para 3 nm e 1 nm, respectivamente (Figura 34 e 35). J4 em relacdo & ArgR
de N. farcinica, o seu diametro era de aproximadamente 1 nm e aumentou para 10 nm e 3 nm

depois da adigéo de L-Arginina e D-Tirosina, respectivamente (Figura 36 e 37).
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Figura 34. Coeficiente de correlagdo em fungdo do tempo (us) da proteina ArgR de P. gingivalis em tampéo 20
mM TRIS 100 mM NaCl (pH 7,5) com adi¢cdo de 4 mM de L-Arginina (A) e com 4 mM de D-Tirosina (B). As
amostras foram obtidas ap6s desnaturacdo e renovelamento, seguido de diélise utilizando a membrana de dialise

Ficherbrand (MWCO 6.000-8.000) em tampdo Tris HCI.
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Fonte: Elaborado pelo autor.

Figura 35. Distribuicao relativa em funcéo do didametro hidrodindmico das medidas de DLS da proteina ArgR de
P. gingivalis. A linha vermelha representa o didmetro hidrodindmico (Dh) da proteina em tamp&o 20 mM Tris
HCI 100 mM NacCl (pH 7,5) e a linha verde representa a proteina em mesmo tamp&o com adi¢do de 4 mM de L-
Arginina (A) e com 4 mM de D-Tirosina (B). As amostras foram obtidas apds desnaturagdo e renovelamento,
seguido de didlise utilizando a membrana de dialise Ficherbrand (MWCO 6.000-8.000) em tampao Tris HCI.
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Figura 36. Coeficiente de correlacdo em funcdo do tempo (us) da proteina ArgR de N. farcinica em tampao 20
mM Tris HCI 100 mM NaCl (pH 7,5) com adicdo de 4 mM de L-Arginina (A) e em tampédo PBS 1x com 4 mM
de D-Tirosina (B). As amostras foram obtidas apds desnaturagdo e renovelamento, seguido de dialise utilizando
a membrana de didlise Ficherbrand (MWCO 6.000-8.000) em tamp&o Tris HCI e PBS 1x.
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Fonte: Elaborado pelo autor.

Figura 37. Distribuicdo relativa em funcdo do diametro hidrodindmico das medidas de DLS da ArgR de N.
farcinica. A linha vermelha representa o diametro hidrodindmico (Dh) da proteina em tampao 20 mM Tris HCI
100 mM NaCl (pH 7,5) (A) e em tampdo PBS 1x (137 mM NacCl, 2,7 mM KCI, 10 mM Na,HPO, e 1,8 mM
KH,PO,4, pH 7,5) (B) e a linha verde representa a proteina em tampdo Tris HCI com adi¢do de 4 mM de L-
Arginina (A) e com 4 mM de D-Tirosina (B). As amostras foram obtidas apds desnaturagdo e renovelamento,
seguido de didlise utilizando a membrana de diélise Ficherbrand (MWCO 6.000-8.000) em tamp&o Tris HCI (A)
e PBS 1x (B).
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Fonte: Elaborado pelo autor.

As proteinas ArgRs de N. farcinica e P. gingivalis se encontravam em seu estado
monomérico antes da adicdo dos ligantes D-Tirosina e L-Arginina. Apo6s a adicdo desses
aminoacidos, o diametro hidrodindmico aumentou e o estado oligomérico dessas proteinas foi
alterado. Isso pode ser explicado pela forma como essas proteinas atuam na regulacdo génica

sendo ativas em sua forma hexamerizada, que é composta por dimero de trimeros, contendo
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seis moléculas de arginina enterradas nas interfaces das subunidades (SAKANYAN et al.,
1999; DENNIS et al., 2002; VAN DUYNE et al., 1996; CHERNEY et al., 2008; MARIUTTI
et al., 2020). Alem disso, provavelmente também ocorreu hexamerizacao induzida pela adicéo
de D-Tirosina, ja que também houve aumento no diametro das proteinas e alteracdo do seu
estado oligomérico nesse caso. No entanto, este tipo de experimento ndo permite concluir que
o ligante D-Tirosina ocupa o sitio de ligacdo da arginina e induz sua hexamerizagdo via
mecanismo alostérico. O ideal seria a obtencdo da estrutura cristalografica detalhando o
complexo ou ensaios microbiologicos para avaliar se essas moléculas interferem na

proliferacdo dos patdgenos P. gingivalis e N. farcinica.

5.8 Ensaios de cristalizacéo

A condicdo 5 do Crystal Screen 2 (2 M Amonium sulfate; 5% 2-propanol) possibilitou
a formacéo de pequenos cristais da proteina ArgR Full Length de N. farcinica pelo método de
difusdo de vapor em sitting drop e apds fase de refinamento por hanging drop, alterando
alguns parametros como pH das solucfes, concentracdo do precipitante e da proteina,
temperatura de armazenamento das placas e adicdo dos reagentes do Additive Screen-
Hampton, obteve-se cristais de tamanhos satisfatorios (Figura 38). Esses cristais foram
obtidos com uma concentragdo da proteina de 11 mg/mL utilizando a proporcdo 2:1 de
proteina: precipitante Crystal Screen 2 condicdo N° 5 + Condicdo 3 do Additive Screen -
Hampton (0,1 M Calcium Chloride).

