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RESUMO

Azospirillum brasilense ¢ uma a-proteobacteria, capaz de fixar nitrogénio, que tem sido
extensivamente estudada devido suas capacidade de colonizagdo em plantas de interesse
econdmico. A. brasilense possui duas proteinas PII, GInZ e GInB. As PII sdo proteinas
sinalizadoras conhecidas por sua regulagcao no metabolismo de nitrogénio, onde interagem com
uma variedade de proteinas, fatores de transcricdo e proteinas de membrana. As PII sinalizam
os niveis energéticos por meio da ligacdo de ATP/ADP, os niveis de amonio pelo estado de
modificagdo pos-traducional, e os niveis de carbono/nitrogénio pela ligacdo ao 2-OG. As
interagdes proteina-proteina que envolvem as PII no metabolismo de nitrogénio sdo bem
caracterizadas. Entretanto, estudos recentes tem mostrado que o papel dessas proteinas se
extende ao metabolismo de carbono pela regulagdo da enzima Acetil-CoA carboxilase (ACC)
em varios organismos. Tendo em vista esse novo panorama de regulacao por PII, ensaios foram
realizados para a obtengao de possiveis novos alvos. Dois desses alvos sdo as proteinas Orotato
fosforibosiltransferase (PyrE) e Ribonuclease PH (Rph). PyrE faz parte da via de sintense “de
novo” de pirimidinas, enquanto a fun¢do de Rph ndo é completamente entendida, mas sabe-se
da sua relagdo na maturagcdo de tRNA e rRNA, além do seu papel na degradagdo de RNA estavel
quando em privagdo de nutrientes. Este trabalho teve como objetivo a caracterizacdo da
interacao das proteinas PyrE e Rph com GInZ in vitro. Para isso ambos os genes foram clonados
em vetores de expressdo. As proteinas PyrE e Rph foram purificadas com e sem cauda de
histidina, e foram realizados ensaios de interagdo na presenca dos efetores de PII, ATP, ADP e
2-0G e também de GInZ uridililada e GInZ com delecao do loop T. Os resultados mostram que
ambas as proteinas interagem com GInZ na presen¢a de ADP com baixo 2-OG, uma condi¢do
igual aquela observada em choque de amoénio. Os resultados obtidos nos permitiram a
elaboracdo de um modelo de regulagdo que deve ser aprimorado com estudos mais
aprofundados da interacao entre GInZ-PyrE e GInZ-Rph. A interagdo de GInZ com as proteinas
PyrE e Rph sugere um papel de PII na regulacido dos metabolismos de pirimidinas e no de RNA.

Palavras Chave: proteinas PII, interagdo, orotato fosforibosiltransferase, Ribonuclease PH.



ABSTRACT

Azospirillum brasilense is a a-proteobacterium capable of fixing nitrogen that has been
extensively studied due to its ability to colonize plants of economic interest. A. brasilense
encodes two PII-like proteins, GInZ and GInB. PII are signaling proteins known for their
participation in the regulation of nitrogen metabolism, by interacting with a variety of proteins,
transcription factors and membrane proteins. PII proteins are able to sense energy levels through
ATP/ADP binding, ammonium levels accordingly to their post-translational modification
status, and carbon/nitrogen levels by allosteric interaction with 2-oxoglutarate (2-OG). Protein-
protein interactions involving PII are well characterized in nitrogen metabolism. However,
recent studies have shown that the role of PII extends to carbon metabolism by regulating the
Acetyl-CoA carboxylase (ACC) enzyme in bacteria and plants. In view of this new panorama
of PII regulation, experiments were carried out to identify new PII binding targets. Two of the
identified protein targets were the Orotate phosphoribosyltransferase (PyrE) and the
Ribonuclease PH (Rph) enzymes. PyrE is part at the "de novo" pyrimidines biossynthesis
pathway. On the other hand, the function of the Rph enzyme is not fully understood; it is
assumed that Rph participates in the maturation of tRNA and rRNA and degradation of stable
RNA during nutrient deprivation. This work aimed to characterize the interaction of PyrE and
Rph proteins with the PII protein GInZ in vitro. The pyrE and rph genes were cloned into
expression vectors, the PyrE and Rph proteins purified and assessed for interaction with GInZ.
Both PyrE and Rph interacted with GInZ in vitro in the presence of ADP under a low 2-OG
regime, conditions ressembling those expected to ocuur upon an ammonium shock in vivo. The
results obtained allowed us to postulate regulation role of GInZ in the regulation of the activities
of PyrE and Rph. The interaction between GInZ and PyrE and Rph proteins support a role of

PII proteins in the regulation of pyrimidine and RNA metabolism.

Key Words: PII proteins, interactions, Orotate phosphorybosiltransferase, Ribonuclease.
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1. INTRODUCAO

Em Proteobacteria, o metabolismo do nitrogénio ¢ regulado por um sistema conhecido
como Ntr, o qual ¢ ativado quando ndo ha disponibilidade de amodnio, permitindo a transcri¢ao
de genes relacionados a utilizagdo de fontes alternativas de nitrogénio (MERRICK;
EDWARDS, 1995). As proteinas PII exercem um papel essencial na regulagao deste sistema.
Essas proteinas estdo presentes em bactérias, arqueas, algas e plantas, e tem uma estrutura
altamente conservada, com trés loops T, C e B, que estdo relacionados com a ligacdo a efetores
e interagao com outras proteinas (DIXON; KAHN, 2004; HUERGO et al., 2012).

Azospirillum brasilense possui duas proteinas PII, GInB e GInZ. Assim como as outras
proteinas PII conhecidas, sensoriam os niveis energéticos da célula pela ligagdo competitiva de
ATP e ADP, e também os niveis de amonio intracelular, por meio de GInD, que sensoria os
niveis de glutamina e em resposta uridilila/desuridilila as PII. PII também sensoria o balango
entre nitrogénio e carbono pela ligagdo do metabolito 2-oxoglutarato (HUERGO et al, 2012;
NINFA; JIANG, 2005; TRUAN et al., 2010). Estudos recentes tém demonstrado que o papel
das proteinas PII na regulagdo do metabolismo pode ser mais amplo do que se imagina, nao
ficando restrita ao metabolismo de nitrogénio, visto que PII interage também com a enzima
Acetil-CoA Carboxilase, que faz parte do metabolismo de acidos graxos (BOURRELLIER et
al.,2010; RODRIGUES et al., 2014; GERHARDT et al., 2015; HUERGO; DIXON, 2015).

Gerhardt (2015) buscou novos alvos de PII por meio de ensaios de co-purificagdo com
as proteinas PII e extrato de Azospirillum brasilense 2812. As andlises realizadas geraram uma
lista de possiveis alvos, dos quais fazem parte proteinas envolvidas no metabolismo de acidos
graxos, nucleotideos, poliaminas, resposta estringente, metabolismo de RNA, entre outras.
Duas das proteinas detectadas nesse ensaio foram a OPRTase (PyrE ou Orotato
fosforibosiltransferase), relacionada ao metabolismo de nucleotideos ¢ a Ribonuclease PH
(Rph), envolvida no metabolismo de RNA.

PyrE ¢ a quarta enzima da via de sintese “de novo” de pirimidinas, catalisando a
produgdo de orotidina 5-monofosfato, precursor das bases pirimidicas. A reagao catalisada por
PyrE envolve a adi¢do do grupo fosforibosil pirofosfato (PRPP) ao orotato, na presenga de Mg*?
para formacao de OMP (BHATIA et al., 1990). Esta enzima ¢ regulada negativamente a nivel
de substrato pelo produto da via, o UMP e UTP, e a nivel transcricional por atenuacao da
transcri¢do na presenca de UTP (TURNBOUGHT, SWITZER, 2008). O gene pyre e rph

encontram-se no mesmo operon em Escherichia coli, e este operon ¢ sensivel ao UTP
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(ANDERSEN et al., 1992). O PRPP ¢ utilizado como esqueleto tanto para a sintense de purinas
quanto de pirimidinas, € em gram positivas ¢ conhecido pela regulacao das proteinas PyrR e
PurR, proteinas regulatorias da transcrigdo dos operons relacionados a sintese das bases
pirimidicas e puricas, respectivamente. Além disso, o PRPP ¢ utilizado na sintese de
nicotinamidas como NAD' ¢ NADP" e sintese dos aminoacidos histidina e triptofano
(KILSTRUP et al., 2005; HOVE-JENSEN et al., 2017), mostrando sua importancia e
versatilidade no anabolismo celular.

Ribonuclease PH ¢ uma exorribonuclease 3’-5° fosfato dependente (ZUO;
DEUTSCHER, 2002) responsavel pela maturacdo de tRNA, e do precursor do RNA 16S, o
17S, além da degradacdo de RNA estavel quando em limitagdo nutricional (DEUTSCHER,
2003; SULTHANA et al., 2016; SULTHANA et al., 2017). Sua regulacdo ¢ pouco conhecida,
mas trabalhos recentes tem demonstrado que Rph pode ser regulada por outra ribonuclease, a
Rnase I (SULTHANA et al., 2017).

Este trabalho tem como objetivo caracterizar a interagdo entre as proteinas PII e as
proteinas Orotato fosforibosiltransferase e Ribonuclease PH, na presenca dos efetores ATP,

ADP e 2-OG de Azospirillum brasilense.
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2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1.  Nitrogénio

Os procariotos apresentam grande diversidade metabolica, o que favorece a capacidade
de se adaptarem ao meio, principalmente quando héd limitacdo de algum nutriente.
Consequentemente, as bactérias desenvolveram diversas formas de assimilar diferentes
nutrientes, principalmente carbono e o nitrogénio. O nitrogénio ¢ um dos nutrientes mais
importantes, pois estd presente na estrutura de diversas moléculas, como proteinas e acidos
nucléicos, moléculas de vital importancia para as células (DIXON; KAHN, 2004; HOFFMAN
etal., 2014)

O nitrogénio ¢ o quarto elemento mais abundante na biomassa celular e est4 presente na
atmosfera, representando 80% de sua composi¢do (STEIN; KLOTZ, 2016). Apesar de
abundante, o nitrogénio atmosférico estd na forma de gas dinitrogénio, que devido a ligagdo
tripla entre os 4&tomos de nitrogénio, ¢ bastante inerte e pouco reativo (MACKAY; FRYZUK,
2004; JIA; QUADRELLI, 2013). O gas dinitrogénio pode ser convertido em formas mais
reduzidas, por meio de processos abidticos como descargas elétricas (raios), por meio de
técnicas industriais como a reacdo de Haber-Bosch, ou ainda por processos bidticos pela acao
de microrganismos (STEIN, KLOTZ, 2016).

Os diazotréficos sdo microrganismos capazes de reduzir o gas dinitrogénio a amonia.
Existem diversos géneros que possuem espécies diazotroficas, como Bacillus, Clostridium,

Enterobacter, Azospirillum, Rhizobium, etc (POSTGATE, 1982).

2.2.  Organismos fixadores de nitrogénio: género Azospirillum

Azospirillum é um género que faz parte da divisdo das alfa —proteobactérias (YOUNG,
1992). Esse género possui 21 espécies descritas, sendo elas: A. brasilense e A. lipoferum
(TARRAND et al., 1978), A. halopraeferens (REINHOLD et al., 1987), A. amazonense
(MAGALHAES et al., 1983), A. irakense (KHAMMAS et al., 1989), A. largimobile
(DERKHIL et al, 1997), A. doebereinareae (ECKERT et al., 2001), A. oryzae (XIE,
YOKOTA, 2005), A. melinis (PENG et al., 2000), A. canadense (MEHNAZ et al., 2007a), A.
zeae (MEHNAZ et al., 2007b), A. rugosum (YOUNG et al., 2008), A. palatum (ZHOU et al.,
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2009), A. picis (LIN et al., 2009), A. thiophilum (LAVRINENKO et al., 2010), 4. formosense
(LIN et al., 2012), A. humicireducens (ZHOU et al., 2013) A. fermentarium (LIN et al., 2013)
A. himalayense (TYAGI; SINGH, 2014), A. soli (LIN et al., 2015) A. agricola (LIN et al.,
2016).

Azospirillum spp. sdo bactérias de vida livre, gram negativas, curvas, méveis, aerobicas
e de varias origens geograficas (ECKERT et al, 2001). Possuem um metabolismo versatil de
carbono e nitrogénio, podendo utilizar como fonte de carbono, D-glucose e D-frutose, acidos
organicos, como malato, lactato, succinato e piruvato, e como fonte de nitrogénio, amdnio,
nitrato, nitrito, aminoacidos e dinitrogénio (DOBEREINER; PEDROSA, 1987,
STEENHOUDT; VANDERLEYDEN, 2000).

Os membros do género Azospirillum foram considerados importantes entre as
rizobactérias de promocao do crescimento de plantas e reconhecidos como biofertilizantes (LIN
et al, 2016). Vessey (2003) define biofertilizante como substancia que cont€ém microrganismos
vivos, podendo ser aplicado a sementes, superficie de plantas ou solo, que coloniza a rizosfera
ou o interior da planta, promovendo o crescimento pelo aumento da biodisponibilidade de
nutrientes primarios para a planta hospedeira. As principais vantagens do uso de biofertilizantes
segundo El-Latiff (2016) sao: diminuem o uso de fertilizantes quimicos e consequente redu¢ao
da poluicao ambiental, aumentam a concentracio de nutrientes de facil assimilagdo, aumentam
a excre¢do de substancias de promocao do crescimento de plantas, melhoram as propriedades
fisicas, quimicas e bioldgicas do solo e a excrecao de antibidticos que protegem as plantas.

As bactérias do género Azospirillum sdo geralmente encontradas na rizosfera,
colonizando a superficie radicular, ou mesmo no interior da raiz (PATRIQUIN et al., 1983;
DOBEREINER et al., 1995; STEENHOUDT, VANDERLEYDEN, 2000), podendo ser
encontrados em associacdo com diversas plantas, incluindo espécies de interesse econdmico
como trigo, milho, sorgo e arroz (DOBEREINER, DAY, 1976; DOBEREINER, 1992).
Bactérias do género Azospirillum podem influenciar positivamente o crescimento da planta, a
produtividade, o contetido de nitrogénio (STEENHOUDT, VANDERLEYDEN, 2000;
HUNGRIA et al., 2016; LIN et al, 2016), além de diminuir o estresse osmotico, principalmente
em cultivos hidroponicos (CASSAN et al., 2009). O uso de A. brasilense como biofertilizantes

foi aprovado pelo Ministério da Agricultura Pecuaria e Abastecimento (MAPA).

2.3. Fixacao Biologica de Nitrogénio
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A fixagao biologica do nitrogénio ¢ realizada por meio da enzima nitrogenase (EADY,
1986; SMITH, 2000). As nitrogenases sao enzimas complexas e possuem estrutura e
mecanismos conservados. A forma mais usual da nitrogenase € constituida por duas
metaloproteinas, a proteina Fe (Dinitrogenase redutase ou NifH) e a proteina Fe-Mo
(dinitrogenase ou NifDK). A proteina Fe desempenha a fung¢do de doadora de elétrons
dependente de ATP, possui uma estrutura dimerica y», que contém um centro 4Fe-4S. Esta
transporta elétrons para a proteina Fe-Mo, que possui o sitio catalitico. A proteina Fe-Mo, ¢ um
tetramero, o2P2, que possui dois centros P (8Fe-7S) e dois centros Fe-Mo (MoFesSo.
Homocitrato) (DIXON, KHAN, 2004; LUKOYANOV et al., 2012).

A reagdo catalisada pela nitrogenase, de N> a amodnio, precisa de condigdes ideais para
acontecer, como a auséncia de oxigénio e de fontes mais faceis de assimilagdo de nitrogénio,
além de fonte de energia disponivel. A estequiometria da reagdo da nitrogenase € a seguinte
(EADY 1996):

N, + 10H" + 8¢ +16Mg.ATP - 2NH4" +H, + 16Mg.ADP + 16Pi.

Devido a esses fatores e ao gasto de energia (16 moléculas de ATP por molécula de N»
fixada) o processo de fixacao de nitrogénio pela nitrogenase ¢ altamente regulado. Em algumas
Proteobactérias, essa regulacdo pode ocorrer tanto a nivel transcricional dos genes nif,
controlados pelo sistema Ntr, quanto a nivel pos-traducional, regulado principalmente pelas
proteinas PII (DIXON, KAHN, 2004).

Apo6s a conversao de dinitrogénio a amonio, o amonio ¢ incorporado em glutamina ou
glutamato, os quais serviram de doadores de nitrogénio para outras reagdes, principalmente para
reacoes de transaminag¢do ¢ transamidacdo, levando a sintese de outros aminoacidos ¢
precursores para biossintese de purinas e pirimidinas (HEESWIJK et al., 2013). A assimilacao
de amodnio pode ocorrer por duas vias, GDH (glutamato desidrogenase) ou a via GS-GOGAT
(glutamina sintetase e glutamato sintetase) sendo que a tltima tem o gasto de uma molécula de
ATP por molécula de aménio assimilada (ARCONDEGUY et al., 2001) (Figura 1).

A GS de E. coli tem um Kyv (Constante de Michaelis-Menten) relativamente baixo para
amonio (aproximadamente 0,1 mM) quando comparado a GDH (aproximadamente 1 mM), o
que significa que GS possui maior afinidade por aménio (MERRICK, EDWARDS, 1995;
HEESWIIK et al., 2013).

A GS ¢ uma proteina de 12 subunidades, de aproximadamente 55 kDa cada, que
converte glutamato e amonia em glutamina. A GOGAT, possui duas subunidades, GItB e GItD,
de massa 53 kDa e 135 kDa, respectivamente, e sintetiza glutamato a partir de glutamina e 2-

oxoglutarato (Figura 1) (GOSS et al., 2001; HEESWIIK et al., 2013).
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Em E. coli, a atividade de GS ¢ regulada por diversas estratégias. A nivel de substrato ¢
regulada positivamente por amoénio e glutamato, sofre feedback negativo pelo produto,
glutamina, e ¢ regulada também pelo estado redox da célula por meio de NADPH e pelo estado
energético celular por meio do ATP, além de sofrer modificacdo covalente catalisada pela
enzima adenilil transferase, também conhecida como GInE ou ATase (HIREL et al., 1987,
STREICHER et al., 1974; ARCONDEGUY et al., 2001)

A ATase de E. coli realiza a adenililacdo e desadenililacio da GS em resposta as
proteinas PII, interagindo com elas tanto em sua forma uridililada quanto desuridililada (JIANG

et al., 2007). Em Azospirillum brasilense, a regulagdo de GS pela ATase parece ser

independente de PII (HUERGO et al., 2006).

Metabolismo de carbono Metabolismo de nitrogénio
Acetil-CoA , ADP
Glutamina
@ ATP
+
Ciclo do Acido NH,

Tricarboxilico

2-oxoglutarato —» —» [Glutamato

__________________________ _|..a- cetoacido

V.
ominodcido

NH,*

Figura 1.Vias de assimilacio de am6nio em Escherichia coli. Em ambas as vias o 2-oxoglutarato ¢ utilizado
como precursor para a producdo da molécula de glutamato. O 2-OG ¢ intermediario do ciclo dos acidos
tricarboxilicos, altas concentragdes sugerem suficiéncia de carbono, assim como sugerem limitagdo de nitrogénio,
pois 0 mesmo ¢ acumulado, visto que na auséncia de amonio, ndo ha assimilagdo de nitrogénio. O contrario
também ¢ verdadeiro, baixos niveis de 2-OG indicam suficiéncia de amonio, pois 0 mesmo esta sendo utilizado
nas vias de assimilagdo. A assimilacdo de amonio pela via GS/GOGAT produz 2 moléculas de glutamato
(simbolizado por “2x”), ¢ a via GDH produz uma molécula de glutamato (simbolizado por “1x”). Fonte: adaptado
de Huergo et al.,, (2015).

Para organismos fixadores, como 4. brasilense, todo o processo de fixagdo de nitrogénio
até a assimilacdo do mesmo em glutamina ou glutamato ¢ dispendioso e extremamente
importante para a célula, portanto o mesmo precisa ser bem regulado para que ndo ocorra gastos
desnecessarios de energia. As principais responsaveis pela regulagdo deste metabolismo sdo as

proteinas PII.
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2.4. Proteinas PII

As proteinas PII constituem uma familia de proteinas sinalizadoras amplamente
distribuidas entre as bactérias, arqueas, cianobactérias e cloroplastos de plantas (NINFA;
ATKINSON, 2000). Sao capazes de sensoriar os niveis de nitrogénio, carbono e energia da
célula pela ligacao a efetores, ATP, ADP e 2-oxoglutarato, metabodlito que também faz parte do
ciclo dos 4cidos tricarboxilicos (ARCONDEGUY, 2001; NINFA, JIANG, 2005). As proteinas
PII sdo responsaveis pela regulacdo de diversas proteinas, principalmente no metabolismo de
nitrogénio, incluindo fixacdo e assimilagdo de nitrogénio, processos esses que sao dispendiosos
para a cé¢lula e de extrema importancia na adaptacdo a condi¢des de deficiéncia nutricional
(MERRICK,EDWARDS, 1995; FORCHHAMMER, LUDDECKE, 2016).

As proteinas PII foram descritas pela primeira vez em 1969, em um trabalho sobre a
regulagdo da enzima GS. Em uma coluna de gel filtracao, apareceram dois picos, chamados de
PI e PII que estavam envolvidos na regulagdo da GS por adenililagio reversivel (SHAPIRO,
1969). Pl eraresponsavel pela adenililagcdo/desadenililagdao de GS (posteriormente denominada
ATase), e PIl regulava essa atividade (BROWN et al., 1971).

PII apresenta estrutura conservada e amplamente distribuida entre diversos
microrganismos ¢ cloroplastos de plantas, e podem ser classificadas em trés grupos, GInB,
GInK e Nifl de acordo com a organizacdao dos respectivos genes. O gene g/nB geralmente ¢
monocistronico ou esta relacionado com os genes g/nd (glutamina sintetase) e nadk (NAD
sintetase dependente de glutamina). Em E. coli, o gene de glnK esta no mesmo operon, € € co-
expresso com o gene amtB que codifica para um transportador de amonio. E por ultimo a Nifl
que ¢ exclusiva de algumas arqueas metanogénicas e estd relacionada com a regulacdo do
“switch off” da nitrogenase (ARCONDEGUY et al., 2001).

Um novo grupo de proteinas PII foi sugerido por Sant’Anna e colaboradores (2009),
que por meio de analises de bioinformatica demonstraram a presenca de proteinas com motivos
idénticos aos de proteinas PII ja conhecidas, porém relacionadas com genes de transporte de
metais, o que sugere uma possivel fun¢cdo nova de PII na homeostase desses metais. Esse novo
grupo de PII foi nomeado PII new group (PII-NG).

Em Azospirillum brasilense os genes ginB e ginA estdo no mesmo operon, € Sao co-
transcritos em altos niveis quando na auséncia de amonio a partir de um promotor dependente

de sigma 54. Uma expressao mais baixa foi observada em baixos niveis de amonio a partir de
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um promotor dependente de sigma 70 (ZAMAROCZY et al., 1990; ZAMAROCZY et al.,
1993). Em A. brasilense existe uma segunda proteina PII, denominada GInZ, produto do gene
ginZ, que ¢ um gene monocistronico (DE ZAMAROCZY, 1998).

Em E. coli, duas proteinas PII sdo encontradas, GInB e GInK, que sdo estruturalmente
muito semelhantes (XU et al., 1998). Essas proteinas tem estrutura homotrimérica, e cada
mondmero apresenta massa de 12 a 13 kDa, arranjada na forma de cilindro curto. A estrutura
tridimensional das proteinas PII ¢ altamente conservada (FORCHHAMMER, 2004). Cada
mondmero de uma proteina PII apresenta duas a-hélices e seis folhas-f formando um duplo
motivo Bap conectado por uma alga que, em seu apice, apresenta um residuo de tirosina 51, e
por isso ¢ conhecido como al¢a T ou loop T. A alga T, mostrada na Figura 2 ¢ flexivel e ¢ onde
ocorre a maioria das interacdes ja descritas entre PII e outras proteinas, como a
adenililtransferase, uridililtransferase e a proteina histidina quinase, NtrB (HUERGO et al,
2012).

Uma segunda al¢ca menor é formada pela separagao da segunda a-hélice e a quarta folha-
B, chamado de alga B ou loop B. Ainda hd uma terceira al¢a formada na regido C-terminal
chamado al¢a C ou loop C (CARR et al, 1996; ARCONDEGUY, 2001).

Os trimeros de PII s3o arranjados de uma maneira que a folha- -4 de um mondmero
ficam flanqueadas pela al¢a-T do segundo mondmero, € o outro lado, fica flanqueado pela alca-
C, do terceiro mondmero. Essa disposi¢do dos mondmeros no trimero forma uma fenda, de
grande importancia funcional, visto que ¢ nela que se ligam os efetores. Trés folhas-f3
antiparalelas estdo arranjadas em superficie concava no centro do trimero, porém a maior parte
da proteina esta arranjada no formato de barril de 30 A de altura. Cada monomero esté arranjado
de forma a expor um trecho de 8 residuos de aminoécidos, que contém o residuo Tyr51, exposto

ao solvente (CHEAH et al., 1994; CARR et al, 1996; ARCONDEGUY, 2001).

2.4.1. Modificacoes Pés-Traducionais em PII

As proteinas PII controlam a atividade de inimeras enzimas, fatores de transcrigao,
transportadores de membrana, entre outros alvos, pela interacao proteina-proteina, de acordo
com os niveis de amodnio intracelular (MERRICK, 2015). Em Proteobacteria, quando em
limitacdo de amonio, as proteinas PII sdo rapidamente uridililadas, ou seja, sofrem a adi¢do de

um grupo UMP, e essa modificagdo afeta a capacidade de PII de interagir com diversos alvos,
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como por exemplo, o transportador de amoénio AmtB e o fator de transcricio NtrB
(ARCONDEGUY et al, 2001; NINFA, ATKINSON, 2000; DIXON, KHAN, 2004).

A modificacdo poés-traducional das proteinas PII por uridililagdo foi observada
primeiramente em E. coli. Essa modificagdo ocorre no residuo Tyr51 da alga T (Figura 2). Tanto
a uridililacdo, que ocorre em baixos niveis de amonio, quanto a desuridililagdo, que ocorre em
altos niveis de amonio, sao realizadas pela mesma enzima, uma enzima bifuncional denominada

GInD (ADLER et al., 1975; FRANCIS; ENGLEMAN, 1978).

Alca B Alga C

Figura 2. Sitios de modificacdes pos traducionais em proteinas PII. Visdo lateral da proteina GInB de
Escherichia coli na auséncia de ligantes, mostrando a localizacdo das trés algas, T, B e C e os residuos de
aminodcidos que recebem a ligacdo de um grupo UMP, AMP ou fosfato. Fonte: adaptado de Merrick, 2015.

Em Escherichia coli e outras proteobacterias, GInD sensoria os niveis de amdnio
intracelular pela ligagdo a glutamina (JIANG et al., 1998). GInD apresenta 4 dominios: um
dominio N terminal nucleotidiltransferase (NT), que possui a atividade de uridililtransferase
(UT), um dominio central (HD), responsavel pela atividade de desuridililacdo (UR) e dois
dominios C-terminais (ACT), provaveis dominios de ligacdo a glutamina (ZHANG et al.,
2010).

Em Actinobacteria, GInD adenilila ao invés de uridililar o residuo Tyr51, quando em
condi¢des limitantes de amoénio (HESKETH et al., 2002). Em cianobactérias ocorre a
fosforilagdo do residuo de serina, Ser49, presente também na al¢a T das proteinas PII de
cianobactérias (FORCHHAMMER; MARSAC, 1994) (Figura 2). J& as PII de plantas ndo
apresentam modificacdes pos-traducionais, porém apresentam uma extensao na extremidade C
—terminal, denominada alga Q, que sensoria diretamente os niveis de nitrogénio pela ligagao a

glutamina (CHELLAMUTHU et al., 2014).
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GInD ja foi caracterizada em diversos organismos, incluindo A. brasilense (ARAUJO
et al., 2008), onde possui a mesma fungdo descrita em E. coli, sensoriando os niveis de
nitrogénio por meio da ligagdo a glutamina, e uridililando/desuridililando ambas as proteinas
PIL, GInZ e GInB. Sabe-se que nesse organismo para que ocorra a uridililagdo ¢ necessario a
ligacdo de Mg.ATP e 2-OG a PII (GERHARDT et al., 2012). Além das modificagdes
covalentes sofridas por PII, essas proteinas podem ligar efetores, como ATP, ADP e 2-OG. A
regulagdo da atividade dessas proteinas por meio da ligacdo desses efetores ¢ uma das fungdes
mais conservadas de sensoriamento dessas proteinas (ARCONDEGUY, 2001; HUERGO et al,
2012).

2.4.2. Ligacao a efetores

Uma das func¢des mais conhecidas, estudadas e conservadas das proteinas PII € a ligacao
de efetores (ARCONDEGUY, 2001; FORCHHAMMER, 2004; HUERGO et al., 2012). Esses
efetores, ATP, ADP e 2-OG, se ligam nas fendas laterais entre os monoémeros, localizado na
base da alga T. Em geral, ATP e ADP competem pelo mesmo sitio de ligacdo as proteinas PII,
enquanto 2-OG se liga somente na presenca de ATP.Mg. A ligagdo dos efetores altera a
estrutura da alga T, principal responsavel pela interagdo proteina-proteina, modulando assim a
ligacao das proteinas PII a possiveis alvos (TRUAN et al, 2010).

As proteinas PII apresentam trés sitios de ligacao a efetores, que sdao independentes e
podem estar ligados a cada um dos trés efetores a0 mesmo tempo (RADCHENKO et al., 2010).
As relagdes entre as ligacoes desses efetores ndo ¢ universal (HUERGO et al, 2012). Em E.
coli, ATP e ADP competem pelo mesmo sitio de ligagdo, e a ligacdo de ATP e 2-OG apresenta
sinergismo, enquanto que ADP tem cooperatividade negativa com 2-OG (JIANG et al., 2007).
Em A. brasilense nenhum efeito de cooperatividade foi detectado, entretanto o sinergismo entre
ATP e 2-OG sim. Além disso, 2-OG nio é capaz de ligar a PII na auséncia de Mg"? (TRUAN
et al., 2014). Outras proteinas PII, como da arquea Archaeoglobus fulgidus (HELFMANN et
al., 2010) e a briodfita Physcomitrella patens (LAPINA et al., 2018) ndo ligam 2-OG.

Devido ao fato das proteinas PII ligarem ATP e ADP, elas sensoriam a taxa ATP/ADP
intracelular, ou seja, o balango energético da célula. Além disso, para algumas proteinas PII,
incluindo GInB e GInZ de 4. brasilense, os niveis de 2-OG tém um papel determinante na
ligacdo de nucleotideos as proteinas PII. Isto ocorre devido ao sinergismo entre ligacao de 2-

OG e ATP e antagonismo entre ligacao de 2-OG e ADP. O efeito sinergético entre ATP e 2-
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OG ¢ decorrente da necessidade de ocupagao de PII por Mg.ATP para formagdo do sitio de
ligacao de 2-OG, como pode ser observado na estrutura cristalografica da proteina GInZ (Figura

3) (TRUAN et al., 2010; GERHARDT et al., 2012).

Figura 3. Sitio de ligacdo a ATP, ADP e 2-OG em GInZ de Azospirillum brasilense. Em (a) GInZ ligada a
Mg.ATP e 2-OG e em (b) ligada ao ADP. Em azul esta representado o mondmero de GInZ, em modelo de bastao,
em cor azul escura esta representado o 2-OG, a esfera em preto representa o ion Mg*? e as linhas pontilhadas
representam sua coordenacdo com residuos de GInZ e o 2-OG. Na liga¢do ao ADP estd mostrado em verde os
residuos que interagem Q39 e K58. (PDB 3MHY). Fonte: Gerhardt et al. (2012).

Em Proteobacteria acredita-se que em situagdo de limitagdo de amdnio, os niveis de 2-
OG sao altos, e as PII estdo principalmente ocupadas por Mg.ATP + 2-OG. Quando os niveis
de 2-OG diminuem pelo aumento da concentragdo de amonio, a afinidade de ligagao ao ATP
diminui e por ADP aumenta favorecendo a ocupacgdo de PII por ADP (TRUAN et al, 2010;
RADCHENKO et al, 2010).

Estudos com GInB de E. coli demonstram que quando ATP estd em condi¢des
saturantes, a Kd do 2-OG, ap6s a ligagdo da primeira molécula no primeiro sitio, aumenta de
uM a 1-2 ordens de magnitude, demonstrando alta anticooperatividade (JIANG et al, 1998). A
anticooperatividade na ligagdo do 2-OG em PII favorece a capacidade de responder a faixa de
concentragoes fisiologicas através da ligagdo de 1, 2 ou 3 moléculas de 2-OG (JIANG; NINFA,
2009). O 2-0OG ¢ considerado um sinalizador de suficiéncia de carbono, por estar presente no
ciclo dos acidos tricarboxilicos. Este metabolito também sinaliza niveis de nitrogénio, pois €
usado como esqueleto carbonico durante a assimilagdo de amdnio. Assim, as proteinas PII sao
capazes de sensoriar a disponibilidade de nitrogénio, carbono e energia, integrando os sinais

dos niveis de 2-OG, glutamina, ATP ¢ ADP (COMMICHAU et al., 2006).
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2-oxoglutarato (2-OG) ¢ um metabolito chave no metabolismo por participar tanto do
metabolismo de carbono quanto do metabolismo de nitrogénio (Figura 1). Por participar da
assimilacdo do amoénio, os niveis intracelulares de 2-OG variam em relagdo ao nitrogénio
disponivel. Estudos em E. coli tem demonstrado que quando em altas concentracdes de amonio,
as concentragoes de 2-OG sao baixas (REYES-RAMIREZ et al., 2001) e ap6s um intervalo de
tempo (entre 3 e 15 min) as concentragdes de 2-OG voltam ao nivel basal, quando o amoénio ja
foi consumido. A concentragdo de 2-OG intracelular variam de 0,3mM quando na presenga de
amonio, até¢ 2,5 mM, na auséncia de amonio (YUAN et al., 2009; RADCHENKO et al, 2010;
YAN et al., 2011). Porém os niveis de 2-OG podem variar também em relagdo ao carbono
disponivel, onde a diminui¢do da fonte de carbono leva a diminui¢do da concentragao de 2-OG
(YAN et al, 2011; ZHANG et al, 2013).

2-OG parece ser o ponto convergente entre os metabolismos de carbono e nitrogénio, e
as proteinas PII, por ligarem 2-OG, estariam sensoriando os niveis de Carbono/Nitrogénio,
avaliando ndo s6 a situagdo energética da célula por meio da ligagdo a ATP/ADP, mas também
a disponibilidade de esqueleto carbonico disponivel para a fixagao de nitrogénio (HUERGO et
al,2015). Com a descoberta da participagao da PII na regulacao de uma das principais enzimas
relacionadas ao metabolismo de carbono, a Acetil-CoA carboxilase (ACC), o papel do 2-OG

se tornou ainda mais importante (GERHARDT et al., 2015).

2.4.3. Papel das proteinas PII como reguladoras da fixa¢ao biolégica de nitrogénio

As fungdes de PII foram principalmente descritas no metabolismo de nitrogénio e entre
os alvos mais conhecidos de PII, estdo o transportador de amonio AmtB, componentes do
sistema Ntr que regulam a transcri¢do dos genes nif, NifA e NtrB, as proteinas DraT/DraG
responsaveis pela atividade de “Switch off” da nitrogenase, ATase, responsavel pela
adenililag@o das subunidades da enzima GS e NAGK, enzima relacionada a sintese de arginina.