Figura 38. Cristais (~100 um) da proteina ArgR Full Length de N. farcinica utilizando a propor¢do 2:1 de
proteina: precipitante + Additive screen (2 M amonium sulfate; 5% 2-propanol + 0,1 M Calcium Chloride)
obtidos por difuséo de vapor em hanging drop.
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Além disso, também obteve-se a formacdo de pequenos cristais da proteina ArgR C-
terminal de P. gingivalis (Figura 39) e ArgR C-terminal mutante P115H de C.
pseudotuberculosis (Figura 40) utilizando-se o método de hanging drop com a condicgéo
namero 5 do Crystal Screen 2 (0,5 M Sodium Fluoride) e Tampé&o Tris HCI 10 mM NaCl 100
mM, pH 7,0 com volume igual da solucdo do reservatorio (2,0 M Sodium Formate, pH 7,5),
respectivamente. Em relacéo a proteina ArgR de C. botulinum, os ensaios de cristalizacdo nao
obtiveram resultados satisfatorios.

Figura 39. Cristais (~100 um) da proteina ArgR C-terminal de P. gingivalis utilizando a proporcdo 2:1 de
proteina: precipitante (0,5 M Sodium Fluoride) obtidos por difusdo de vapor em hanging drop.

Fonte: Elaborado pelo autor.

Figura 40. Cristais (~100 um) da proteina ArgR C-terminal P115H de C. pseudotuberculosis utilizando a
proporc¢do 2:1 de proteina: precipitante (2 M Sodium Formate) obtidos por difusdo de vapor em hanging drop.

Fonte: Elaborado pelo autor.

Os cristais de tamanho satisfatorios foram levados até o feixe de raios-X do Sirius-
LNLS (Campinas — SP) para coletar os dados de difracdo e determinar as estruturas
tridimensionais dessas proteinas. Apenas foi possivel coletar dados de difracdo de raios X da
ArgR C-terminal P115H de C. pseudotuberculosis que difratou até 2 Angstron e nosso grupo

de pesquisa esta trabalhando para consiguir a solucéo da estrutura.
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Em relagdo aos cristais da proteina ArgR mutante P115H de C. pseudotuberculosis,
os dados de difragdo foram coletados também na linha de luz do Venture D8 Bruker (Figura
41). Os dados de difracdo de raios-X foram utilizados pelo nosso grupo de pesquisa para
resolver a estrutura cristalografica da ArgR mutante Prol115His com intuito de analisar as
interagGes do seu pocket, no entanto as primeiras tentativas de substituicdo molecular ndo
permitiram a solucdo e estamos aguardando resultados de softwares mais avangados do Sirius

para auxiliar.

Figura 41. Padrédo de difracdo de Raio-X da proteina ArgR mutante Pro115His de C. pseudotuberculosis coletado a
partir do congelamento do cristal em um fluxo de nitrogénio gasoso de 100 K.

Fonte: Elaborado pelo autor.

Resultados positivos na difracdo por raios-X e determinagdo das estruturas
tridimensionais cristalograficas das proteinas ArgRs de N. farcinica, C. botulinum, P.
gingivalis e mutante P115H de C. pseudotuberculosis poderiam trazer informac6es sobre 0s
mecanismos envolvidos na interacdo das ArgRs dos patdgenos com seus possiveis ligantes. A
ArgR desses microrganismos apresenta particularidades em relacdo a sua sequéncia de
aminoacidos do sitio de ligacdo da arginina, apresentando uma glicina (Gly) - N. farcinica,
prolina (Pro) - C. botulinum e alanina (Ala) - P. gingivalis, na posi¢do 115, diferentemente da
grande maioria dos demais microrganismos, nos quais 0s aminoacidos presentes no sitio de
interacdo da arginina sdo altamente conservados, possuindo His ou GIn na posicdo 115. Essas
particularidades podem ser utilizadas para o desenvolvimento de ligantes, como a Tirosina,
que se liguem especificamente no pocket da ArgR de de N. farcinica, C. botulinum e P.
gingivalis, induza a sua hexamerizacao e regule o efeito alostérico dessa enzima, inibindo a
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via de sintese da arginina desses patdgenos sem interagir com o pocket da ArgR de
microrganismos da microbiota normal dos hospedeiros, que ndo apresentam as
particularidades supracitadas. Como as chances de cristalizacdo sdo muito baixas, o presente
trabalho também buscou conhecimento adicional dessas proteinas por meio de analises

computacionais.
5.9 Alinhamento Multiplo das Sequéncias
Primeiramente, as sequéncias das ArgRs de C. botulinum, P. gingivalis e N. farcinica

foram alinhadas com todas as proteinas homologas que possuem estruturas cristalograficas
depositadas no bando de dados Protein Data Bank (PDB - https://www.rcsb.org/) (Figura 42).

O alinhamento de sequéncias de proteinas foi feito com o intuito de conhecer as similaridades
e diferencas entre as sequéncias e a posicdo dos residuos de aminoacidos. Ao se alinhar
sequéncias, os residuos de aminoacidos que compbem as proteinas estardo alinhados de
acordo com os residuos conservados e ndo conservados, ou seja, 0s que sofreram ou ndo
modificacbes com base em um ancestral comum.