A GS pode ter suas subunidades adenililadas separadamente, tendo sua atividade
modulada finamente em resposta aos niveis de nitrogénio intracelular (GOSS et al., 2001). A
proteina responsavel pela adenililagdo de GS ¢ a GInE (ATase), que ¢ bifuncional, e atua
adenililando GS com a adi¢do de grupos AMP usando ATP como substrato, ou desadenililando,
liberando ADP (MERRICK; EDWARDS, 1995).

Em E. coli, GInB controla o estado de adenililacdo de GS por regular a atividade de

GInE por interagao direta, em resposta a glutamina. Em condigdes de suficiéncia de nitrogénio
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a concentragdao de glutamina aumenta, GInB desuridililada interage com GInE ativando sua
funcdo AT, adenililando as subunidades de GS, tornando esta tltima menos ativa (NINFA e
ATKINSON, 2000; REITZER, 2003; NINFA, JIANG, 2005).

Em situacdo de limitacdo de amonio a concentragdo de glutamina diminui, e a atividade
de UT de GInD ¢ ativada, ocorrendo entdo a uridililagdo de GInB. GInB-UMP3 interage com
GInE, ativando a sua funcdo de AR ¢ catalisando a desadenililagdo das subunidades de GS,
tornando-a mais ativa (NINFA, ATKINSON, 2000; REITZER, 2003; NINFA, JIANG, 2005).

GInE apresenta dois dominios nucleotidiltransferase (NT) homologos, separados por um
linker; um ¢ responsavel pela atividade de AT e outro pela atividade de AR (JIANG, NINFA,
2007). Ainda ndo se sabe com certeza se algum dos dominios liga GInB competitivamente ou
se existem dois sitios de ligagdo diferentes para GInB e GInB-UMP3; (HUERGO et a/, 2013).

A interagdo entre GInE e a proteina GInB ¢ uma das mais bem caracterizadas fungdes
de PII, e foi observada em E. coli. Em A. brasilense nenhuma das PII parece afetar a atividade
de GS (DE ZAMAROCZY, 1998), e assim como em outros organismos que também nao
possuem regulacdo de GS por PII, € proposto que nesses casos GS seja regulada somente pela
concentracdo de glutamina (HUERGO et al, 2013).

Em A. brasilense as duas proteinas PII, GInB e GInZ apresentam 81% de similaridade
(ZAMAROCZY, 1998) mas desempenham fungdes diferentes. AbGInB regula a atividade de
NifA, que ¢ uma proteina membro da familia EBP (do inglés enhancer binding protein) capaz
de ativar a transcri¢do dos genes nif (DIXON, KAHN, 2004). GInB interage com o dominio
GAF de NifA, em condigdes de limitagdo de nitrogénio, ativando esta proteina (ZAMAROCZY
etal., 1993; ARSENE et al., 1996).

Em muitos diazotroficos, GInB regula ainda a atividade de NtrBC, um sistema de dois
componentes que faz parte de uma cascata regulatoria da expressao da nitrogenase por meio da
transcricdo dos genes nif, genes envolvidos na estrutura, funcdo, atividade e manutencao do
complexo da nitrogenase (ARCONDEGUY et al.,2001; DIXON, KAHN, 2004). Em condic¢des
de privagdo de amonio, a concentragdo de glutamina diminui ativando a fun¢do UT de GInD,
uridililando as proteinas PII. Nessa situacdo GInB ndo interage com NtrB e o mesmo se
autofosforila e é capaz de fosforilar o segundo componente, NtrC, que por sua vez, quando
fosforilado, ativa a transcricdo dos genes nif (KAMBEROV et al., 1995; NINFA, 1996;
DIXON, KHAN, 2004).

A proteina PII de E. coli GInK, paraloga a GInB, ¢ co-expressa com o transportador de
amonio, AmtB. A familia de transportador AmtB ¢ amplamente distribuida entre bactérias,

arqueas, fungos e plantas (WIREN; MERRICK, 2004), e apresentam estrutura homotrimerica,
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sendo que cada subunidade apresenta de 11 a 12 hélices transmembrana, formando um tnico
canal (KHADEMI et al., 2004). Durante a interagao de PII com AmtB, a alca T de GInK
bloqueia o canal de amdénio/amonia de AmtB, fechando-o fisicamente (CONROY et al., 2007).
A regulacdo de AmtB por GInK ¢ diretamente relacionada com o nivel de amonio intracelular.
O transporte de amonio ndo ¢ requerido em condi¢des de excesso de do mesmo, porque a
molécula entra por difusdo na célula, porém em condi¢des de privagdo o transporte torna-se
funcional pelo desligamento da proteina PII, que antes impedia fisicamente o canal (COUTTS
et al., 2002). Nesta condigao, GInK encontra-se uridililada no citosol (RADCHENKO et al,
2010). Porém, quando ocorre o aumento da concentragdo de amonio sinalizada pelo aumento
de glutamina e diminui¢ao do 2-OG, GInK encontra-se com os trés sitios saturados por ADP,
favorecendo a interagao com AmtB (RADCHENKO et al., 2010; HUERGO et al., 2012).

Outros alvos de PII sdo as proteinas DraT e DraG (dinitrogenase redutase ADP-
ribosiltransferase e dinitrogenase redutase glicohidrolase). Em condi¢des de fixa¢do de
nitrogénio, quando GInZ e GInB estdo uridililadas e ligadas a Mg.ATP e 2-OG, DraG e DraT
estao livres no citosol, DraG se encontra ativa ¢ DraT, inativa, logo NifH sera ativada pela
remogao dos grupos ADP-riboses por DraG. Quando em condigdes de suficiéncia de nitrogénio,
as proteinas PII estdo desuridililadas e ligadas ao ADP, entdo GInZ interage com DraG e AmtB,
formando um complexo ternario ligado a membrana. Por outro lado, GInB desuridililada
interage com DraT ativando-a e DraT ativa ira ADP-ribosilar a subunidade NifH da nitrogenase,
inativando-a (HUERGO et al., 2009).

Outra interagcdo bem descrita de PII ¢ sua interagdo com NAGK. A interacdo de NAGK
(N-acetil-L-glutamato quinase) e GInB foi descrita em Synechococcus elongatus (HEINRICH
et al., 2006), Arabidopsis thaliana (CHEN et al., 2006) e Oryza sativa (SUGIYAMA et al.,
2004). NAGK tem estrutura de anel hexamérico (LLACER et al., 2007), sendo a enzima da via
de biossintese de arginina que catalisa a reacdo de comprometimento da via (CALDOVIC;
TUCHMAN, 2003). Em cianobactérias e plantas, a arginina gerada nas vias de biossintese nao
¢ apenas utilizada para a producdo de novas proteinas, mas também como reserva de nitrogénio
(MAHESWARAN et al., 2006).

Em condicdes de limitagdo de nitrogénio, quando a concentragdo de 2-OG aumenta, ou
condi¢des de pouca energia, quando as concentracdes de ADP aumentam, PII e NAGK nao
formam complexo, diminuindo a atividade de NAGK pelo aumento da sensibilidade a arginina
(feedback negativo pelo produto da via). Quando em condigdes de suficiéncia de nitrogénio e
energia, os niveis de 2-OG e ADP estardo baixos, e entdo PII-NAGK formam um complexo

que remove a regulacdo por feedback negativo por arginina, tornando NAGK mais ativa. Dessa
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forma, a producdo de arginina aumenta e parte dela ¢ desviada para as vias de armazenamento
de nitrogénio (MAHESWARAN et al., 2004; MAHESWARAN et al, 2006;
FORCHHAMMER, 2008).

A cada ano, novas descobertas tém sido realizadas e novos alvos das proteinas PII estdo

sendo conhecidos e caracterizados (HUERGO et al., 2013).

2.4.4. Outras proteinas alvos de PII

Acetil-CoA Carboxilase (ACC) ¢ a enzima responsavel pela produg¢do de malonil-CoA
a partir de Acetil-CoA. Malonil-CoA ¢ o iniciador da sintese de acidos graxos de cadeia longa
(CRONAN; WALDROP, 2002). A ACC foi a primeira proteina descoberta que interage com
PII e ndo faz parte do metabolismo de nitrogénio. A interagdo entre PII e ACC foi descrita
primeiramente em Arabidospis thaliana (BOURRELLIER et al., 2010) e mais tarde, por
Rodrigues e colaboradores (2014) foi verificada essa interagdo também para as PII de E. coli,
A brasilense (GERHARDT et al., 2015) e S. elongatus (HAUF et al., 2016). A interagdo de PII
com uma proteina relacionada ao metabolismo de carbono abriu a discussdo sobre qual € a real
funcdo dessas proteinas e quais alvos ainda nao foram descobertos.

Em busca de possiveis alvos de PII, Gerhardt (2015) realizou um ensaio com a proteina
His-GInZ de A. brasilense imobilizadas em coluna de niquel, e extrato de A. brasilense 2812
(GInB, GInZ’). Como as proteinas PII ligam efetores, os ensaios foram realizados na presenga
de ADP ou ATP, e a eluicdo para ambos os ensaios foi realizada na presenca de ATP e 2-OG,
isso porque a ligacdo de 2-OG causa maior mudanga estrutural na alca T, o que provocaria o
desligamento de proteinas ligadas as PII, ocorrendo entdo a eluicdo das mesmas. Esses ensaios
geraram uma lista de possiveis proteinas que interagem com a proteina GInZ de A. brasilense
(GERHARDT, 2015). Dentre as proteinas identificadas estdo algumas envolvidas na sintese

de nucleotideos e também no metabolismo de RNA.

2.5. Via de Sintese “De novo” de Pirimidinas

Pirimidinas sdo bases nitrogenadas produzidas a partir do anel pirimidico. S2o a base de
formacao da citosina, uracila e timina. Os nucleotideos sdo substratos para a producao de RNA

e DNA e sdo utilizados como doadores de energia para os processos celulares (KILSTRUP et

al, 2005).
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A sintese “de novo” de pirimidinas se refere a produgdo realizada a partir de HCO3
+ATP + glutamina formando carbamoil fosfato pela enzima Carbamoil fosfato sintetase (CPS).
O UMP ¢ o produto dessa via e, a partir dele, sdo produzidas as pirimidinas TTP, UTP e CTP
(HOVE-JENSEN, 1989). A sequéncia de passos da via “de novo” ¢ conservada entre plantas,
animais e microrganismos (O’ DONOVAN; NEUHARD, 1970; WAGNER, BAKER, 1992).

A producdo de UMP ocorre em seis reagdes catalisadas por seis enzimas (Fig. 4), sdo
elas: Carbamoil fosfato sintetase (CPS), produto do gene car4B, Aspartato transcarbamoilase
(pyrBI), Dihidroorotase  (pyrC), Dihidroorotato desidrogenase (pyrD), Orotato
fosforibosiltransferase (pyrE) e Orotidina 5° -monofosfato descarboxilase (pyrF) (MOFFATT,
ASHIHARA, 2002).

pyrBI pyrC pyrD pyrE  pyrF
=» Carbamoil - Dihidro- —» Orotato-»OMP —» UMP
HCO3' aspartato orotato
2 ;TP carAB Carbamoil
+ fosfato
Glutamina

Ornitina = Citrulina =® =% Arginina

Figura 4. Primeira etapa da via de sintese “De novo” de pirimidinas em Escherichia coli e Salmonella. Em
italico os nomes dos genes (carAB, pyrBI, pyrC, pyrD, pyrE, pyrF). O gene carAB codifica para a enzima CPS,
carbamoilfosfato sintetase, cujo produto, carbamoil fosfato pode ser utilizado na via “de novo” de pirimidinas,
mostrada acima, como na via de sintense da arginina, mostrada abaixo. Em E. coli e Salmonella a regulagao dessa
enzima ocorre principalmente por feedback negativo dos produtos de ambas as vias. Fonte: adaptado de
Turnbought e Switzer, 2008.

A enzima CPS de E. coli, primeira enzima da via “de novo” de pirimidinas, também ¢ a
primeira enzima da via de biossintense de arginina (Figura 4), sendo requerida igualmente pelas
duas vias (ABD-EL-AL; INGRAHAM, 1969). A atividade enziméatica de CPS ¢ controlada
negativamente pela concentracdo de UMP e positivamente pelos niveis de ornitina e inositol
monofosfato (IMP) (ANDERSON; MARVIN, 1968; ANDERSON; MEISTER, 1965). Em
Saccharomyces cerevisiae (LARSSON; REICHARD, 1966) existem duas enzimas CPS, CPS1
e CPS2, a primeira direcionada a via de sintese “de novo” de pirimidinas ¢ a segunda a sintese
de arginina. Em mamiferos a enzima CPS faz parte de um complexo enzimatico que constitui
as trés primeiras enzimas da via, e € expresso como um unico peptideo, conhecido como CAD

(COLEMAN et al., 1977).
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ATCase ou aspartato transcarbamoilase (PyrB) ¢ a segunda enzima, e ¢ exclusiva da via
de sintese “de novo” de pirimidinas (YATES; PARDEE, 1956). ATCase de E. coli e Salmonella
typhimurium tem duas subunidades, uma que contém o sitio catalitico e a outra que liga os
inibidores CTP, CDP ¢ CMP (GERHART; SCHACHMAN, 1965) ¢ o ativador ATP
(GERHART; PARDEE, 1962), sendo que CTP e ATP competem pelo mesmo sitio de ligacao
(CHANGEUX et al., 1968). A ATCase de Pseudomonas aeruginosa ¢ inibida tanto por CTP
quanto por UTP, enquanto de Bacillus subtilis ndo apresenta inibicdo (BETHELL; JONES,
1969).

Dihidroorotase (PyrC) e Dihidroorotato desidrogenase (PyrD) catalisam os dois passos
seguintes, a forma¢do do primeiro anel completo, gerando o dihidroorotato e posterior
conversao do mesmo em orotato (O’DONOVAN, NEUHARD, 1970). Em L. lactis duas
enzimas PyrD podem ser encontradas, a primeira PyrDa, dependente de fumarato, possui
estrutura homodimérica (NIELSEN ez al., 1996), e a segunda PyrDb, dependente de NAD"
possui estrutura de heterotetramero e apresenta dois cofatores FMN, dois FAD e dois cluster
de Fe-S ligados nesses cofatores (ROWLAND et al., 1997), uma enzima bem mais complexa
do que na maioria das outras bactérias. Em E. coli existe apenas PyrD, e ¢ uma enzima
monomérica que nao apresenta cofatores em sua estrutura (ROWLAND et al., 2000).

A quarta enzima da via “de novo” de pirimidinas ¢ a orotato fosforibosiltransferase
(OPRTase), objeto desse trabalho, e por isso sera descrita em maiores detalhes no proximo item.
A tultima enzima da via ¢ a PyrF ou OMP descarboxilase, que utiliza como substrato a orotidina-
5’ - fosfato (OMP) descarboxilando o mesmo para a formagao de uridina-5’ -fosfato (UMP)
com a liberacdo de uma molécula de CO, A partir desse ponto ocorre uma série de
interconversdes que envolvem diversas enzimas, até¢ a produgdo de CTP, UTP e TTP, como

mostrado na figura 5 (O’ DONOVAN, NEUHARD, 1970).
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Figura 5. Via de sintese “De novo” e Salvamento de Pirimidinas em L. lactis. As enzimas estao representadas
pelos respectivos gene, e as setas indicam a direcao das reacdes. Seguem as abreviaturas: CP, carbamoil fosfato;
CAA, carbamoil aspartato; DHO, dihidroorotato; OMP, orotato monofosfato; C, citosina; U, uracila; T, timina;
CR, citidina; UR, uridina; CdR, deoxicitidina; UdR, deoxiuridina; TdR, deoxitimina. Enzimas codificadas pelos
genes, em ordem alfabética: carAB, carbamoil fosfato sintetase; cdd, citidina deaminase; cmk, CMP quinase;
dcdA, dCMP deaminase; dut, dUTPase; nrdDG, ribonucleotideo ttrifosfato redutase anaerdbica; nrdEF,
ribonucleotideo difosfato redutase; pdp, pirimidina nucleosideo fosforilase; pyK, piruvato quinase; pyrB,
aspartato transcarbamoilase; pyrC, dihidroorotase; pyrDa, dihidroorotato desidrogenase A; pyrDb/pyrK,
dihidroorotato desidrogenase B; pyrE, orotato ribosilfosfotransferase; pyrF, OMP descarboxilase; pyrG, CTP
sintase; pyrH, UMP quinase; tdk, timidina quinase; thyA, timidilato sintetase; tmk, (d)TMP quinase; udk uridina
quinase e upp, uracil fosforilase. Fonte: Kilstrup et al, 2005.

Em B. subtilis, L. lactis e B. caldolyticus a proteina PyrR ¢ a responsavel pela regulacdo
a nivel transcricional do operon pyr, que possui todos os genes requeridos para a sintese de
UMP. A proteina PyrR pode assumir duas conformacdes, tetrdimero ou dimero, e essa
conformacdo esta diretamente relacionada a ndo expressdo ou expressdo dos genes que
compdem o operon pyr. A regulacdo de PyrR ocorre por meio dos metabolitos UMP, UTP e
PRPP, que favorecem a conformacdo dimérica, que se liga a uma sequéncia especifica na fita
de RNA lider, interrompendo a transcri¢ao dos genes. A proteina PyrR ndo é encontrada nas a-
proteobacterias (KILSTRUP et al., 2005; TURNBOUGHT, SWITZER, 2008; HOVE-JENSEN
etal.,2017).
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2.6. OPRTases ou OMP sintases

Fosforribosiltransferase (PRTases) sdo enzimas relacionadas as vias de sintese de
pirimidinas e purinas, via de salvagdo e via “de novo”, e biossintese de histidina e triptofano
(MUSICK; NYHAN, 1981). Orotato fosforibosiltransferase, OPRTase ou PyrE catalisa a
reagdo de sintese de OMP a partir de 4acido ordtico e PRPP, na presenca de magnésio (Figura

6).