Pela Figura 42 é possivel observar que exceto pelos residuos dos extremos N-terminal e
C-terminal das proteinas estudadas, as regides das sequéncias correspondentes aos pockets
que acomodam o ligante e as envolvidas na formacéo das interfaces de oligomerizacao estéo
completamente alinhadas com as das proteinas do Protein Data Bank incluidas no
alinhamento multiplo. Portanto, foi constatato que é possivel gerar modelos estruturais para
estudar a interacdo das proteinas ArgRs mencionadas com os aminoacidos Tyr (Tirosina) e
Arg (Arginina).


https://www.rcsb.org/
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Figura 42. Alinhamento mdaltiplo de sequéncias das proteinas ArgRs pertencentes a diversas familias. As sequéncias
primarias da ArgR de N. farcinica (ArgR_Nf), C. botulinum (ArgR_Cb) e P. gingivalis (ArgR_Pg) foram utilizadas
para realizar uma busca de proteinas homologas com estruturas cristalograficas disponiveis no PDB (Protein Data
Bank). As proteinas identificadas por meio de PSI-BLAST, cujos codigos PDB aparecem a esquerda, e as trés proteinas
de interesse foram alinhadas usando o programa MUSCLE no site https://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/muscle/. As barras
indicam a conservacgao em cada posi¢do do alinhamento. Os residuos foram coloridos de acordo as suas propriedades
quimicas.
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5.10 Modelagem por Homologia

A modelagem por homologia € uma ferramenta capaz de fazer predi¢es das estruturas
tridimensionais das proteinas. Baseando-se em proteinas homdlogas é possivel a aquisicdo de
coordenadas tridimensionais (3D) que serdo fundamentais para a obtencdo de um modelo 3D
tedrico. Existem alguns passos para que esse processo ocorra, dentre eles estdo: identificacao
de modelo 3D padrdo, alinhamento das sequéncias de proteinas, construcdo de um modelo
para a proteina alvo baseada no modelo padrdo; refinamento dos modelos, analise dos
alinhamentos e validacdo do modelo (VYAS et al., 2002). O SWISS-MODEL
(https://swissmodel.expasy.org) € uma ferramenta utilizada para esse tipo de metodologia.
Nesse programa, a sequéncia proteica de interesse é adicionada, uma varredura nos bancos de
dados é feita até se encontrar pelo menos uma proteina de estrutura 3D conhecida que servira
de molde para a proteina alvo. Para o molde ser confidvel € desejavel que ele apresente uma
identidade maior que 30% (GOLIATT, 2010).

Outros parametros importantes para verificar a confiabilidade do molde gerado sé&o o
GMQE (Estimativa Global da Qualidade do Modelo), QMEAN (Modelo Qualitativo de
Analise Energética), grafico de cobertura, qualidade local e comparacdo. Analisando esses
parametros gerados pelo algoritmo é possivel a construcdo de um modelo tedrico 3D para a
proteina alvo que posteriormente é exportado para o software PyMol (PyMOL Molecular
Graphics System, Version 2.0, LLC) para visualiza¢do da estrutura, sequéncia de residuos de
aminoacidos, posicdo dos residuos de aminoacidos e das ligacdes quimicas, bem como o
alinhamento estrutural com outras proteinas.

O servidor web Swissmodel (https://swissmodel.expasy.org/) foi empregado para

escolher o melhor molde para a construcdo dos modelos tridimensionais e para a avaliagdo da
qualidade dos modelos gerados. A tabela 7 mostra os resultados que permitem a avaliacdo da
qualidade dos modelos gerados pelo servidor. O modelo da ArgR de P. gingivalis ndo foi
incluido na tabela, ja que o servidor indicou baixa identidade de sequéncia (<25%) com 0s

moldes disponiveis.


https://swissmodel.expasy.org/
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Tabela 7. Dados sobre os moldes e a qualidade dos modelos gerados por homologia das proteinas ArgR de N.
farcinica, C. botulinum e ArgR mutante P115H de C. pseudotuberculosis, respectivamente.

Proteina PDB Molde Identidade  Resolucdo () GMQE QMEAN
ArgR N. 6WJP 56.79 1.7 0.70 0.16
farcinica
ArgR C. 6WJO 31.65 1.6 0.57 -0.87
botulinum
ArgR Mut C. 6WJO 98.21 1.7 0.86 2.33

pseudotuberculosis

Fonte: Elaborado pelo Autor.

Para avaliar o modelo deve-se atentar para os valores de QMEAN (Qualitative Model
Energy ANalysis) e GMQE (Global Model Quality Estimation). O QMEAN ¢é um estimador
conhecido como z-score, parametro que prevé a qualidade absoluta dos residuos e da
estrutura como um todo que foi gerado com base no modelo utilizado. Quando o valor z
esta proximo de 0 significa que o modelo ¢ considerado confidvel e, portanto, existe uma
boa concordancia entre o modelo e estruturas experimentais de tamanho semelhantes.
Valores de QMEAN de -4 ou abaixo indicam um modelo de baixa qualidade. J4 o GMQE,
com valores entre 0 a 1, é a estimacdo global do modelo que determina a exatiddo e a
qualidade da estrutura terciaria do modelo gerado. Quanto mais alto mais preciso ¢ o modelo
em relagdo ao alinhamento alvo-modelo e a cobertura do alvo. Levando em conta esses
pardmetros, € possivel concluir que os moldes das proteinas ArgRs de N. farcinica, C.
botulinum e ArgR mutante P115H de C. pseudotuberculosis gerados por homologia
apresentaram uma boa qualidade e sdo confiaveis. Todos apresentaram uma identidade
maior do que 30%, valores de GMQE préoximo a 1 e valores de QMEAN proximos a 0.

Além disso, o SWISS-MODEL também fornece um grafico de Ramachandran
interativo, o qual ¢ um método simples de validacdo que julga a qualidade da estrutura da
proteina, baseada na distribuicdo dos angulos diedros da cadeia principal. Os trés angulos
torsionais da cadeia principal: ¢ (phi), v (psi) e Q (0mega) sdo os principais determinantes do
dobramento da proteina (HOOFT; SANDER; VRIEND, 1997). Entretanto, a extensao
permitida de angulos € ¢ bem restrita e variagdes neste angulo de tor¢do ndo resultam em
muita variedade conformacional (RAMACHANDRAN,; RAMAKRISHNAN;
SASISEKHARAN, 1963). Desta forma, o Grafico de Ramachandran define os valores
permitidos dos angulos torsionais ¢ e y em estruturas tridimensionais, indicando os residuos

de aminoacidos que se encontram nas regides energeticamente mais favoraveis e
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desfavoraveis, prevendo conflitos estéricos e orientando na avaliacdo da qualidade dos
modelos tedricos ou experimentais de proteinas (KLEYWEGT; JONES, 1996). Na figura 43
podemos visualizar o Grafico de Ramachandran e os valores de Z-score para cada modelo

gerado.

Figura 43. Graficos correspondentes aos valores do Z-score de proteinas com estruturas resolvidas e dos
modelos (estrelas vermelhas) e dos diedros ® e ¥ sdo mostrados para cada estrutura 3D gerada (A) ArgR
de N. farcinica (B) C. botulinum e (C) ArgR mutante P115H de C. pseudotuberculosis. As regiGes em
verde sdo as energeticamente favoraveis.
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De acordo com a Figura 43, pode-se perceber que os modelos gerados apresentam um
um valor de Z-score dentro do permitido de acordo com a compara¢do com estruturas ja
resolvidas depositas no PDB. Além disso, pelo grafico de Ramachandran pode-se constatar
que os residuos de aminoacidos dos modelos gerados ecnontram-se em regides
energeticamente  favoraveis. O Grafico de Ramachandran (RAMACHANDRAN;
SASISEKHARAN, 1968) considera satisfatério um modelo que possui pelo menos 90% dos
residuos dentro das regibes energeticamente favoraveis (LASKOWSKI et al., 1993; VERLLI,
2014). Dessa forma, quando comparados pelo grafico de Ramachandran e valores de
QMEAN, os modelos construidos para as proteinas ArgRs de N. farcinica, C. botulinum e
ArgR mutante P115H de C. pseudotuberculosis foram considerados satisfatorios para a
predicdo e analise da estrutura 3D.

Apos andlise da qualidade dos modelos gerados, foi realizado o download dos modelos, e
pode ser feita uma comparacdo visual entre as estruturas molde por meio de alinhamento
estrutural utilizando a ferramenta PyMOL. Modelos dos trimeros foram gerados e 0s residuos
que compdem os sitios de ligacdo dos aminoacidos sdo mostrados na Figura 44. A escolha
pelo estado trimérico para fazer as andlises estruturais e energéticas deve-se ao fato de que sdo
eles os responsaveis pela preferéncia por determinados aminoacidos, sendo que simula¢tes de
dindmica molecular indicam que a escolha do ligante pela proteina ArgR ocorre em seu estado
trimerico (MARIUTTI et al., 2020).

Figura 44. Representacdo estrutural dos sitios de ligagdo no estado trimérico das ArgRs de (A) C.
pseudotuberculosis (PDB: 6WJO), (B) N. farcinica (modelo), (C) C. botulinum (modelo) e (D) ArgR P115H de C.

pseudotuberculosis (modelo). Os residuos destacados em negrito ndo sdo conservados.
. . —

v

Fonte: Elaborado pelo Autor.



7

5.11 Simulacgdes de dinamica molecular

A compreensdo do movimento dos &tomos de uma proteina ao longo do tempo é
fundamental para entender sua fungdo. Diante disso, a Dindmica Molecular é uma técnica
computacional robusta usada para o célculo e previsdo do comportamento temporal de
moléculas em um meio. Métodos de docking molecular tém como principal objetivo prever o
modo de ligacdo e a afinidade de pequenas moléculas dentro do sitio ativo de proteinas de
interesse. Esse processo visa posicionar o ligante em diferentes orientagfes no sitio ativo do
receptor e, usualmente, em diferentes conformacgdes, com o intuito de se obter a melhor
interacdo. Este procedimento permite o estabelecimento de uma classificacdo entre os
compostos de maior e de menor afinidade a um determinado receptor (DE ALENCAR, 2010).

A partir da ancoragem molecular, sdo obtidas diferentes conformacgdes espaciais do
ligante, possibilitando identificar qual dentre elas é a mais provavel na interagdo ligante-alvo.
A partir de cada conformacéo espacial, sdo obtidas energias livres de ligacdo (entre ligante e
alvo), onde a menor energia é considerada a mais provavel para justificar a interacao
(KITCHEN, 2004). Um bom parametro para medir a qualidade da estrutura encontrada pelo
software € o RMSD (Desvio quadratico medio da raiz), em que um valor de RMSD menor
que 2 A indica que o modo de ligacdo do complexo proteina-ligante foi previsto corretamente,
sendo que valores de RMSD menor que 2.5 A também sdo considerados bons resultados
(PHILOT, 2010). Entretanto, valores elevados de RMSD indicam divergéncia do ligante em
relacdo a posic¢ao inicial.

A Figura 45 mostra os perfis de RMSD correspondentes aos atomos pesados dos ligantes
durante as trajetorias de dindmica molecular gerados para os triméros de cada uma das
proteinas. A Tabela 8 mostra os valores de energia livre efetiva calculados para os ligantes
complexados com o os trimeros. Os valores de energia livre foram calculados para trés

trajetdrias de 50 ns de cada sistema.
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Figura 45. Perfis de RMSD correspondentes aos atomos pesados dos ligantes durante as trajetdrias de dinamica
molecular geradas para cada trimero. (A) ArgR de N. farcinica com 3 ligantes Tirosina; (B) ArgR de N. farcinica
com 3 ligantes Arginina; (C) ArgR de C. botulinum com 3 ligantes Tirosina; (D) ArgR de C. botulinum com 3
ligantes Arginina; (E) ArgR P115H de C. pseudotuberculosis com 3 ligantes Tirosina e (F) ArgR P115H de C.
pseudotuberculosis com 3 ligantes Arginina. As diferentes cores representam cada uma das trés cépias do ligante
em cada trimero. As trajetorias foram fitadas com respeito aos atomos do backbone da proteina nas respectivas
estruturas iniciais empregadas nas dinamicas e os movimentos dos ligantes foram acompanhados por meio dos
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Tabela 8. Valores de energia livre efetiva calculados para cada copia do ligante complexada com os trimeros das
proteinas ArgRs de N. farcinica, C. botulinum e C. pseudotuberculosis. Valores entre paréntese indicam o desvio
médio. O ligante com maior afinidade encontra-se sublinhado.