0
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Figura 6. Reacio catalisada pela OPRTase. A formagdo de OMP e pirofosfato a partir de acido orotico e PRPP,
na presen¢a de magnésio. Fonte: adaptado de Bhatia et al, 1990.

PyrE ¢ codificada pelo gene pyrE, que em E. coli esta localizado entre os genes dut e
spoT (POULSEN et al., 1983) e se encontra em um mesmo operon que o gene rph que codifica
a Ribonuclease PH. Este operon ¢ sensivel a UTP, sendo que em baixas concentragdes de UTP
ambos 0s genes sdo transcritos, € quando em alta concentragdo, apenas o gene rph ¢ transcrito.
A expressdao do gene pyrE ¢ atenuada por uma estrutura secundaria de mRNA em E. coli
(ANDERSEN et al., 1992). Em P. aeruginosa os genes pyrE e rph estdo flanqueando o gene
cre, responsavel pelo controle da repressdao catabolica (MACGREGOR et al., 1996). As
proteinas da familia PRTase nao apresentam as estruturas primarias e secundarias conservadas,
0 que ¢ uma caracteristica dessa familia. Apesar disso, as estruturas terciarias e quaternarias sao
bem conservadas, principalmente o motivo de ligagdo ao PRPP e o loop catalitico
(GRUBMEYER et al., 1993). A enzima OPRTase de S. typhimurium e E. coli apresentam 97%
de similaridade (HENRIKSEN et al., 1996). A OPRTase de A.brasilense apresenta 36% de
similaridade com a de E. coli.

As enzimas OPRTases podem ser divididas em tipo I e tipo II (MUSICK, 1981). As
enzimas do tipo I, sdo as que fazem parte das vias de purinas e pirimidinas e que apresentam o
motivo de ligagdo ao PRPP, que estruturalmente se apresenta como uma hélice formando um
loop (HENRIKSEN et al, 1996). Os residuos de lisina presentes no /oop tém relagao direta com
a atividade dessa enzima. Porém este /oop adota uma estrutura aberta e desordenada em raio-X

quando na presenca dos substrato (SCAPIN et al., 1995; SCAPIN et al., 1993).
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PytE de E. coli e S. typhimurium apresentam 213 aminoacidos, e de S. cerevisae
apresenta 225 residuos. Todas PyrE sdao composta por dez folhas B e sete a hélices
(HENRIKSEN et al., 1996; SCAPIN et al., 1995; GONZALEZ-SEGURA et al., 2007). Em
Streptococcus mutans sao 209 residuos de aminoacidos, formando oito folhas 3 e sete a hélices
(LIU et al., 2010). A folha B7 ¢ definida estruturalmente como um loop. A proteina pode ser
dividida em trés partes principais, regido C-terminal, Core e regido N-terminal (SCAPIN et al.,
1995; HENRIKSEN et al., 1996; GONZALES-SEGURA et al., 2007). Estudos demonstram
que a OPRTase de E. coli, S. typhimurium, Mycobacterium. tuberculosis e S. cerevisae sao
ativas como homodimeros em solugdo (POULSEN et al., 1984; BHATIA et al., 1990; DONINI
etal., 2017; GONZALEZ-SEGURA et al., 2007).

A interface entre os mondmeros ¢ composta por 25 aminoacidos de cada, e o loop apesar
de ndo interagir com esses aminoacidos, forma uma ponte entre os dois mondmeros. A
conformagao do loop € assimétrica, em um monomero ele esta na conformagao “fechada”,
menos flexivel, enquanto no outro estd na conformacao “aberta” (HENRIKSEN et al., 1996).

O sitio ativo da enzima ¢ formado por estruturas presentes na regido C terminal (folhas
B3, B4, B6 € B7) de um mondmero e regido “core” do segundo mondomero. Uma molécula de
PRPP e uma molécula de &cido ordtico (AO) se ligam por mondmero (Figura 7). PRPP deve
estar ligado ao Mg™? obrigatoriamente (GONZALES-SEGURA et al., 2007). O dominio de
ligacdao ao PRPP se estende da posi¢ao 120 a 132 que cobre parte da folha 6 até o final do loop
em S. typhimurium (GRUBMEYER et al., 2012), de 133-138 em S. cerevisae (GONZALES-
SEGURA et al., 2007) e de 120-128 em M. tuberculosis (DONINI et al., 2017), cobrindo
exatamente a mesma regido. A ligacdo do AO ocorre no centro do loop, onde ¢ coordenado
com o anel de um residuo de fenilalanina (GONZALES-SEGURA et al, 2007,
GRUMBMEYER et al., 2012).
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Figura 7. Estrutura tridimensional da proteina OMP sintase de Salmonella typhimurium. OPRTase
complexada com seus substratos, orotato (em verde), PRPP (em rosa) e Mg (em azul). Subunidade A
em azul e subunidade B em laranja. Fonte: GRUBMEYER et al, 2012.

A enzima PyrE ¢ extremamente estudada em organismos patogé€nicos como S.
typhimurium (GRUBMEYER et al., 2012) e S. mutans (LIU et al., 2010), ou com o foco para
desenvolvimento de novas drogas para doengas como malaria (KRUNGKRALI et al., 2004),
toxoplasmose (JAVAID et al., 1999) e tuberculose (DONINI et al., 2017).

A regulacdo da OPRTase ocorre principalmente a niveis transcricional, como descrito
anteriormente para o operon de E. coli sensivel a UTP, e de forma alostérica, sendo ativada pela

presenca de ATP e PRPP e inibida pela presenca do produto da via, UMP (JONES, 1980).

Regulacao da expressao génica

Histidina
PurR
\ P AMP
Sintese de
Ribose-5-P PRPP === ,icotinamidas
Slntese Salvamento

nucleotldeos Triptofano

ATP,GTP, CTP, UTP,
dATP. dGTP. ACTP.ATTP

Figura 8. Importincia do metabolito 5’ fosforibosil-a-1-pirofosfato (PRPP). A sintense do PRPP esta
representada pela primeira fecha a esquerda, mostrado sua formagao a partir de Ribose 5- fosfato, na via das
pentoses fosfato, pela enzima PRS, PRPP sintetase, com gasto de um ATP. O PRPP ¢ utilizado em biosintense e
salvamento de pirimidinas ¢ purinas, biosintense dos aminoacidos histidina e triptofano e produgdo de
nicotinamidas, usadas como grupos prostéticos em uma variedade de diferentes enzimas. Além disso, o PRPP
também regula PurR, uma proteina em bactérias gram positivas que regula a sintense dos genes relacionados as
vias de purinas. Fonte: adaptado de Kilstrup et al., 2005.

O PRPP ¢ um intermediario comum das vias de pirimidinas e purinas, também ¢
utilizado para a produ¢do de nicotinamidas como NAD" e NADP" e sintese dos aminoacidos
histidina e triptofano como mostrado na figura 8 (KILSTRUP et al., 2005). Em bactérias gram
positivas como B. subtilis e L. lactis o PRPP ¢ o principal inativador de PyrR, reprimindo a
expressao dos genes presentes no operon pyr e € ativador de PurR, que ¢ um repressor da

transcri¢do dos genes pur, relacionados a sintese de purinas (EBBOLE; ZALKIN, 1989).
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2.7. A proteina Ribonuclease PH

Ribonucleases sao essenciais para o metabolismo de RNA onde estdo envolvidas no
processamento de RNA maduro, na conversao de RNA policistronico em monocistronico, na
degradacdo de mRNA, remo¢ao de RNA defeituoso e na digestio de RNA em condicdes de
estresse, como demonstrado na figura 9 (DEUTSCHER, 2006).

Em E. coli sao 15 Rnases e em Bacillus subtilis sao 10 (CONDON, 2003;
DEUTSCHER, 2003). As ribonucleases podem ser classificadas em endorribonuclease e
exorribonucleases. Em E. coli sdo oito exorribonucleases: RNase I, R, D, T, PH, BN, PNPase
e ORNase (LI; DEUTSCHER, 2004).

Em relacdo a regulagdo das ribonucleases pouco se sabe. Os RNA’s sao mantidos
durante a fase de crescimento exponencial e um gatilho aciona a degradacdo em outros
momentos, mas ndo se sabe o que ¢ esse gatilhoe o que o dispara (DEUSTCHER, 2003).
Deutscher (2015a) sugeriu que a regulacdo das ribonucleases na verdade poderia ocorrer pela
prevencao da degradagdo dos RNA’s, por diferentes estratégias como associagdo do RNA a
proteinas, acoplando a transcricao/traducdo, localizagdo celular como os degradossomos na
membrana, alta especificidade dos sitios de ligacdao das ribonucleases, estrutura compacta de
algumas ribonucleases, entre outros.

Em contrapartida, estudos recentes tem demonstrado um outro tipo de regulagdo para a
ribonuclease R. Rnase R ¢ degradada em condi¢des de crescimento celular, condi¢do em que €
acetilada, mas se torna estavel em condi¢des de estresse, quando ndo ocorre sua acetilagao.
Também tem sua estabilidade afetada pela ligagdo ao ribossomo. Quando Rnase R esta ligada

ao ribossomo, o sequestro da enzima leva a protegdo do RNA (DEUTSCHER, 2015a).
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Figura 9. Comparacio entre degradacdo e maturacdo do mRNA e RNA estiavel em Escherichia coli. A
degradagao inicial de mRNA e a maturacdo de rRNA e tRNA ¢ realizada por endorribonucleases, RNase E, G, III
e P. As enzimas responsaveis por gerar fragmentos de RNA estavel sdo RNases E e PH, duas exorribonucleases
(SULTHANA et al., 2016). Assim como as exorribonucleases, II, R e PNPase sdo responsaveis pela degradagdo
terminal do mRNA. A degradacdo de RNA estavel também utiliza em sua fase terminal as exorribonucleases R e
PNPase. A maturacdo da por¢ao 3’ dos tRNAs e alguns rRNAs, usa as ribonucleases T ou PH. Fonte: adaptado de
Deutcher et al., 2006.

A Ribonuclease PH (Rph) foi descrita pela primeira vez por Deutscher et al., (1988).
Rph ¢ um membro da familia PDX, assim como PNPase, o que significa que ¢ uma
exorribonuclease 3’-5’ fosfato dependente (ZUO; DEUTSCHER, 2002). Os membros dessa
familia usam o fosfato em vez da 4gua como nucleéfilo gerando nucleosideos difosfatados (LI,
DEUTSCHER, 2004). Em E. coli Rph apresenta 238 aminoéacidos e massa molecular 25,5 kDa.
Entretanto, em géis de eletroforese SDS-PAGE apresenta migracdo andmala, e aparece perto
de 30 kDa, podendo aparecer em multiplas bandas e/ou formar agregados que podem apresentar
massa de até 200 kDa (JARRIGE et al., 2002; KATAYANAGTI et al., 1992; OGAWA;
OKAZAKI, 1984).

A estrutura de PNPase e Rph ¢ muito similar. Ambas formam uma estrutura de anel
hexamérico (Fig 10A), formado de trimeros de dimeros. A estrutura geral de Rph em Aquifex
aeolicus é formada por dobras do tipo Bafa (Fig. 10B). A formagdo dos dimeros ocorre em trés
partes da molécula, regido N terminal hélice a6, a N-terminal hélice a4, proxima ao centro do

anel, e no meio das duas o hélices, uma folha B, 9. Os sitios de liga¢do ao fosfato, trés, sdo na
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superficie de uma fenda formada pelas o hélices, a3- a5, e as folhas B, 6- B9 (Fig. 10C) (ISHII
et al.,2003).

Figura 10. Estrutura da Ribonuclease PH de Aquifex aeolicus. (A) Vista do topo, estrutura hexamerica da
Ribonuclease PH, as seis subunidades estdo em cores diferentes. (B) Subunidade da Ribonuclease PH, C e N,
indicam as porg¢des C- terminal e N-terminal, em amarelo e laranja as o hélices, e em azul as folhas . (C) Vista
do sitio de ligagdo ao fosfato mostrado em vermelho no centro e ao lado dele o tugstato, em rosa. Em verde a
estrutura de RNase PH, e em azul a estrutura de PNPase de Streptomyces antibioticus. Fonte: adaptado ISHII et
al, 2003.

Em E. coli Rph esta envolvida na maturagdo do rRNA 17S, precursor do 16S,
(SULTHANA; DEUTSCHER, 2013) assim como na maturagdo de alguns tRNAs
(DEUTSCHER, 2015b). Estudos demonstraram por ensaios de pul/l-down que Rph interage
com um dominio acido de 80 aminoacidos na Ribonuclease E, sugerindo uma atividade
conjunta das duas ribonucleases na maturagio de RNA transportadores (DURAN-FIGUEROA
et al., 2006; MARTINEZ et al., 2014).

Sulthana e colaboradores (2016) demonstraram a importancia de Rph na iniciagdo da
degradagdo de RNA ribossomal. Um trabalho recente demonstrou que Rnase II regula a

atividade de Rph durante limitagdo de nutrientes (SULTHANA et al., 2017). A Rnase II ¢
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extremamente importante para a célula, sua auséncia causa uma enorme degradacdao de RNA,
levando a morte celular (CHENG, DEUTSCHER, 2003). Entretanto, a morte celular causada
na auséncia de Rnase II pode ser revertida quando na auséncia também de Rph. Na auséncia de

ambas a célula permanece viavel (SULTHANA et al, 2016, SULTHANA et al, 2017).
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3. JUSTIFICATIVA

As PII sdo proteinas sinalizadoras do metabolismo de nitrogénio respondendo aos niveis
intracelulares de nitrogénio fixado, ao estado energético celular pela ligagdo de ATP/ADP e a
disponibilidade de C/N através da ligacdo do 2-oxoglutarato (2-OG) (HUERGO et al, 2015).
PII agem recebendo esses sinais intracelulares e respondendo a eles por mudangas
conformacionais na regiao do /oop ou al¢a T, direcionado assim a interagao de PII com suas
proteinas alvo (TRUAN et al., 2010). Estudos recentes tém demonstrado que a regulagdo por
PII ndo ¢ exclusiva do metabolismo de nitrogénio. A descoberta da regulagdo da Acetil-CoA
carboxilase (ACC) por PII em Arabidopsis thaliana, Escherichia coli, Azospirillum brasilense
e Symechoccocus elongatus abriu um leque de possibilidades até entdo desconhecido
(BOURRELIER et al., 2010; RODRIGUES et al., 2014; GERHARDT et al., 2012; HAUF et
al., 2016). Entretanto, até o momento, ACC ¢ o unico alvo de PII descrito no metabolismo de
carbono. A busca por novos alvos de PII foi iniciada por Gerhardt (2015) que utilizou a proteina
PII, GInZ de A. brasilense com cauda de histidina imobilizadas em colunas de niquel ¢ um
extrato de 4. brasilense 2812. Esse ensaio gerou uma lista de possiveis proteinas candidatas a
interacao com GInZ, reforgando a hipotese de uma regulacao mais ampla do metabolismo, por
meio de PII, tornando necessario o estudo dessas possiveis interagdes de forma aprofundada,
afim de entender o papel de PII no metabolismo. Entre os possiveis alvos, a proteina Orotato
fosforibosiltransferase (PyrE) se destacou por apresentar o maior enriquecimento em relagao
ao controle nos ensaios de Gerhardt (2015). PyrE € uma enzima da via de sintese “De novo” de
pirimidinas, e tem sido extensivamente estudada em microrganismos patogénicos, como um
alvo para novas drogas, devido as divergéncias estruturais entre as de bactérias e de mamiferos
(WANG e al., 2012; BREDA et al., 2012; DONINI et al., 2017). Ribonuclease PH ¢ uma
exorribonuclease cuja fungdo e regulacdo ndo ¢ completamente entendida até o momento,
entretanto sabe-se da importancia dessa proteina na maturagdo de RNA e na sua degradagdo em
periodos de limitagdo de nutrientes (DEUTSCHER, 2003; SULTHANA et al., 2016;
SULTHANA et al., 2017). O gene pyrE estd no mesmo operon que o gene rph (ANDERSEN
et al., 1992), sugerindo uma possivel ligacdo entre essas duas proteinas. Neste trabalho foi
avaliado a capacidade das proteinas PyrE e Rph de interagir com as proteinas PII de A.

brasilense.
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4. OBJETIVOS

4.1. Objetivo Geral

Investigar a possivel interacdo de proteinas PII, GInZ e GInB, com as proteinas Orotato

fosforibosiltransferase e Ribonuclease PH de Azospirillum brasilense.

4.2. Objetivos Especificos

v Clonar os genes pyrE e rph em vetores de expressido pET28a e pET29a;

v' Expressar e purificar as proteinas PyrE e Rph, nas suas formas nativas e com cauda de
histidina;

v Investigar a interacdo de PyrE com as proteinas PII, GInZ e GInB in vitro, na presenca
de seus efetores, ATP, ADP e 2-Oxoglutarato;

v’ Investigar a interagdo de PyrE com a proteina mutante GlnZ-Aloop.

(\

Investigar a interagao de PyrE com a proteina GInZ uridililada.

v' Investigar a interagdo da proteina Ribonuclease PH com GInZ.
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As bactérias e plasmideos que foram usados neste trabalho estdo listados nas TABELA

1 e TABELA 2.

TABELA 1. ESTIRPES BACTERIANAS.

Sambrook et al., 1989

E. coli

BL21 (ADE3) hsdS, gal(Aclts 857 indl Sam7 nin5 lacUV5-T7 Sambrook et al., 1989
gene 1)

DH10B Sm', F¢ [proAB" lacZAM15]

A. brasilense

FP2 Nal" Sm" Estirpe selvagem, SP7 Nif"

Fonte: a autora.

TABELA 2. PLASMIDEOS.

pET28a
pET29a
pPAGRPHhis
PAGRPH
pAGPYREDhis

pAGPYRE

pLHDK7PZHis
pLMA-MLV1

pMSA4

pLH25PET

pGAHisGInZAloop

Fonte: a autora.

Km'" vetor de expressao promotor T7

Km" vetor de expressao promotor T7

Km'. Expressa A. brasilense Rph 6xHis-Tag-N-
terminal no pET28a.

Km'". Expressa A. brasilense Rph nativa no
pET29a.

Km'. Expressa A. brasilense PyrE 6xHis-Tag-N-
terminal no pET28a.

Km', Expressa A. brasilense PyrE nativa no
pET29a.

Cm'. Expressa 4. brasilense His-GInZ em pDK7
Km'". Expressa 4. brasilense His-GInB em
pET28a.

Km'". Expressa A4. brasilense GInZ nativa em
pET29a.

Km'". Expressa A. brasilense GInB nativa em
pET29a.

Km'. Expressa 4. brasilense His-GInZ-Aloop em
pET28a.

Pedrosa e Yates, 1984

Novagen
Novagen

Este trabalho
Este trabalho
Este trabalho

Este trabalho
Huergo et al., (2006)
Aratjo et al., (2004)

Moure et al., (2012)

Huergo et al., (2005)

Araujo (2018)
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5.2. Condicoes de cultivo

Para cultivo de E. coli as células foram cultivadas em meio liquido Luria-Bertani (LB)
(SAMBROOK et al., 1989) mantidas a temperatura de 37°C sob agitacdo constante. Para
cultivo em meio sélido foi utilizado o meio Luria- Bertani com agar (LA) sendo as placas
mantidas a 37°C.

Composicao do meio Luria Bertani: (SAMBROOK et al., 1989)

Extrato de levedura 5g/L
NaCl 10g/L
Triptona 10g/L

As estirpes de A. brasilense foram cultivadas a 30°C em meio NFb lactato

Composicao do meio NFb lactato (SAMBROOK et al., 1989).:

MgS04.7H20 2,0x 10" g/L
NaCl 1,0x 107" g/L
CaCl, 2,0x 102 g/L
Acido nitrilo-triacético 5,6 x 102 g/L
FeSOs. 7TH,O 2,0x 102 g/L
Lactato de Sodio 5,0 g/LL
Biotina 1,0x 10% g/L
NaMo0O4.2H>O 2,0x 103 g/L
MnSO4. H2O 2,35x 107 g/L
H3BO4 2,8x 107 g/L
CuS04.5H.0 8,0x 10° g/L
ZnS04.7H20 2,4x 10 g/L
pH 6,5

Como fonte de nitrogénio foi utilizado NH4Cl 20 mM. As solu¢des de fosfato (K:HPO4
17,8 g/l e KH2PO4 159,5 g/L) e cloreto de amonio foram autoclavadas separadamente e

adicionadas no momento do uso.
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5.3. Antibidticos

Os antibidticos empregados e suas respectivas concentragdes finais: canamicina (Km)
100 pg/ml, 4cido nalidixico (Nal) 20pug/ml, cloranfenicol (Cm) 30pg/ml e estreptomicina (Sm)
80ug/ml. As solugdes estoque dos antibidticos foram preparadas como descrito por Sambrook

et al., (1989) e mantidas a 4°C.

5.4. Desenho dos oligonucleotideos iniciadores

Os oligonucleotideos iniciadores utilizados foram construidos com base no genoma de
Azospirillum brasilense sp245 (WISNIEWSKI-DYE et al., 2011), sendo identificado os codons
de inicio (identificados na Tabela 3 em verde) e cddons complementares de termino
(identificados na tabela 3 em azul). Foram adicionados os sitios de corte para as enzimas
Ndel(F) e BamHI(R) respectivamente, como mostrado na Tabela 3, em cor vermelha. Os
oligonucleotideos iniciadores foram sintetizados pela empresa IDT e estdo representados na

TABELA 3.

TABELA 3. OLIGONUCLEOTIDEOS INICIADORES DESENHADOS PARA ESTE
TRABALHO E RESPECTIVAS ENZIMAS DE RESTRICAO.

PyrE F 5’- GTTAGCATATGACCACCGCCGCTTTGC - ‘3 Ndel
PyrE R 5’- CTCCGGGATCCTCAGTCGAAGCTGGCCTTGC- ‘3 BamHI
rPH F 5’- CATGCCATATGCGTCCCTCCGGC- 3 Ndel
rPHR 5’- CGCCTGGATCCTTACTTCACCGCGATCGC- ‘3 BamHI

Fonte: a autora.
*Em vermelho estdo destacados os sitios de corte para as enzimas Ndel e BamHI.
*Em verde estdo destacados os sitios de inicio da traducao.

*Em azul estdo destacados os sitios de termino da tradugdo.

5.5. Eletroforese de DNA

A eletroforese de DNA foi realizada em gel de agarose horizontal conforme descrito por
SAMBROOK et al., (1989). O DNA foi visualizado apds tratamento com brometo de etideo
(0,5 pg/mL) em transiluminador de luz ultravioleta e o perfil eletroforético foi registrado

fotograficamente por um sistema de imagem-acoplado (UVP).
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5.6. Amplificacio de DNA por PCR

A amplificacdo de DNA foi realizada utilizando o sistema de reacdo em cadeia da
polimerase (PCR) (KOCHER; WILSON, 1991). Coloénias isoladas de Azospirillum brasilense
FP2 foram aquecidas a 100°C durante 10 minutos, e foram usadas como DNA molde nas
reacoes. Os tampoes de reagao continham: 20 mM de Tris-HCI pH 8,4, 50 mM de KCl, 0,2 mM
de dNTPs, 10 pmol de cada primer, 1,5 mM de MgCl, 5% (v/v) da cultura aquecida como
DNA molde, 5% (v/v) DMSO e Pfu turbo polimerase com atividade revisora (purificada em

nosso laboratorio).

5.7.  Ensaios de restricao e ligacio

As condi¢gdes da reacdo para o ensaio de restricdo foram realizadas conforme
recomendacdes do fabricante das endonucleases usadas neste projeto (BamHI e Ndel da
empresa Thermo Scientific). Os vetores pET28a e pET29a, assim como os DNAs amplificados
anteriormente (insertos), foram digeridos com as enzimas BamHI e Ndel. Para reacdo de
ligacdo, o DNA plasmidial foi digerido, e os insertos foram misturados ao tampao de ligacao

contendo a T4 DNA ligase e incubados a 4°C durante a noite.

5.8. Transformacao bacteriana por Choque Térmico

5.8.1. Preparo de Células

As células termocompetentes foram preparadas segundo Chung ef al., (1989). Coldnias
de E. coli DH10B ou BL21 (ADE3) foram coletadas de uma placa de meio LA e incubadas com
meio LB a 37°C sob agitagdo constante overnight. Posteriormente a cultura foi transferida para
250 ml de meio LB + antibidtico especifico, mantido a 37°C sob agitagao constante até a DOsoo
0,3 e0,4. As células foram mantidas em gelo durante 30 minutos, centrifugadas a 3000 x g por
10 minutos a 4°C e ressuspensas em uma solucao gelada de CaCl, 0,1M. Apos 60 minutos no

gelo as células foram novamente centrifugadas a 3000 x g por 10 minutos a 4°C e ressuspensas
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em 8 ml de solucdo gelada de CaCl; 0,1M + glicerol 15%. Foram preparadas aliquotas de cerca

de 200 uL e armazenadas a -80°C.

5.8.2. Transformacio

Para a transformagdo, as cé€lulas competentes foram mantidas em gelo,
aproximadamente 10 minutos antes do procedimento. O DNA plasmidial de interesse foi
adicionado a solucdo de células, que foi mantida em gelo por 30 minutos, seguido de
aquecimento a 42°C por 2 minutos e banho de gelo por 2 minutos. As células transformadas
foram entdo ressuspensas em 1 ml de meio LB, recuperadas a 37°C por 40 minutos, € em
seguida plaquedas em meio LA com antibiotico adequado e incubadas em estufa a 37°C durante

a noite.

5.9. Purificacio de plasmideo

A extracdo de plasmideos foi realizada segundo o método de lise alcalina (SAMBROOK
et al., 1989). Aproximadamente 3 ml de uma cultura de E. coli contendo o plasmideo de
interesse crescidas overnight a 37°C, foi centrifugada a 13.000 rpm (MiniSpin Eppendorf), por
60 segundos. O precipitado foi entdo ressuspenso em tampao GET (50mM de glucose, 25 mM
de Tris-HCI pH 8,0 ¢ 10 mM de EDTA), com adi¢do de 0,3% (v/v) RNAse (2 mg/ml). A lise
celular foi realizada com 1% de SDS e 0,2 M de NaOH. As proteinas e o DNA cromossomal
foram precipitados com uma solu¢ao de Kacf (acetato de potassio 3 M, pH 4,8 e 4cido férmico
1,8 M) durante 10 minutos em banho de gelo. Entdo foi adicionado 200uL de solucdo fenol:
cloroférmio: alcool isoamilico (25:24:1), homogeneizado em vortex e centrifugado a 13.000
rpm, durante 10 minutos. Apods a centrifugacao o sobrenadante foi coletado e transferido para
outro tubo onde foi adicionado 0,6 volumes de isopropanol, ¢ mantido em gelo durante 5
minutos. A amostra foi centrifugada novamente a 13.000 rpm (MiniSpin Eppendorff), durante
10 minutos. O sobrenadante foi descartado e adicionado 500uL etanol 70% e centrifugado
novamente a 13.000 rpm, durante 5 minutos. O sobrenadante foi descartado a amostra foi seca
em estufa, a 37°C, durante uma hora. Em seguida foi ressupenso em agua e congelado em

freezer a -20°C.
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5.10. Analise de plasmideos recombinantes

Para a andlise dos plasmideos recombinantes duas técnicas foram utilizadas.
Inicialmente foi utilizada a técnica de PCR de coldnia, retirando a coldnia da placa e utilizando
como DNA molde para PCR juntamente com os primers apresentados na tabela 3 para pyrE e
rph. A segunda estratégia utilizada foi a purificacdo do plasmideo, seguido da restricdo do

plasmideo, como descrito nos itens 5.9 e 5.7, respectivamente.

5.11. Subclonagem dos genes pyrE e rph

Primeiramente os genes alvos foram clonados em pET28a, e ap6s a confirmacdo do
clone por analise de restricdo e sequenciamento, os genes foram subclonados em pET29a. Os
clones em pET28a foram cortados com as enzimas de restricdo Ndel e BamHI liberando o
inserto. Essa amostra foi entdo submetida a corrida em gel de agarose 1%, ¢ a banda referente
ao gene, que foi liberado do plasmideo, foi cortada do gel e transferida para um microtubo de
1,5 mL. Posteriormente esse fragmento foi extraido do gel utilizando o Kit /llustra GFX PCR
DNA and gel band purification kit GE Healthcare. O fragmento de DNA extraido foi incubado
com o plasmideo pET29a, previamente purificado e digerido com as enzimas Ndel e BamHI, e
a ligagdo ocorreu como descrito no item 5.7. O plasmideo recombinante foi transferido para

uma estirpe de E. coli DH10B por meio de transformagao quimiocompetente.

5.12. Sequenciamento de DNA

O sequenciamento de DNA foi realizado utilizando o método de terminacao de cadeia
por didesoxirribonucleotideos (SANGER ef al., 1977) e um sequenciador automatico de DNA
(Applied Byosystems). Os plasmideos utilizados como molde para o sequenciamento foram
purificados segundo o item 5.9 e posteriormente submetidos a PCR com os primers especificos
para o gene de interesse ou para o plasmideo pET, o T7 terminador e iniciador.

Os produtos de PCR foram precipitados para a reagdo de sequenciamento adicionando
acetato de amonio 7,5M e etanol PA (para 10uL de reagdo foi utilizado 2pL. de acetato de
amonio e 66uL de etanol). A mistura foi entdo centrifugada durante 45 minutos a 13.000 rpm

(MiniSpin Eppendorf). O sobrenadante foi descartado e foi adicionado 100uL de etanol 70%,
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centrifugado durante 15 minutos a 13.000 rpm (MiniSpin Eppendorf), e posteriormente seco

em bancada. As analises foram realizadas no programa BioEdit.

5.13. Expressao das proteinas de interesse

A expressdo das proteinas de interesse foi realizada em células de E. coli BL21 (ADE3)
contendo os plasmideos pAGRPHhis, pAGRPH, pAGPYREhis ou pAGPYRE, que expressam,
respectivamente, as proteinas Rph-His, Rph nativa, PyrE-His e PyrE nativa. As células foram
cultivadas em 200 ml de meio LB com antibidtico, a 37°C até atingirem a DOegoo 0,5-0,7 a
inducdo da expressdo das proteinas foi iniciada com a adi¢ao de 0,5 mM de isopropil B-D-1-
thiogalactopiranosideo (IPTG) a cultura que foi incubada a 37°C durante 3 horas sob agitagao
constante. A cultura foi centrifugada a 5000 rpm por 5 minutos a 4°C e as células foram
ressuspensas em tampao A para proteinas nativas (Tris-HCI 50 mM, NaCl 100 mM, pH 8,0), e
para as com cauda de histidina (Tris-HCI 50 mM, NaCl 100 mM, 25 mM de Imidazol, pH 8,0).
As células foram mantidas em banho de gelo durante o procedimento de sonicacdo para lise
celular. Apos a lise, o extrato foi centrifugado por 30 minutos, 20000 x g a 4 °C e a fracdo

soluvel foi carregada na coluna cromatografica adequada para purificagao.

5.14. Eletroforese de proteinas

A eletroforese de proteina foi realizada como descrito por Laemmli (1970), sob
condi¢des desnaturantes. A concentragdo do gel variou entre 7,5 a 12,5% de acordo com a
massa molecular da proteina. As solucdes utilizadas foram preparadas segundo Huergo e
colaboradores (2006). As corridas foram realizadas sob voltagem de 100 a 200 V em tampao

de corrida Tris Glicina. Apos a corrida o gel foi corado com Azul de Coomassie.

5.15. Purificacio das proteina PyrE-His e Rph-His de Azospirillum brasilense

Para a purificagdo das proteinas PyrE e Rph fusionadas com uma sequéncia de 6

histidinas na por¢do N-terminal, foi utilizada cromatografia de afinidade em coluna Hitrap-
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Chelanting (GE HealthCare) acoplada a uma bomba peristaltica. A coluna Hitrap- Chelanting
foi carregada com NiCl,, como descrito pelo fabricante, e lavada com agua ultrapura para retirar
o excesso de cloreto de niquel. Posteriormente a coluna foi equilibrada com 5 volumes de
coluna de tampao A (TrisHCI 50mM, NaCl 100mM, Imidazol 25mM, pH 8,0) carregada com
a fracdo soluvel das proteinas de interesse (preparada como descrito no item 5.13). As proteinas
ndo ligadas foram coletadas e a fracdo foi denominada como Fra¢do ndo Ligada (FNL). Em
seguida a coluna foi lavada com o tampao A, cerca de 2 volumes de coluna, e coletada a fracao
denominada Fracdo de Lavagem (FL). A elui¢c@o da proteina ocorreu por meio de gradiente de
imidazol que variou de 100 mM a 1 M, sendo coletadas fragdes de aproximadamente 1,5 ml.
As fracOes foram analisadas por gel de SDS-PAGE. As fragdes com maior concentracdo de
proteina foram agrupadas e submetidas a didlise em membranas de Cut-off de 12kDa em tampao
de didlise (Tris-HC1 50mM, NaCl 100mM, Imidazol 25mM, Glicerol 50%). Durante a dialise,
parte da proteina PyrE precipitou, sendo entdo centrifugada a 20.000 x g, por 10 minutos e

recuperada. Ambas as proteina foram aliquotadas e armazenadas a -20°C.

5.16. Teste de Resina para proteinas nativas

Para a purificagao das proteinas nativas, PyrE eRph foi realizado um teste de ligagao a
resina, com resinas Sepharose Fast Flow (GE HealthCare) sendo elas, SP, DEAE, Heparina,
CMe Q.

Para realizacdo do teste, 1 ml das resinas supracitadas foram aliquotadas em microtubos,
e deixadas decantar durante alguns minutos até que fosse possivel retirar a camada liquida
referente ao etanol 20% onde estdo armazenadas as resinas. Posteriormente foi realizada duas
lavagens com 500uL agua ultrapura. Foi entdo adicionado as resinas 500pL do tampao TP1
(Tris-HCI 50mM, NaCl 100mM, pH 8,0) e 500uL da Fragdao Soluvel (FS) de Rph ou PyrE
(como descrito no item 5.13), e entdo foi homogeneizado por vortéx e mantido a temperatura
ambiente durante 10 minutos. O sobrenadante foi retirado e separado, denominado como Fragao
ndo ligada (FNL). Foram realizadas duas lavagens com tampao TP1, denominadas Al e A2.
Posteriormente foi utilizado o tampao TP2 (Tris-HCl 50mM, NaCl 1M, pH 8,0) para eluir a
proteina (fracdo B). As amostras foram analisadas por gel de eletroforese SDS-PAGE. Para a
purificacao foi selecionada a resina na qual a proteina se ligou com maior afinidade e foi eluida

quando na presenc¢a do TP2.
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5.17. Purificacdo da proteina Rph nativa de Azospirillum brasilense

Para Rph nativa de 4. brasilense a resina escolhida foi a de heparina. Foi utilizada uma
coluna Hitrap- Heparina, que foi lavada com 5 volumes de dgua, e posteriormente equilibrada
com o tampao TP1. A fragdo soluvel de Rph (descrito no item 5.13) foi carregada na coluna, e
coletada a fragdo denominada Fracdo ndo ligada (FNL). Foi realizada a lavagem da coluna com
o tampdo TP1 e coletada a fragdo denominada Fracdo de Lavagem (FL). Em seguida foi
utilizado um gradiente de NaCl que variou de 100mM a 1M para a eluicao da proteina, com
fracdes de 1 ml coletadas. As fragdes foram analisadas em gel de poliacrilamida SDS-PAGE e
as fracdes que apresentaram maior concentragdo de proteinas foram agrupadas. Optou-se por
realizar a retirada do sal do tampao por meio de colunas Desalting. As colunas Desalting (GE
HealtCare) foram lavadas com agua ultrapura e posteriormente equilibradas com tampao de
Desalting (Tris-HCI 50 mM, NaCl 100mM e 10% de Glicerol), as fracdes agrupadas na etapa
anterior foram carregadas na coluna e eluidas no tampao de desalting. As fragdes eluidas que

apresentaram proteina foram agrupadas, aliquotados, quantificadas e armazenadas a -20°C.