Complexo AGes (kcal/mol)
ArgR N. farcinica: 3Y -26(1)
ArgR N. farcinica: 3R -31.3(0.5)
ArgR C. botulinum: 3Y -27.9(0.3)
ArgR C. botulinum: 3R -24.5(0.1)
ArgR C. pseudotuberculosis P115H: 3Y -29(2)
ArgR C. pseudotuberculosis P115H: 3R -26(3)

Fonte: Elaborado pelo Autor

Observando os perfis de RMSD e as energias livres efetivas do complexo trimero-ligante
pode-ser concluir que a proteina ArgR de N. farcinica tem preferéncia pelo ligante Arginina, ja
que esse complexo apresentou menores valores de RMSD e valores de energia livre mais
negativos (-31.3). J& a proteina ArgR de C. botulinum exibe uma preferéncia maior pelo ligante
tirosina, ja que o complexo Trimero-Tirosina apresentou valores de RMSD menores e valores
mais negativos de energia livre (-27.9). Assim, esse complexo € o mais provavel de ser
formado, pois quanto menor a energia livre de ligacdo mais favorecida é a interacdo. Entretanto,
no caso da ArgR mutante P115H de C. pseudotuberculosis, parece haver uma leve preferéncia
por Tyr mas os dados estdo dispersos e ndo pode-se concluir totalmente que a tirosina tenha
uma maior estabilidade no complexo do que a arginina.

Ao comparar a composicao aminoacidica dos sitios de ligacdo dos trimeros (Fig 44), pode-
se concluir que a presenca de Prolina 115 na ArgR de C. botulinum e Glicina 115 na ArgR de N.
farcinica, pode ter contribuido para a preferéncia por cada ligante, como mostrado para a ArgR
de C. pseudotuberculosis (MARIUTTI, et al., 2020). A ArgR de N. farcinica e ArgR de C.
botulinum s6 apresentam diferengas na regido do sitio de ligacdo na posicdo 115, portanto, isto
reforca que Gly nessa posicdo ndo é favoravel para o acomodamento de Tyr, enquanto a Pro
nessa posicdo favorece a ligacdo de Tyr. Por outro lado, a presenca do residuo neutro N137 na
ArgR de C. botulinum pode prejudicar o acomodamento do ligante Arg, mas é preciso levar em

consideracdo que E119 pode ter um papel compensatdrio nesse sentido (Figura 46).
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No caso da ArgR mutante P115H, como mencionado anteriormente, ndo é possivel concluir
qual a preferéncia. Pode-se constatar na interface do complexo que H115 adota uma posicao
que ndo afeta 0 acomodamento da Tyr (figura 47), a principio mais volumosa que Arg.

Figura 46. Representacdo estrutural dos complexos triméricos. (A) ArgR N. farcinica:3Arg, (B) ArgR C.
botulinum:3Arg e (C) ArgR P115H de C. pseudotuberculosis:3Arg. As linhas tracejadas representam ligacGes de
hidrogénio. As estruturas representadas correspondem as estruturas médias calculadas a partir de trés trajetorias
independentes de 50 ns de cada sistema.

Fonte: Elaborado pelo Autor.
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Figura 47. Representacdo estrutural dos complexos triméricos. (A) ArgR de N. farcinica:3Tyr, (B) ArgR de C.
botulinum:3Tyr e (C) ArgR P115H de C. pseudotuberculosis:3Tyr. As linhas tracejadas representam ligacGes de
hidrogénio. As estruturas representadas correspondem as estruturas médias calculadas a partir de trés trajetorias
independentes de 50 ns de cada sistema.

Fonte: Elaborado pelo Autor.
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Sabe-se que os residuos de aminoacidos Glicina, Prolina e Alanina presentes na posicao
115 da ArgR dos organismos N. farcinica, C. botulinum e P. gingivalis, sdo aminoacidos
apolares e possuem cadeias laterais curtas quando comparados com His115 ou GIn115, que sé&o
altamente conservados em organismos de outros filos. A hipotese inicial do presente trabalho
era que os residuos Pro, Ala e Gly em vez de GInl15 ou Hisl15 altamente conservados,
resultaria na formagéo de um pocket mais profundo e volumoso com mudancas significativas
nas caracteristicas do nanoambiente e portanto, acomodaria melhor o ligante Tirosina, um
residuo polar e de cadeira lateral longa, uma condi¢do que ndo ocorreria com a maioria dos
microrganismos, 0s quais possuem um pocket menos volumoso.

Entretanto, de acordo com os dados obtidos por meio da dinamica molecular, foi visto que
ndo apenas o volume do pocket pode influenciar a interagdo com o ligante, mas também outros
fatores como carga e polaridade dos residuos de aminoécidos presentes no sitio de ligagdo das
ArgRs. A ArgR de N. farcinica apresenta Gly115, Ser119 e D137 e de acordo com os resultados
obtidos pode-se concluir que o fator mais preponderante para a afinidade pelo ligante ndo foi a
presenca de um residuo de cadeira lateral curta na posicdo 115 (Glicina). Nesse caso, a
caracteristica mais importante foi a presencga de um residuo com carga negativa na posi¢do 137
(&cido aspartico), que interage fortemente com o residuo de aminoacido Arginina, classificado
como basico. Alem disso, a presenca de Serina na posi¢cdo 119 também pode estar relacionada a
menor afinidade por Tyr, ja que os dois sdo residuos considerados polares.