5.18. Purificacido da proteina PyrE nativa de Azospirillum brasilense

A proteina PyrE nativa de A. brasilense foi purificada da mesma forma que a proteina
Rph descrita no item 5.17. As fragdes foram analisadas em gel de poliacrilamida SDS-PAGE e
as fragcdes que apresentaram maior concentragdo de proteinas foram agrupadas e submetidas a
gel filtragdo em Sephacryl S-200 (GE HealthCare) acoplada ao sistema AKTA. O tampao
utilizado para a corrida foi Tris-HCI 50mM, NaCl 100mM, Glicerol 5%, pH 8,0, foram
coletadas fracdes de 1 ml, analisadas por meio de eletroforese SDS-PAGE. As fragdes que
apresentaram maior quantidade de proteinas sem contaminantes foram agrupadas, aliquotadas

e armazenadas a -20°C.

5.19. Cromatografia em Gel filtracio em Superose 6

A cromatografia de gel filtracdo analitica foi realizada em coluna de Superose 6 10/30
(GE Healthcare) utilizando um tampao Tris-HCl 50 mM, NaCl 100 mM, glicerol 5% (v/v), pH

8,0. A coluna foi calibrada com o marcador de massa molecular da BioRad com as seguintes
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proteinas e massas: Tiroglobulina (670 kDa), Gama-globulina (158 kDa), Ovoalbumina (44
kDa) e Mioglobina (17 kDa). A proteina purificada foi carregada na coluna e a corrida foi

realizada a temperatura ambiente com um fluxo de 0,5 ml/min.

5.20. Purificacdo das proteinas PII

As proteinas GInZ e GInB de Azospirillum brasilense foram purificadas de acordo com
Moure et al., (2012) utilizando um aquecimento prévio a 70°C e posteriormente carregando o
extrato soluvel em uma resina de Heparina, e eluida em um gradiente de KCI. As proteinas His-
GInZ e His-GInB foram purificadas por meio de uma resina Hitrap — Chelanting carregada com
NiCl e eluidas em gradiente crescente de imidazol (ARA[jJO et al., 2004; MOURE et al.,
2012). His-GInZ-A loop foi purificada de acordo com Araujo (2018).

5.21. Dosagem de proteinas

As dosagens de proteinas foram realizadas segundo o método de Bradford (Bradford,
1976), utilizando o reagente Bradford (BioRad). As reacdes foram preparadas em placas de 96
pocos utilizando 20uL de volume final de amostra e 180uL do reagente de Bradford. Para curva
padrao foi utilizado albumina bovina (BSA) em concentracdes de 20, 40, 60, 80 e 100 pg/ml.

A leitura da absorbancia foi realizada em leitor de microplacas (BioRad) a 595 nm.

5.22. Identificacio de proteinas por MALDI-TOF/MS

As proteinas purificadas neste trabalho, PyrE e Rph, foram submetidas a analise por
MALDI-TOF/MS segundo Shevchenko et al., (1996) e Gerhardt (2015). As bandas
correspondentes as proteinas de interesse foram extraidas de gel SDS-PAGE e armazenadas em
microtubos de 1,5 ml. As bandas foram descoradas com descorante (bicarbonato de amonio
25mM, 50% de acetonitrila, pH 8,0), realizando-se diversas lavagens, até que o fragmento de
gel perdesse a coloragdo azulada. Posteriormente os fragmentos foram lavados duas vezes com
acetonitrila 100% por cinco minutos ¢ em seguida foram secos em bancada. Para a digestao

com a enzima tripsina, as bandas foram incubadas com tampao bicarbonato de amdnio 40 mM,
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pH 8,0, acetonitrila 10% e tripsina 15ng/puL, durante 30 minutos em gelo, e posteriormente
durante 16 horas a 37°C. Um microlitro da solugdo de digestao foi misturada com um microlitro
da matriz de acetonitrila 50% ¢ acido trifluoracético 0,1%, saturada com a matriz HCCA -acido
—0-ciano-4-hidroxinamico. As amostras foram entao aplicadas em placa de MALDI e incubadas
em temperatura ambiente até a cristalizacdo. A placa foi entdo analisada em espectrometro
MALDI-TOF/TOF Autoflex II (Bruker Daltonics) onde geraram os picos adquiridos no modo
positivo utilizando voltagem de 20 kV, usando o software FlexAnalysis 3.0 (Bruker Daltonics).
A 1identificacdo das proteinas foi realizada utilizando o software Mascot 2.2 e o banco de dados

de proteinas de Azospirillum brasilense sp.245 (WISNIEWSKI-DYE et al., 2011).

5.23. Ensaio de Co-precipitacao (Pull-Down) in vitro

Para os ensaios utilizando a técnica de co-precipitacdo de complexos formados na resina
MagneHis-Ni*" (Promega) foram utilizadas as proteinas purificadas neste trabalho PyrE-His,
Rph-His, PyrE, Rph, His- GInZ, além das proteinas GInB, GInZ, His-GInB e His-GInZ-Aloop
(gentilmente cedidas por Gillize Aparecida Telles de Araujo e Alysson Henrique Urbanski).
Os ensaios foram realizados segundo Huergo et al., (2007) com modificagdes. Foi utilizado
um tampao de interacdo, denominado TPI (Tris-HC] 50mM pH 8,0, NaCl 100mM, Glicerol
20%, Imidazol 40 mM, MgCl, 5 mM, detergente —-LDAO, Tween 20, Nonidet ou Triton-
0,05% e 1 mM dos efetores, ATP, ADP e 2-OQ) e para cada reagao foi utilizado SpL de resina
magnética. A resina foi primeiramente lavada com 200uL de TPI e entdo foi adicionado
400uL de TPI + 20pg de proteina His e incubado por 15 minutos, homogeneizando em vortex
a cada 3 minutos, a temperatura ambiente. Em seguida o tampao foi retirado a resina foi lavada
com 200uL de TPI. Foi adicionado 400uL + 50ug da proteina nativa, e incubado por 15
minutos, homogeneizando em vortex a cada 3 minutos, a temperatura ambiente. Por fim, o
tampao foi retirado e realizado mais trés lavagens consecutivas com tampao TPIL. Para que
ocorresse o desligamento da proteina da resina foi utilizado 20uL de tampao de amostra
(TrisHC1 0,0625 M, pH6,8, 0,01% de azul de bromofenol, 10% de glicerol, 2% de SDS e 5%
de B-mercaptoetanol) por tubo. As amostras foram fervidas a 100°C durante 5 minutos e

aplicadas em gel de SDS-PAGE para analise.
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6. RESULTADOS E DISCUSSAO

6.1. Clonagem dos genes pyrE e rph de A. brasilense

Com o objetivo de caracterizar a interacao das proteinas PII com as proteinas PyrE e
Rph de 4. brasilense, os genes pyrE (Orotato fosforibosiltransferase) e rph (Rnase PH) foram
clonados no vetor de expressdo pET28a. Para este fim, iniciadores foram desenhados para
permitir a amplificagdo destes genes por meio de reacdo em cadeia da polimerase (PCR) a partir
do genoma de 4. brasilense sp245. A amplificagdo dos genes por PCR ocorreu de acordo com
as condi¢des descritas no item 5.6. Para o gene pyrE (695 pb), a temperatura de amplificagdo
com TaqgPolimerase foi 69,6°C e para Pfu 69,9°C. Para o gene rph (720 pb) a temperatura de
amplificacdo com TaqPolimerase foi 65,5°C e para Pfu 62,8°C.

As reagdes de PCR para ambos os gene rph e pyrE geraram um amplicon inico com o
tamanho esperado como pode ser observado em andlise de eletroforese (Figura 11Figura 11).
Os produtos de PCR foram digeridos com as enzimas de restricdo Ndel e BamHI e ligados ao
vetor pET28a previamente digerido com as mesmas enzimas. As misturas de ligacdo foram

transformadas em E. coli DH10B e plaqueadas em meio LA contendo canamicina.

M RPH M PYRE
—
R
- <
-
—— -
- &
— =
-
Ay -
L LY
1500 19007
1000 \
1000 ey \4 750
750 L 500
500 250
250
A : B

Figura 11. Perfil eletroforético das amplificacdes do gene rph e pyrE por reacido em cadeia da polimerase
(PCR). Gel de agarose 1% corado com brometo de etideo e revelado por sistema UVP. (A) amplificacdo do gene
rph. M, marcador de peso molecular representado em pares de bases (pb), RPH fragmento do gene rph amplificado.
(B) amplificagdo do gene pyrE. M, marcador de peso molecular representado em pares de bases (pb), PYRE,
fragmento do gene pyre amplificado.
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As colonias que cresceram na placa apos 24 horas de incubagao foram selecionadas. Foi
realizada a purificacdo dos plasmideos das colonias selecionadas e restricdo com as enzimas
Ndel e BamHI. As andlises dos plasmideos recombinantes foi realizada através de eletroforese
em gel de agarose. Na Figura 12 pode ser observado o aparecimento de duas bandas: uma
referente ao vetor (5,5 kb) e outra com o tamanho esperado para os insertos, rph (720 pb) e
pyrE (695 pb). Os plasmideos recombinates foram denominados pAGPYREhis e pAGRPHhis
para pyrE e rph, respectivamente.

Uma vez obtidos os clones em pET28a foi realizada a subclonagem dos genes pyrE e
rph em pET29a. A clonagem com Ndel em pET28a resulta na adicdo de uma cauda de seis
histidinas na por¢dao N-terminal da proteina a ser expressa, facilitando a purificacdo das
proteinas recombinantes. Porém, ensaios preliminares de interag@o entre PyrE e RNasePH com
cauda de histidina e GInZ em sua forma nativa se mostraram inconclusivos. Assim, optamos
pela subclonagem dos genes no vetor pET29a a fim de obter as sequencias nativas das proteinas
sem adicdo de caudas.

Os genes pyrE e rph clonados no pET28a foram removidos por digestao com as enzimas
Ndel e BamHI, e extraidos do gel apos eletroforese em gel de agarose. Os fragmentos foram
purificados por meio de kit e ligados ao vetor pET29a. A mistura de ligagdo foi transformada
em céulas DHI0B de E. coli. Colonias resistentes a canamicina foram selecionadas e os
plasmideos recombinantes foram confirmados por meio de restricio com as enzimas Ndel e
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Figura 12. Perfil eletroforético da restricao dos plasmideos pAGRPHhis e pAGPYREhis. Gel de agarose 1%
corado com brometo de etideo e relevado por sistema UVP. Por meio de restri¢do do plasmideo, purificado a
partir de colonias obtidas na transformag@o, foi realizada a confirmagdo da inser¢do do gene por restri¢ao do
plasmideo com as enzimas Ndel e BamHI. (A) gene rph em plasmideo pET28a. M, marcador de peso molecular
representado em pares de bases (pb) A, plasmideo pET28a fechado, apresentando trés bandas que indicam
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diferentes estados de condensagdo. B, restricdo do plasmideo purificado de colonia. A seta indica uma banda
proxima a 720 pb referente ao tamanho esperado do gene, a outra banda ¢ referente ao plasmideo aberto com
aproximadamente 5500 pb, como esperado. (B) gene pyrE em plasmideo pET28a. M, marcador de peso molecular
representado em pares de bases (pb), A, gene pyrE purificado. B, restricdo do plasmideo purificado de colonia. A
seta indica uma banda proxima a 695pb referente ao tamanho esperado do gene de pyre.

Apds a confirmacdo dos clones os mesmos foram preparados e enviados para
sequenciamento. Foram utilizados os primers T7 (iniciador e terminador) que estdo
flanqueando o sitio de policlonagem do plasmideo. Foram utilizados também os primers
desenhados para cada gene. O sequenciamento foi capaz de cobrir toda a extensdo do gene. As

sequéncias foram analisadas utilizando o programa BioEdit.

6.2. Purificacdo das Proteinas

6.2.1. Purificacao das proteinas PII

As proteinas PII de 4. brasilense GInZ, GInB, His-GInB e His-GInZ- Aloop foram
gentilmente cedida pelos colegas Alysson Henrique Urbanski e Gillize Aparecida Telles de
Araujo. A Figura 13 demonstra a purificagdo de His-GInZ, que foi purificada em coluna HiTrap
Chelanting carregada com niquel e equilibrada com tampao A (TrisHCI 50 mM, KC1 100 mM,
imidazol 25 mM, pH 8,0). A fracao soluvel foi carregada na coluna e a fragao nao ligada (FNL)
foi coletada. Posteriormente foi realizada a lavagem com o tampao A, obtendo-se a fragdo de

lavagem (FL), e a elui¢@o ocorreu em gradiente de imidazol de 100 mM a 1M.

FS FNL FL

L

Figura 13. Perfil eletroforetico da purificacio da proteina His- GInZ de Azospirillum brasilense. Perfil
eletroforético em SDS-PAGE 12,5% corado com azul de coomasie R-250. A purificag¢@o de His-GInZ foi realizada
em colunas Hitrap- Chelating carregadas com NiCl, e equilibradas em tampao. FS, fragdo solivel apds sonicagao,
FNL, fracdo nao ligada, obtida durante a passagem da amostra pela resina, FL, fracdo de lavagem, obtida apos a
passagem do tampao para retirada de excesso de proteinas. A proteina His-GInZ foi eluida em gradiente crescente
de Imidazol. As setas indicam, da esquerda para a direita, a proteina His-GInZ obtida a partir do extrato sonicado,
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a primeira fracao da proteina a ser eluida, e a Gltima fracdo da proteina a ser eluida. Posteriormente as fragdes
indicadas pela segunda até a fracdo indicada pela terceira setas, da esquerda para a direita foram agrupadas e
coletadas, posteriormente foram submetidas a dialise a temperatura ambiente ¢ armazenadas a -40°C em glicerol
10%.

Apo6s a purificagdo foram escolhidas as fragdes mostradas na figura 13 entre as setas,
que foram reunidas e submetidas a dialise em membranas de Cut-off de 12 kDa em tampao de
dialise (Tris-HCl 50mM, NaCl 100mM, Imidazol 25mM, Glicerol 10%) a temperatura
ambiente por 4 horas. Posteriormente a proteina foi aliquotada e armazenada a -40°C. Foi
avaliada a concentragdo de proteina nas aliquotas por meio da técnica de Bradford, obtendo-se

o valor de 1,6 mg/ml.

6.2.2. Expressio e purificacio de Rph-His e PyrE-His de Azospirillum brasilense

Para a purificagao da proteina Rph-His foi utilizado um protocolo padrao de purificacao
de proteinas com cauda de histidina. Apoés o extrato de células ser sonicado, este foi
centrifugado para obtencdo de um fracdo soltivel que foi carregada em uma coluna HiTrap-
Chelating, previamente carregada com NiCl e equilibrada com tampao TP1 (Tris-HCI 50mM,
NaCl 100mM, Imidazol 25mM, pH 8,0), sendo eluida em um gradiente de imizadol de 100mM
a 1 M. Como demonstrado na figura 14, as fracdes de eluigdo de Rph foram obtidas logo no
inicio do gradiente de imidazol. Apds a purificagdo e andlise por SDS-PAGE as fragdes que
continham maior quantidade de proteina e menor quantidade de contaminantes foram agrupadas
e dialisadas em tampao (Tris HCI 50mM, NaCl 100mM, imidazol 25mM e 50% de glicerol) a

4°C. A proteina purificada foi armazenada a -20°C.

FS FNL FL A

Figura 14. Perfil eletroforético da purificacdo da proteina Rph-His de A. brasilense. Perfil
eletroforético em SDS-PAGE 12,5% corado com azul de coomasie R-250. A purificagdo de Rph-His foi realizada
em colunas Hitrap- Chelating carregadas com NiCl, e equilibradas em tampao. FS, fragdo soliivel apds sonicagao,
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FNL, fra¢do ndo ligada, obtida durante a passagem da amostra pela resina, FL, fracdo de lavagem, obtida apds a
passagem do tampao para retirada de excesso de proteinas. A proteina Rph-His foi eluida em gradiente crescente
de Imidazol. A proteina apresentou um tamanho proximo a 30 kDa. As setas indicam o inicio da eluigdo de Rph e
o final da elui¢@o, da esquerda para a direita respectivamente. As fragdes indicadas pelas setas ¢ entre eclas foram
agrupadas e passaram por dialise a 4°C. Posteriormente foram aliquotadas e armazenadas a -20°C.

A proteina PyrE-His foi purificada da mesma forma descrita para Rph-His como
demonstrado na figura 15. No entanto, durante o processo de didlise parte da proteina
precipitou. A amostra foi entdo centrifugada a 20.000 x g, por 20 minutos a 4°C, e o
sobrenadante foi recuperado, aliquotado e armazenado a -20°C. E possivel que a precipitagdo

tenha ocorrido pela grande quantidade de proteina obtida no processo.

Figura 15. Perfil eletroforético da purificacio da proteina PyrE-His de Azospirillum brasilense. Perfil
eletroforético em SDS-PAGE 12,5% corado com azul de coomasie R-250. A purificagdo de PyrE-His foi realizada
em colunas Hitrap- Chelating carregadas com NiCl, e equilibradas em tampao. FS, fragao soluvel apds sonicagao,
FNL, fra¢do ndo ligada, obtida durante a passagem da amostra pela resina, FL, fracdo de lavagem, obtida apos a
passagem do tampao para retirada de excesso de proteinas. A proteina PyrE-His foi eluida em gradiente crescente
de Imidazol. A proteina apresentou um tamanho pouco menor que 30 kDa. A seta indica o inicio da eluigao de
pyrE. Posteriormente as fracdes que apresentaram a maior quantidade de proteinas sem contaminantes foram
agrupadas e passaram por dialise ou colunas Hitrap Desalting.