Ja em relacdo a ArgR de C. botulinum, o fator considerado mais preponderante foi a
presenca da Prolina na posicdo 115, que é um residuo de aminodacido apolar e de cadeia lateral
curta, de forma que torna esse nanoambiente propicio para a interacdo com a Tirosina, um
residuo mais volumoso, com cadeira lateral mais longa e polar. Além disso, a interacdo por
cargas também pode estar envolvida na maior afinidade por Tirosina do que Arginina, j& que a
ArgR de C. botulinum apresenta um residuo neutro na posic¢ao 137 (asparagina), em vez de um
residuo com carga negativa (D137) que esta presenta na ArgR de N. farcinica. Por conta disso,
ndo ocorre a interacdo por cargas com o ligante Arginina que estava presente na ArgR de N.
farcinica.

Por fim, no caso da ArgR mutante P115H de C. pseudotuberculosis, como mencionado
anteriormente, ndo é possivel concluir qual ligante tem maior afinidade, ja que os valores de
RMSD e de energia livre efetiva estdo bem proximos para os dois ligantes. Entretanto, pode-se
ver na interface do complexo que H115 adota uma posi¢do que nédo afeta 0 acomodamento da

Tyr (Figura 47), a principio mais volumosa que Arg.
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6. EXPERIMENTOS PARALELOS

6.1 Experimentos de mutagénese para obtencdo da ArgR mutante P115S de C.

pseudotuberculosis

Experimentos de mutagénese sitio-dirigida com o vetor de expressdo pET-28a(+) que
codifica a ArgR C-terminal selvagem de C. pseudotuberculosis (sintetizado pela FastBio),
foram realizados para a obtencdo de um novo vetor de expressdo que codifica a ArgR de C.
pseudotuberculosis com mutacdo pontual Proll5Ser, utilizando o kit de mutagénese
QuikChange Il Site-Directed Mutagenesis (Agilent Technologies) e os primers descritos na
Tabela 9, por meio da técnica de Reacdo em Cadeia de Polimerase (PCR). Na Figura 48 esta
representada a sequéncia de aminoacidos que codifica a nova proteina alvo. Posteriormente ao
PCR, o novo plasmideo foi submetido a transformacéo bacteriana em linhagem celular DH5-a.
para possibilitar a producdo em larga escala do DNA plasmidial, o qual foi extraido e
purificado utilizando o GeneJET Plasmid Miniprep Kit (Thermo Fisher Scientific). A
positividade para a replicacdo dos plasmideos nas células DH5-0. foi verificada a partir da
analise por eletroforese em gel de agarose 1% (TAE 1X) corado com brometo de etideo
(Figura 49).

Tabela 9. Lista de primers dessalinizados sintetizados pela empresa Exxtend e utilizados na técnica de PCR

convencional para constru¢do de um novo vetor de expressdo da proteina ArgR mutante P115S de C.
pseudotuberculosis com mutagdes sitio-dirigidas.

GENE SEQUENCIA DO PRIMER
ArgR mutante Pro115Ser 5’-CGC CAG GAACGACGC GCCACCCG-3
de C. pseudotuberculosis 5"-CG GGT GGC GCG TCG TTC CTG GCG -3’

Fonte: Elaborado pelo autor.

Figura 48. Sequéncia de aminoécidos da proteina recombinante ArgR C-terminal mutante Prol15Ser de C.
pseudotuberculosis. Em destaque, a cauda de histidina (amarelo), o sitio de clivagem para a TEV-protease (azul-
claro) e o residuo de aminoacido que diferencia a ArgR selvagem de C. pseudotuberculosis da ArgR com
mutacéo pontual (rosa).

GTREKLRKMLDDLLVSVDHSGN IAVLRTPPGGAIFLASFIDRVGMEEVVGTIAGD
DTVFVLARDPMTGQELGEFLSQRRSGNGGENLYFQGHHHHHH

Fonte: Elaborado pelo autor.
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Figura 49. Gel de agarose 1% (TAE 1X) das amostras de DNA plasmidial pET-28a(+) com inserto da sequéncia
nucleotidica codificadora da ArgR C-terminal de C. pseudotuberculosis que supostamente continha a mutagao
sitio-dirigida Pro115Ser (A) indicada pela seta preta a direita do marcador molecular (Sinapse Inc) em kb. Os
experimentos de mutagénese sitio-dirigida foram realizados utilizando o kit de mutagénese QuikChange Il Site-
Directed Mutagenesis (Agilent Technologies) e a extracdo e purificacdo do DNA plasmidial foi feita por meio do
kit GeneJET Plasmid Miniprep Kit (Thermo Fisher Scientific).

kb M A

Fonte: Elaborado pelo autor.

Para confirmacdo da mutacdo na sequéncia nucleotidica, foi realizado o
sequenciamento do plasmideo mutado pelo Centro de Recursos Bioldgicos e Biologia
Gendmica (UNESP - Campus de Jaboticabal), utilizando os primers foward
(ATGGATGAAGAAAGCGATCTG) e reverse (ATGGTGATGATGATGATGACTCTG)
sintetizados pela Exxtend, que se anelam aos genes codificadores da nova proteina alvo. As
analises das sequéncias obtidas foram realizadas utilizando o software BioEdit 7.1.11,
entretanto os resultados obtidos ndo foram conclusivos. Devido aos obstaculos encontrados
para obtencdo de sequenciamentos adequados, novos experimentos utilizando a técnica de
PCR deverdo ser realizados.

Resultados positivos da mutagénese para obtencdo da ArgR mutante Pro115Ser podem
proporcionar informacBes sobre a ligacdo da proteina ArgR ao DNA praticamente
independente de arginina que foi observado em Thermotoga neapolitana e T. maritima. De
acordo com MORIN et al. (2020) a ligacdo independente de arginina esta relacionada com a
presenca de um residuo de serina na posicdo 115 das ArgRs de T. neapolitana e T. maritima,
em vez do residuo de glutamina altamente conservado, conhecido por estar envolvido na

ligacdo da arginina nos repressores de E. coli.
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6.2 Estudo da proteina AhrC de Streptococcus gordonii

A proteina AhrC é considerada um regulador transcricional homélogo a proteina
repressora de arginina (ArgR), as quais controlam a expressdo do metabolismo do aminoacido
arginina. Analises de sequéncias gendmicas mostraram que a ocorréncia de maultiplos
homdlogos da familia de reguladores transcricionais, como a ArgR e AhrC é uma
caracteristica comum de muitas bactérias (KOK; KUIPERS, 2005). As proteinas AhrC e
ArgR exibem multiplicidade funcional: na presenca de arginina, a AhrC reprime 0s genes da
biossintese de arginina e ativa os genes de catabolismo de arginina (MOUNTAIN;
BAUMBERG, 1980). Embora as proteinas AhrC e ArgR compartilnem apenas 27% de
identidade de aminoacidos (NORTH, 1989), a AhrC pode complementar funcionalmente a
repressdo da transcricdo exercida pela ArgR presumivelmente por ligacdo a sequéncias
regulatérias semelhantes.

Em experimentos paralelos também foram realizados estudos com a proteina AhrC de
Streptococcus gordonii, visando resolver sua estrutura cristalografica para um entendimento
mais detalhado do seu papal na regulacdo génica e no metabolismo da arginina. Para isso foi
realizada a expressdo dessa proteina em linhagem de E.coli BL21 (DE3)-T1 de acordo com a
metodologia do item 4.6 e posteriormente foi realizada a purificagdo por cromatografia de
afinidade (Figura 50) e por exclusdo molecular (Figura 51 e 52) de acordo com o item 4.7.1 e
4.7.3. Com os resultados dos géis SDS-PAGE 15% foi possivel observar que a amostra
proteica obteve um alto grau de pureza, sendo que 0s experimentos de ensaios de cristalizacdo
da proteina AhrC estdo em andamento.

Figura 50. SDS-PAGE 15% evidenciando as lavagens com diferentes concentracdes de Imidazol realizadas
durante a purificacdo por cromatografia de afinidade da proteina AhrC linhagem BL21 (DE3)-T1. (M) Marcador
molecular (LMW-SDS Marker KIT — GE Healthcare) em kDa. (1, 2, 3 e 16) Lavagem com 40 mM de Imidazol.

(4, 5, 6 e 15) 60 mM de Imidazol. (7, 8, 9 e 14) 80 mM de Imidazol. (10, 11, 12 e 13) 400 mM de Imidazol
(eluicdo).
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Fonte: Elaborado pelo autor



Figura 51. Segunda etapa de purificagéo da proteina AhrC linhagem BL21 (DE3)-T1 utilizando tamp&o 20 mM
Tris HCI 100 mM NacCl (pH 7,5). Perfil de cromatografia de exclusdo molecular da proteina em Superdex G75
10/300 (GE) ap0s etapa de purificacdo a partir de Ni-Sepharose. O eixo Y do gréfico corresponde a absor¢éo em
mili unidades de absorbancia e o eixo X ao volume em mililitros. A linha azul indica a absorbancia em 230 nm e
a linha rosa absorbancia em 280 nm.
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Fonte: Elaborado pelo autor

Figura 52. SDS-PAGE 15% correspondente a etapa de purificagcdo por exclusdo molecular da proteina AhrC
linhagem BL21 (DE3)-T1. Os numeros 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8,9, 10 e 11 indicam as amostras coletadas a partir do
perfil cromatografico da proteina AhrC projetado pelo sistema AKTA-pure e a letra “M” corresponde ao
marcador molecular (LMW-SDS Marker KIT — GE Healthcare) em kDa.

M12 34567891011
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Fonte: Elaborado pelo autor

6.3 Main protease do virus SARS-CoV-2

Outro projeto paralelo também estd sendo executado em parceria com o grupo de
pesquisa da International Helmholtz Research School of Biophysics and Soft Matter, Julich
Research Center — Alemanha. O objetivo é cocristalizar a proteina Main protease (3CLpro)

do virus SARS-CoV-2 com ligantes selecionados que estdo sendo pesquisados em nosso
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projeto conjunto para entender vias de inibicdo e proliferacdo do SARS-CoV-2 usando drogas
ja aprovadas para o tratamento de outras doencas e infe¢bes (repurposing approved drugs).
Para isso, 0 plasmideo contendo a sequéncia nucleotidica codificadora da proteina 3CLpro do
virus SARS-CoV-2 acoplada a Glutationa S-transferase (GST-tag) foi utilizado em
experimentos de transformacédo bacteriana em linhagem BL21(DE3)-T1 e expressdo proteica.
Posteriormente, a proteina de estudo foi utilizada em experimentos de clivagem com a
PreScission Protease para a remocao da GST-tag, purificacdo por cromatografia de afinidade
e cromatografia de exclusdo molecular (Figura 53A) e cristalizacdo. Cristais iniciais dessa
proteina foram obtidos (Figura 53B e Figura 53C) e experimentos de cocristalizacdo da
3CLpro com os possiveis ligantes suramina e quinacrina foram iniciados e estdo em fase de

refinamento.