6.2.3. Expressao e Purificacdo de Rph nativa

A proteina Rph nativa de 4. brasilense foi expressa em E. coli BL21 contendo o
plasmideo pAGRPH a 37°C durante 3 horas, ap0ds ter atingido a DOgoo de 0,6 (Fig. 16A). Vérios
testes foram realizados a fim de melhorar a expressao de Rph nativa. Foram realizados testes a
37°C por 3 horas e a 16°C overnight. No entanto, a expressao durante a noite parece ter inibido

completamente a expressao.
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Para a purificagdo de Rph nativa foi realizado um teste de resina, onde as resinas SP,
DEAE e Heparina foram incubadas com o extrato bruto sonicado da indu¢do da proteina e
eluidos em alta concentragdo de sal. Esperava-se encontrar uma resina capaz de ligar toda ou a
maior parte da proteina de interesse, e que a mesma fosse eluida na presenga de alto sal. Apds
a andlise do gel de SDS-PAGE observou-se que Rph ndo ficou adsorvida nas resinas SP e
DEAE (Figura 16B) sendo possivel notar a banda referente a proteina (indicada pelas setas)
presente na FNL (fragdo ndo ligada). A proteina Rph ligou-se com certa afinidade a resina de
heparina e foi eluida com tampao TP2 (Tris HCI 50mM, NaCl 1M, pH 8,0) sem muitas
proteinas contaminantes, portanto, esta foi a resina escolhida para a purificagdo em maior
escala.

Harlow e colaboradores (2004) purificaram um triplo mutante de Rph de Bacillus
subtilis em resina de DEAE. E possivel que os aminoacidos mutados tenham alterado a
capacidade de ligagdo a resina ou mesmo que Rph de A. brasilense ndo tenha as mesmas
caracteristicas da Rph de B. subtilis. Bralley e colaboradores (2006) utilizaram resina Q e
Phenyl-Sepharose, a primeira foi testada neste trabalho (dados ndo mostrados), mas Rph nao
foi capaz de se ligar na mesma.

Entretanto também ¢ importante salientar que os tampdes usados na cromatografia sdo
importantes agentes na ligacdo a resinas, pois a alteracao do sal ou do pH altera caracteristicas
das proteinas (grupos ionizaveis, camada de solvatagdo, etc), consequentemente alterando a
ligacdo da mesma as resinas. Kelly e Deutscher (1992) utilizaram TrisHCI pH 7,2, Harlow e
colaboradores (2004) utilizou tampao MES, pH 6,0 e posteriormente trocou o tampao para pH
7,6, entretanto trabalhos mais recentes tem utilizado Tris-HCI pH 8,0 como tampao (Martinez

etal., 2014).
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Figura 16. Perfil eletroforetico da expressido e da propriedade de ligacio em resinas de Rph nativa de
Azospirillum brasilense. Perfil eletroforético em SDS-PAGE 12,5% corado com azul de coomasie R-250. (A)
Perfil de expressdo de Rph nativa a 37°C durante 3 horas ap6s indu¢do com IPTG. M, marcado de peso molecular
representado em kDa, FS, fragdo soltivel obtida apos sonicacdo e centrifugaca@o, FI, fragdo insoluvel obtida apos
sonicacdo ¢ centrifugagdo. A seta indica a banda de expressdo obtida para a proteina Rph. (B) Teste de ligagdo a
resinas realizado para Rph nativa. M, marcador de peso molecular representado em kDa. FNL, fragdo ndo ligada.
Al, primeira lavagem com TP1 (Tris HC1 50mM, NaCl 100mM, pH 8,0). A2, segunda lavagem com TP1. B,
tampdo de elui¢do, TP2 (Tris HCI 50mM, NaCl 1 M, pH 8,0), para cada resina SP, DEAE, Heparina, (CM ¢ Q ndo
mostradas). As setas indicam em SP e DEAE a proteina Rph na fracdo nao ligada e em Heparina indica a proteina
Rph na fracdo de elui¢do.

A purificacdo de Rph nativa foi realizada em coluna HiTrap Heparina (GE Healthcare)
pré equilibrada com tampao TP1 (Tris-HCI 50mM, NaCl 100mM, pH 8,0). A coluna foi
carregada com a fragdo solivel de Rph e coletada a fracdo nao ligada (FNL), seguida de
lavagem com o tampao TP1, e coletada a fracdo de lavagem (FL). A eluicdo da proteina
representada na figura 17 foi realizada em tampao com gradiente crescente de NaCl (100mM a
IM). A seta na figura 17 representa a primeira fragdo onde Rph comecgou a ser eluida. Esta
fracdo e as duas seguintes foram coletadas, carregadas em coluna Desalting em tampao Tris-
HCl 50mM, NaCl 100mM, glicerol 10% (v/v). As fragdes obtidas foram aliquotadas,

armazenadas a -20°C e quantificadas por Bradford.
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Figura 17. Perfil eletroforético da purificacio da proteina Rph nativa de Azospirillum brasilense. Perfil
eletroforético em SDS-PAGE 12,5% corado com azul de coomasie R-250. A purificagdo de Rph nativa foi
realizada em colunas Hitrap- Heparina equilibrada em tampado TP1 e as fragdes eluidas com gradiente de NaCl.
FS, fracdo soluvel apds sonicacdo, FNL, fragdo ndo ligada, obtida durante a passagem da amostra pela resina, FL,
fragdo de lavagem. A seta indica o comego da eluigdo da proteina Rph. A proteina apresentou um tamanho pouco
maior que 30 kDa, como esperado.

Harlow e colaboradores (2004) purificaram Rph de B. subtitis com uma estratégia de
quatro passos, precipitagdo com sulfato de amonio, resina de DEAE e posterior resina de
hidroxiapatita e gel filtragdo em Sephacryl S300. Neste trabalho foi considerado que a
purificagao mostrada na figura 19 era suficiente para a realizagdo dos ensaios iniciais de co-
precipitacdo. Entretanto este protocolo precisara ser alterado futuramente, com adigdao de uma

etapa de gel filtracdo, para retirada dos contaminantes.

6.2.4. Expressao e purificacio de PyrE nativa

PyrE nativa de A. brasilense foi altamente expressa em E. coli, como indicado pela seta
na figura 18A. Para o teste de ligacdo a resina de PyrE, foram utilizadas as resinas, SP, DEAE,
Heparina, CM e Q. Na literatura a proteina PyrE foi purificada em diversas resinas diferentes:
OMP-Sepharose em apenas um passo (WITTE et al., 1999), DEAE, apos fracionamento com
sulfato de amonio (BHATIA et al., 1990), Q-XL 16/10 (BREDA et al., 2012). Em nossos
ensaios, PyrE ndo se ligou as resinas SP e CM, aparecendo na fragao nao ligada, indicada pela

seta na figura 18B e C, mas se ligou com afinidade as resinas DEAE, Q e heparina. A resina de
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heparina foi escolhida para realizar a purificagdo devido a sua eficiéncia na ligagdo e menor

quantidade de contaminantes nas fra¢des de eluicao (Figura 18B e C).
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Figura 18. Perfil eletroforetico da expressiao e da propriedade de ligacio em resinas de PyrE nativa de
Azospirillum brasilense. Perfil eletroforético em SDS-PAGE 12,5% corado com azul de coomasie R-250. O
marcador de peso molecular esta representado em kDa. (A) Perfil de expressdo de PyrE nativa a 37°C durante 3
horas ap6s indugio com 0,5M de IPTG. E possivel observar uma banda de super expressdo proxima a 30 kDa. M,
marcado de peso molecular, FS, fracdo soluvel obtida apos sonicagao e centrifugacdo, FI, fracdo insolivel obtida
apos sonicacdo e centrifugacdo. (B) Teste de ligagdo a resinas realizado para Rph nativa. M, marcador. FNL, fracao
ndo ligada. Al, primeira lavagem com TP1. A2, segunda lavagem com TP1. B, tampao de elui¢do, TP2, para cada
resina testada, SP, DEAE e Heparina. (C) continuagdo do teste de resina com Rph nativa. M, marcador. FNL,
fracdo ndo ligada. Al, primeira lavagem com TP1. A2, segunda lavagem com TP1. B, tampao de elui¢do, TP2,
para cada resina testada CM e Q.

Para a purificacdo da proteina PyrE nativa foi utilizada a coluna HiTrap Heparina pré
equilibrada com tampao TP1 (Tris-HCl 50mM, NaCl 100mM, pH 8,0). Henriksen e
colaboradores (1996) determinaram para PyrE de E. coli que na presenga de sulfato de sodio e

sulfato de amonio, quando em concentragdes proximas de 40-50 mM, ocorre uma inibi¢ao na
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atividade de PyrE de aproximadamente 50%, o mesmo ndo foi observado para cloreto de sodio,
que em 0,2 M causou pouca ou nenhuma inibi¢do, por isso optou-se por utilizar o cloreto de
sodio neste trabalho. A fragdo soluvel do extrato expressando PyrE foi carregada na coluna pré
equilibrada e foram coletadas as fragdes nao ligadas (FNL), fragdo de lavagem (FL) e
posteriormente as fragdes da eluigdo com gradiente crescente de NaCl (100 mM a 1 M) (Figura
19). As fragcdes que apresentaram maior quantidade de proteinas e menor concentracdo de
contaminantes foram agrupadas e passaram para a etapa de gel filtragdo, tanto para a retirada
de sal quanto de outros contaminantes, como realizado em outros trabalhos (BREDA et al.,

2012; KUMAR et al., 2015).
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Figura 19. Perfil eletroforético da purificacdo da proteina PyrE nativa de Azospirillum brasilense. Perfil
eletroforético em SDS-PAGE 12,5% corado com azul de coomasie R-250. O marcador de peso molecular esta
representado em kDa. A purificacdo de PyrE nativa foi realizada em colunas Hitrap- Heparin equilibrada em
tampao TP1 e as fragdes eluidas com gradiente de NaCl. M, marcador. FS, fragdo soltvel apos sonicagdo, FNL,
fracdo ndo ligada, obtida durante a passagem da amostra pela resina, FL, fracdo de lavagem, obtida apds a
passagem do tampao para retirada de excesso de proteinas. As setas indicam o inicio da eluicdo da proteina e o
final, respectivamente da esquerda para a direita. A proteina apresentou um tamanho pouco menor que 30 kDa,
como esperado. Posteriormente as fragdes indicadas pelas setas e entre elas foram agrupadas e carregadas em
coluna de gel filtracao.

As fragdes coletadas na etapa anterior foram carregadas em coluna Sephacryl S-200 pré
equilibrada com tampao TPGI1 (Tris HCI 50mM, NaCl 100mM, Glicerol 10%) e as fracdes
mais puras foram coletadas, aliquotadas e quantificadas.

Foi ainda realizada uma gel filtragdo analitica, a fim de se determinar a massa molecular
e estado oligomérico de PyrE. A figura 20 mostra o perfil de elui¢do de PyrE em coluna
Superose 6 10/30 detectado por sistema UV a 280 nm. O pico de elui¢ao da proteina se mostrou

homogéneo, com seu 4pice indicado pela seta, proximo de 15 ml de eluigdo. A massa calculada
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para este pico ¢ de 85 kDa. Como cada monomero de PyrE apresenta 25,7 kDa, a massa
calculada para o pico sugere uma estrutura quaternaria entre um trimero e um tetramero. Visto
que a estrutura tercidria de PyrE é bem conservada e geralmente se apresenta na forma de
dimero (BATHIA et al., 1990; SCAPIN et al., 1993; BREDA et al., 2012; DONINI et al.,
2017).
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Figura 20. Perfil de PyrE em Superose 6. Foi realizada uma cromatogradia analitica em coluna Superose 6 10/30
(GE Healthcare) em tampao Tris S0mM, NaCl 100mM e Glicerol 5%, pH 8,0. Foi utilizado um marcador de peso
molecular da BioRad: Tiroglobulina (670 kDa), Gama-globulina (158 kDa), Ovoalbumina (44 kDa), Mioglobina
(17 kDa) e Vitamina B12 (1,3 kDa). (A) A proteina PyrE parcialmente purificada em coluna HiTrap Heparina (GE
Healthcare) e carregada na coluna de superose 6, eluida no tampao supracitado em um fluxo de 0,5 ml/min e o
perfil de eluicdo foi detectado em UV, 280nm. O pico de elui¢do de PyrE, indicado pela seta, foi detectado préximo
de 15 ml, cuja massa calculada ¢ 85,7 kDa (B) perfil eletroforetico de PyrE apds passagem em gel filtracdo, a seta
indica a banda referente a PyrE.

6.3. Identificacdo por MALDI-TOF

As proteinas purificadas neste trabalho foram analisadas por MALDI/TOF a fim de
confirmar suas identidades. Os dados de analise estdo na tabela 4, onde as proteinas foram

positivamente identificadas.
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TABELA 4. PROTEINAS IDENTIFICADAS POR MALDI/TOF.

Ribonuclease PH-His 26 38.10 17.6 6
Orotato fosforibosiltransferase-His 25,7 109 40.4 10
Orotato fosforibosiltransferase E.coli 23,4 86.6 33.8 7
Orotato fosforibosiltransferase nativa 25,7 124 46.1 13
Ribonuclease PH nativa 26 68.7 21.1 8

*Banco interno de dados Mascot para Azospirillum brasilense sp245
*Banco NCBI prot para Escherichia coli.

Massa da proteina encontrada no banco de dados.

ISR

Escore

Porcentagem da amostra identificada.

o

d. Numero de picos identificados.

6.4. Ensaios de Co-precipitacio de PyrE e proteinas PII

Uma vez purificadas e confirmadas a identidade das proteinas de interesse, foram
realizados ensaios de Co-precipitagdo in vitro ou Pull-down com resina magnética contendo
beads de niquel. O principio dessa técnica € a utilizagdo de uma proteina com cauda de histidina
(his) que se liga aos beads, seguida da adi¢ao de uma ou mais proteinas sem cauda de histidina,
que podem ou ndo interagir com a proteina imobilizada (Figura 21). Apds sucessivas lavagens,
apenas proteinas capazes de interagir com a proteina 6xHis imobilizada permanecem no
sistema, e sdao por fim co-eluidas com a proteina com cauda 6xHis, resultando em duas bandas
no gel de eletroforese quando ha interagdo entre as proteinas testadas, ou apenas uma banda

equivalente a proteina com cauda 6xHis quando nao ha interagao.

Figura 21. Ilustracio de como ocorre o ensaio de co-precipitaciao (pull-down) in vitro. Em (A) temos a proteina
com cauda de histidina ja purificada. (B) a proteina com cauda de histidina ¢ incubada, na presenga de tampao,
com a resina que possui niquel. (C) a proteina his se liga ao niquel da resina, ficando adsorvida. Neste ponto (D)
¢ realizada uma lavagem para retirar o excesso de proteina ndo ligada a resina. Em (E) a proteina nativa (sem cauda
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de histina) ¢ incubada junto com a resina de niquel, onde a primeira proteina ficou adsorvida. Em (F) sdo realizadas
trés lavagens sucessivas para eliminar o excesso de proteina ndo ligada. Em (G) se ocorreu a interacao entre as
duas proteinas (com cauda de histidina e sem) ambas ficaram ligadas na resina. A resina com as proteinas é entdo
incubada com tampao de amostra e fervida a 100°C durante 5 minutos, ¢ aplicadas em gel de SDS-PAGE. Na
analise do gel ¢ possivel ver as proteinas que ficaram adsorvidas. No caso da interacdo apareceram duas bandas
no gel, referente a cada uma das proteinas testadas. Além disso, € realizado um controle para cada ensaio de
interagdo realizado, onde a proteina sem cauda de histidina (ou extrato bruto) ¢ incubada com a resina, no mesmo
tampao e condigdes de temperatura e tempo, para analise de ligagdo inespecifica na resina. Fonte: a autora.

Os primeiros ensaios de co-precipitagdo foram realizados utilizando-se a proteina His-
PyrE e GInZ, porém sem identifica¢do de formagao do complexo. Foram entdo realizados novos
ensaios, para avaliar se a interacao ocorreria entre as proteinas His-GInZ e PyrE nativa. Foram
inicialmente realizados testes na presenca de ImM de ADP e auséncia ou presenca de diferentes
detergentes (Figura 22). Os resultados obtidos indicaram que a proteina PyrE se ligava de forma
inespecifica na resina de niquel mesmo na auséncia de His-GInZ (Figura 22, linha 1).

A fim de minimizar interacdes inespecificas de PyrE com a resina que dificultaria a
interpretagao dos resultados, foram testados detergentes ndo desnaturante no tampao utilizado
para esta interagdo. Foram avaliados os detergentes: laurildimetilamina N-oxido (LDAO),
Polietileno glicol sorbitano monolaurato (Tween 20), 4-Nonilphenil-polietileno glicol
(Nonidet) e 4-(1,1,3,3-Tetrametilbutil) phenil-polietilene glicol (Triton X-100), todos na
concentragdo de 0,01% (v/v).

Todos os detergentes testados reduziram a interacao inespecifica de PyrE a resina de
niquel a ponto de ndo ser possivel detectar mais PyrE nos ensaios controle (na auséncia de
GInZ) (Fig. 22, linhas controle). Nesse ensaio foi ainda verificado que quando PyrE foi
incubada na presenca de His-GInZ e ADP 1 mM, foi possivel detectar a presenca de duas bandas
apos eluicdo da resina magnética indicando formagdo do complexo GInZ-PyrE (Fig. 22).
Quando o detergente LDAO foi utilizado, PyrE perdeu parte da capacidade de co-purificar
(interagir) com His-GInZ (Fig. 22). E provéavel que o LDAO afete a capacidade de interagio
entre as proteinas devido a alteracdes estruturais (como por exemplo, desnaturagdo) ou através
da oclusdo de sitios de interagdo na superficie das duas proteinas. Todos os ensaios seguintes

foram realizados na presenga de 0,01% (v/v) de tween 20.
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Figura 22. Ensaio de Co-precipitacdo (Pull Down) in vitro com GInZ-His e PyrE de Azospirillum brasilense
na auséncia ou presenca de diferentes detergentes. As analises foram realizadas em géis de acrilamida 12,5%
e corados com azul de coomasie R-250. O marcador de peso molecular esta representado em kDa e corresponde a
primeira linha do gel. Este ensaio foi realizado na presenga de ImM de ADP, na auséncia de detergente ou na
presenca de 0,01% dos detergentes LDAO, TWEEN 20, NONIDET ou TRITON.