Figura 53. (A) SDS-PAGE 15% evidenciando a eficiéncia dos métodos de purificagdo por cromatografia de
afinidade (GSH-Sepharose) e cromatografia de exclusdo molecular (AKTA-pure) da proteina Main protease de
SARS-CoV-2. A seta preta indica a presenga da proteina recombinante e a letra “M” corresponde ao marcador
molecular (LMW-SDS Marker KIT — GE Healthcare) em kDa. (B e C) Cristal (~50 um) de Main protease obtido
pelo método de difusdo de vapor em hanging drop utilizando a proporcéo 1:2 proteina: precipitante (0,1 M BIS-
TRIS pH 9, 10% wi/v Polyethylene glycol 200, 18% w/v Polyethylene glycol 8000).
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7. CONCLUSAO

Os protocolos testados permitiram expressar e purificar as proteinas ArgRs C-terminal de
C. botulinum, P. gingivalis e N. farcinica, ArgR Full Length de N. farcinica, ArgR mutante
Prol15His de C. pseudotuberculosis, AhrC de Streptococcus gordonii e por fim a Main
protease do virus SARS-CoV-2.

Também foi possivel estabelecer um protocolo de refolding para as proteinas ArgRs de
P. gingivalis e N. farcinica, confirmando o sucesso do renovelamento proteico por meio da
técnica de Dicroismo Circular (CD) e garantindo, desse modo, que os alvos estdo livres de
ligantes. Por meio de ensaios de Espalhamento Dindmico de Luz (DLS) foi possivel verificar
0 aumento no didmetro hidrodinamico das proteinas ArgRs de P. gingivalis e N. farcinica na
presenca de ligantes como a D-Tirosina e L-Arginina. Essas informagdes, combinadas com
dados de biologia estrutural, podem permitir no futuro encontrar moléculas, que ndo sejam
antibidticos e que possam se ligar especificamente no pocket da ArgR desses patdgenos, sem
afetar microrganismos da microbiota normal do hospedeiro.

Os protocolos testados ndo permitiram realizar a cristalizagdo das proteinas ArgRs de N.
farcinica, P. gingivalis e C. botulinum. Em relachio a ArgR mutante P115H de C.
pseudotuberculosis, 0s ensaios de cristalizacdo foram bem sucedidos, porém até o momento
ndo foi possivel realizar a substituicdo molecular para obter a solucdo da estrutura
tridimensional. Por conta disso, novos protocolos de cristalizagcdo devem ser realizados para
encontrar a condicdo ideal de cristalizagdo dessas proteinas. Resultados positivos na
determinacdo de sua estrutura cristalografica podem proporcionar informacdes sobre o0s
mecanismos envolvidos na interacdo da ArgR desses patdgenos com seus possiveis ligantes,
que podem atuar inibindo a via de sintese de arginina.

Por meio de métodos computacionais, foi realizada a modelagem por homologia e
simulacdes de dindmica molecular das proteinas ArgR de N. farcinica, C. botulinum e C.
pseudotuberculosis visando compreender melhor a interagdo das proteinas ArgRs com seus
possiveis ligantes. Por meio desse procedimento foi possivel concluir que o volume do pocket
das proteinas ArgRs nédo € o unico fator que influencia na preferéncia pelos ligantes, sendo
que outros fatores como polaridade e interacdo por cargas também devem ser levados em
conta. Por meio desse procedimento foi possivel constatar que a ArgR de N. farcinica tem
preferéncia pelo ligante Arginina, enquanto a ArgR de C. botulinum tem uma maior afinidade
pelo ligante tirosina. Além disso, também foi deduzido que na ArgR mutante P115H de C.
pseudotuberculosis a presenca da histidina na posicdo 115 ndo impede estericamente a

interacdo com tirosina, sendo que outros fatores podem estar envolvidos na interacao.
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Desse modo, a hipdtese inicial de que os residuos de aminoécidos Alall5, Proll5 e
Gly115, residuos de cadeia lateral curta, tornam os pockets das ArgRs de P. gingivalis, C.
botulinum e N. farcinica mais volumosos, permitindo a interacdo do ligante tirosina no sitio
ativo pode ser comprovada parcialmente, ja que pode ser visto que o volume do pocket ndo ¢ a
unica influéncia sobre a especificidade pelo ligante. Outros fatores estdo envolvidos na
interacdo com o ligante nas ArgRs de P. gingivalis, C. botulinum e N. farcinica e C.
pseudotuberculosis, como por exemplo a interagdo com outros residuos de aminoacidos do
sitio de ligacdo. As informacBes obtidas nesse trabalho podem ser usadas para o
desenvolvimento de ligantes que possam ocupar o sitio de ligacdo da arginina, induzir sua
hexamerizacdo via mecanismo alostérico e, consequentemente, aumentar sua afinidade pelo
DNA, de forma que sua via de sintese seja interrompida e resulte na inibicdo da proliferacéo
desse patdgenos.

Também foram realizados experimentos de mutagénese para obtencdo da ArgR mutante
Prol15Ser de C. pseudotuberculosis. Resultados positivos da mutagénese podem
proporcionar informacbes sobre a ligacgdo da proteina ArgR ao DNA praticamente
independente de arginina que foi observado em Thermotoga neapolitana e T. maritima,
podendo confirmar se o residuo de serina esta realmente relacionado a ligagdo independente
de arginina e obter mais informacdes sobre como ocorre a regulacdo do metabolismo de

arginina nesse caso.
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