Apo6s determinadas as condig¢des ideiais para os ensaios de co-precipitagdo, novos
ensaios foram realizados na presenc¢a de diferentes combinac¢des das moléculas efetoras de PIL
Os resultados apresentados na Figura 25 indicam que PyrE € co-precipitada com His-GInZ na
presenca de ADP 1 mM e de forma menos intensa quando na presenca de ATP 1 mM. Quando

ATP e 2-OG foram combinados ndo foi possivel detectar interacdo (Fig. 23)
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& & & & & &
N a ¥ PR N N
,\/X /\’X ,\Ix /\/’( /\/X ,\/X
N N N N ~ N

PyrE —

His-GnZ— (s (D S G ey e

Figura 23. Eletroforese do ensaio de Co-precipitacio (Pull Down) in vitro com GInZ-His e PyrE de
Azospirillum brasilense na auséncia ou presenca de todos os efetores de PII e suas combinagdes. As anélises
foram realizadas em géis de acrilamida 12,5% e corados com azul de coomasie R-250. Para avaliar a interacdo de
His-GInZ e PyrE sem efetor ou na presenga de ImM dos efetores ATP, ADP, 2-OG, ATP + 2-OG e ADP + 2-0OG.
Bandas sao visualizadas na presenga de ATP ¢ ADP, sendo a primeira mais fraca que a segunda.
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Além da proteina PII His- GInZ, foram testadas as proteinas GInB (a segunda proteina
PII em A. brasilense), mutante GInZ-Aloop (com delecio do loop T) e GInZ uridililada (GInZ-
UMPs). A realizacao dos ensaios com essas outras proteinas PII poderia nos dar pistas sobre o
papel fisiologico da interacdo entre GInZ e PyrE e o papel da al¢a-T de PII nesta interagao.

Nao foi observada a formagao de complexo de GInB, GInZ-Aloop ou GInZ-UMP com
PyrE nos ensaios de co-precipitacdo (Figura 24). Este resultado indica que a ligacao de PyrE ¢
especifica com GInZ, e que a interagdo ndo ocorre de forma detectavel com GInB. Apesar da
alta similaridade entre GInB e GInZ em A. brasilense algumas das interagdes descritas parecem
ser bem especifcas como ¢ o caso dos complexos DraT-GInB, DraG-GInZ e NifA-GInB
(HUERGO et al., 2012).

GInZ Aloop nio foi capaz de interagir com PyrE (Fig. 24) na presenca de ADP ou ATP,
sugerindo que a enzima PyrE poderia interagir com a regido do /loop T (al¢a T) de GInZ. Isto
seria esperado uma vez que a alca T é o sitio de ligagdo para a maioria dos alvos de PII
conhecidos, como ATase, AmtB e NtrB (HUERGO et al., 2013). Porém, é importante ressaltar
que a delecao de residuos da alga T pode também ter efetado a capacidade de GInZ de ligar
seus efetores como observado para a proteina GInK de Herbaspirillum seropedicae (Adriano
A. Stefanello, comunicagdo pessoal).

Também ndo ha formagao do complexo GInZ-PyrE na presenca de GInZ-UMP3, mais
uma vez reforcando que a alca T de GInZ desempenha um papel importante na interacdo com
PyrE. Este dados também permitem concluir que a formag¢ao do complexo PyrE-GInZ deve
ocorre preferencialmente em situagdo de alta disponibilidade de amdnio, quando a proteina

GInZ esté desuridililada (HUERGO et al., 2006).
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Figura 24. Ensaio de Co-precipitacdo (Pull Down) in vitro com GInZ-His, GInZ-Aloop, GInZ- UMP e GInB-
His e PyrE de Azospirillum brasilense na presenca dos efetores ADP e ATP de PII. As analises foram realizadas
em géis de acrilamida 12,5% e corados com azul de coomasie R-250. O marcador de peso molecular esta
representado em kDa e corresponde a primeira linha do gel. Este ensaio foi realizado na presenca de ImM dos
efetores ATP e ADP. Os simbolos mostrados na figura representam: Z- His (His-GInZ); Z-U (GInZ-UMP); Z-A
(GInZ-A loop) e B (GInB).

Para entender mais sobre o efeito da concentragdo dos efetores sobre a interagao de GInZ
e PyrE foram realizados ensaios com concentracao variadas de ADP (Figura 25) e ATP (Figura
26). O ensaio com curva de ADP demonstrou que mesmo em concentragdes muito baixas como
10uM o ADP ja ¢ capaz de estimular a interagdo entre GInZ e PyrE. A interacao ¢ estabilizada
a partir de 100uM de ADP (Fig. 25). Ensaios de microcalorimetria indicam que a ligacao de
ADP aos 3 sitios de GInZ ocorre de forma ndo cooperativa com Kd entre 20-39 uM (TRUAN
etal.,2014). Assim, ¢ bem provavel que a partir de 100uM de ADP a maior parte dos trimeros

de GInZ estejam saturados com ADP, favorecendo a interagdo com PyrE.
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Figura 25. Ensaio de Co-precipitacio (Pull Down) in vitro com His-GInZ e PyrE de Azospirillum brasilense
na presenca de diferentes concentracées de ADP. As andlises foram realizadas em géis de acrilamida 12,5% e
corados com azul de coomasie R-250. O marcador de peso molecular esta representado em kDa e corresponde a
primeira linha do gel. Ensaio realizado nas concentragdes respectivas de ADP, OuM, 10uM, 100uM, 1000puM e
5000uM.

No ensaio de variacdo na concentragdo de ATP (Figura 26) foi possivel detectar
interacao na presenc¢a deste nucleotideo, porém a quantidade de PyrE co-purificada com His-
GInZ foi visualmente menor que nos ensaios na presenca de ADP (Fig. 25). O ATP apresentou
um efeito estimulatério maximo a 0,1 mM (Fig. 26), porém, curiosamente uma menor
estimulagdo na formacdo do complexo ocorreu em 1 mM (Fig. 26). Ensaios de
microcalorimetria indicam que a ligacdo de ATP aos 3 sitios de GInZ ocorre de forma ndo
cooperativa com Kd 150 uM (TRUAN et al., 2014). Uma possivel explicacdo seria que na
concentragdo de 0,1mM de ATP o trimero de GInZ nao esteja totalmente saturado (com 3 ATPs
ligados) facilitando a interagdo com PyrE. Por outro lado, quando em 1mM de ATP, os 3 sitios
de ligacdo de nucleotideos da GInZ estariam ocupados por ATP reduzindo a afinidade do
complexo entre GInZ e PyrE.

No ambiente celular os nucleotideos ATP e ADP estdo presentes simultaneamente e sua
razao pode variar de acordo com o estado metabolico da célula. Assim, foram realizados ensaios

variando a razao ATP/ADP, mas mantendo a concentracao final total de nucleotideos em 1 mM.
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Figura 26. Ensaio de Co-precipitacio (Pull Down) in vitro com GInZ-His e PyrE de Azospirillum brasilense
na presenca de diferentes concentragdes de ATP. As analises foram realizadas em géis de acrilamida 12,5% e
corados com azul de coomasie R-250. O marcador de peso molecular esta representado em kDa e corresponde a
primeira linha do gel. Ensaio realizado nas concentragdes respectivas de ATP, OuM, 10uM, 100puM, 1000uM. Em
geral, nos ensaios de concentragado fixa de efetor, ¢ utilizado ImM (1000uM) do mesmo. Neste ensaio ¢ possivel
observar que todas as bandas possuem a mesma intensidade ¢ a mesma ¢ muito proxima a do controle (ndo
mostrado).

Na figura 27 ¢ possivel observar uma pequena diminui¢ao da interagdo de GInZ e PyrE
a medida que a concentracdo de ADP diminui e a concentracdo de ATP aumenta, porém, a
interacdao nao deixa de ocorrer em nenhuma das condigdes testadas sugerindo que as variagdes

narazao ATP /ADP nio sdo os principais responsaveis pela controle do complexo GInZ — PyrE.
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Figura 27. Ensaio de Co-precipitacio (Pull Down) in vitro com GInZ-His e PyrE de Azospirillum brasilense
na presenca de diferentes taxas de ATP/ADP. As andlises foram realizadas em géis de acrilamida 12,5% e
corados com azul de coomasie R-250. O marcador de peso molecular esta representado em kDa e corresponde a
primeira linha do gel. Os valores mostrados na tabela correspondem a concentragdo em mM dos efetores utilizados
no ensaio. Neste ensaio € possivel visualizar a diminui¢do da intera¢do de GInZ-His e PyrE quando ha um aumento
na concentragdo de ATP.

As concentragdes de 2-OG podem alterar de forma muito significativa a afinidade de
GInZ por ATP e ADP, sendo que em altas concentragdes de 2-OG a ligacao de ATP ¢ favorecida
(TRUAN et al.,2014; GERHARDT et al., 2012). Assim, foram realizados ensaios de interacao
entre GInZ e PyrE na presenga de razdes variadas de ATP/ADP juntamente com as diferentes
concentragoes fisiologicas de 2-OG.

Na presenca de ATP 1mM, a presenca de 2-OG mesmo em baixas concentragdes inibe
a formac¢ao do complexo GInZ-PyrE (Figura 28). A medida que a razdo ATP/ADP diminui ha
um estimulo na formagdo do complexo GInZ-PyrE desde que os niveis de 2-OG sejam baixos
(0,01 mM). O aumento nos niveis de 2-OG para 0,1 e 2 mM desestabiliza a formacao do
complexo GInZ-PyrE (Fig 28). Apenas na auséncia total de ATP e presenca de ADP 1 mM o
complexo GInZ-PyrE ¢ formado em 0,1 mM de 2-OG mas ndo em 2 mM de 2-OG. Estes dados
indicam que os niveis de 2-OG exercem um papel no controle da estabilidade do complexo
GInZ-PyrE de forma semelhantes aos resultados descritos para os complexos GInZ-DraG e
GInZ-AmtB em A. brasilense (GERHARDT et al., 2012). Na presenca de elevados niveis de
ATP o efeito sinérgico deste nucletideo com a ligacdo a 2-OG deve facilitar a ligagdo de 2-OG
na proteina GInZ inibindo a interag¢do entre GInZ e PyrE.

Um fato curioso € a inibicao da forma¢do do complexo GInZ-PyrE na presenca de
apenas ADP 1 mM combinado com 2-OG 2 mM (Fig. 28, ultima linha direita). Dados
estruturais e de microcalorimetria sugerem que 2-OG ndo ¢ capaz de ligar a GInZ na presenga
de ADP (TRUAN et al., 2010; TRUAN et al., 2014). O ADP utilizado no ensaio tem pureza de
95% (Sigma), trabalhos anteriores de nosso grupo indicam contaminag¢ado de 1,6% de ATP no
reagente fornecido por este fabricante (GERHARDT et al., 2012). Assim, quando a proteina
GInZ ¢ incubada em uma solucdo de ADP 1 mM, a reagdo pode conter at¢ 20 uM de ATP.
Como 2-OG e ATP ligam na GInZ de forma sinérgica (TRUAN et al., 2014), é possivel que
nestas condigdes parte da populacdo de GInZ esteja ocupada por Mg.ATP + 2-OG e isto seja

responsavel pela inibi¢cao da formagao do complexo com PyrE.
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Figura 28. Eletroforese do ensaio de Co-precipitacdo (Pull Down) in vitro com GInZ-His e PyrE de
Azospirillum brasilense na presenca de diferentes taxas de ATP/ADP e concentracgdes de 2-OG. As analises
foram realizadas em géis de acrilamida 12,5% e corados com azul de coomasie R-250. Os valores mostrados na
tabela correspondem a concentragdo em mM dos efetores utilizados no ensaio. Neste ensaio € possivel visualizar
a interagdo de GInZ-PyrE na presenga de ADP, mas ndo quando as concentra¢des de ATP e 2-OG sdo altas.

Os dados de interagao indicam que o complexo GInZ-PyrE deve ser preferencialmente
formando em condi¢cdes onde hd ampla disponibilidade de glutamina (favorecendo a
desuridililacao de GInZ) e baixos niveis de 2-OG (favorecendo ligagao de ADP na GInZ). Estas
condigdes sdo exatamente as encontradas em Proteobactérias quando recebem um choque de
amonio ou estdo em altas concentracdes de amdénio (HUERGO E DIXON, 2015). Apesar de
ainda ndo termos dados sobre o papel da proteina GInZ sobre a atividade de PyrE ¢ possivel
especular que a interagdo seja responsavel pela ativagao de PyrE em resposta a um choque de
amoOnio ou mesmo em altas concentracdes, favorecendo biossintese de pirimidinas quando
amonio estd mais disponivel. Porém, devido a capacidade do complexo GInZ-PyrE em
responder também as concentracdes de 2-OG e relagdo ATP/ADP o mecanismo de regulagao
de PyrE por GInZ pode ser muito mais complexo e requer mais investigacao.

Tendo em vista os ensaios apresentados neste trabalho é possivel concluir que GInZ e
PyrE interagem in vitro. A regulagdo de PyrE por PII sugere um papel das proteinas
sinalizadoras no metabolismo de pirimidinas. PyrE ¢ responsavel por catalisar uma reacao
irreversivel da vida de sintese “de novo” de pirimidinas, onde ocorre a incorporagdo do PRPP.

O PRPP (fosforibosil pirofosfato) ¢ utilizado como esqueleto para a sintese “de novo”
nao s6 de pirimidinas como também de purinas, além das vias de salvamento de ambas bases
nitrogenadas (KILSTRUP et al., 2005). A via de sintese “de novo” de purinas leva a formagao

de AMP e GMP, e ¢ iniciada pela transferéncia de grupos amino da glutamina para o 5-



75

fosforibosil-1-pirofosfato (PRPP) catalizada pela enzima PurF, conservada em todos os
microrganismos (NEUHARD, NYGAARD, 1987; MOFFATT; ASHIHARA, 2002). O
primeiro intermediério de importancia nesta via ¢ o IMP (inositol) sintetizado em 10 passos a
partir do carbono em posi¢ao 1 do anel do PRPP (Fig. 29). O PRPP ¢ capaz de regular a enzima
PurR, que por sua vez regula a via de sintese “de novo” de purinas e PyrR em bactérias gram
positivas. As a-proteobacterias ndo apresentam essas proteinas reguladoras (HOVE-JENSEN
etal., 2017).

Além da proteina PyrE, outras proteinas relacionadas ao metabolismo de nucleotideos
foram encontradas no trabalho realizado por Gerhardt (2015), como por exemplo, a enzima
fosforibosilaminoimidazol- succinocarboxiamida sintetase (purC), enzima da sintese “de novo”
de purinas, a adenina deaminase (ade), envolvida na via de salvamento de purinas ¢ GMP
redutase (guaC), que catalisa a conversdao de GMP a IMP (Fig. 29). A presenca de todas essas

proteinas pode sugerir que o papel de PII no metabolismo de nucleotideos pode ser amplo.
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Figura 29. Via de Sintese “De novo” e Salvamento de Purinas em L. lactis. As enzimas estdo representadas
pelos respectivos gene, e as setas indicam a dire¢@o das reagdes. Seguem as abreviaturas das siglas em inglés:
PRPP (fosforibosil pirofosfato); PRA (fosforibosilamina), GAR (ribonucleotideo de glicinamina), FGAR
(ribonucleotideo de formilglicinamina), FGAM (ribonucleotideo de formilglicinamidina), AIR (ribonucleotideo
de aminoimidazol), CAIR (carboxiaminoimidazol fosforibosil), ~SAICAR (ribonucleotideo de
carboxiaminoimidazol succinocarboxiamida), AICAR (ribonucleotideo de carboxiamida aminoimizadol),
FAICAR (ribonucleotideo de carboxiamida formaminoimidazol), A (adenina), Hx (hipoxantina), X (xantina), G
(guanina), IdR (deoxiinosina), AdR (deoxyadenosina), AR (adenosina), IR (inosina), XR (xantosina), GR
(guanosina), GdR (deoxyguanosina), SAMP (adenilsuccinato), IMP (inosina monofosfato), XMP (xantosina
monofosfato). Enzimas codificadas pelos respectivos genes em ordem alfabética: add (adenosina deaminase), adk
(adenilato quinase ou AMP quinase), apt (adenina fosforibosiltransferase), dukAB (deoxinucleosideo quinase),
gmk (quanilato quinase ou GMP quinase), guad (GMP sintetase), guaB (IMP desidrogenase), guaC (GMP
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redutase), hpt (hipoxantina/guanina fosforibosiltransferase), nrdDG (ribonucleotideo trifosfato redutase
anaerdbica), nrdEF (ribonucleotideo difosfato redutase anaerobica), pup (nucleosideo de purina fosforilase), purA
(adenilosuccinato sintetase), purB (adenilosuccinato liase), purC (SAICAR sintetase), purD (GAR sintetase),
purEK ~ (CAIR  sintetase), purF  (PRPP aminotransferase), = purH  (bifuncional =~ AICAR
transformilase/IMPciclohidrolase), purM (AIR sintase), purN (GAR transformilase), purQSL (FGAM sintetase),
pyk (piruvato quinase) e xpt (xantina fosforibosiltransferase). Fonte: Kilstrup et al., 2005.

O papel de PII no metabolismo de nucleotideos ainda ¢ desconhecido, podendo ter
relacdo com PRPP e a distribuicdo deste metabolito nas vias de sintese de nucleotideos e
aminoacidos. Entretanto as respostas para as perguntas levantadas neste trabalho s6 poderao ser
respondidas com o estudo mais aprofundado da cinética de PyrE na auséncia e na presenca de
PIL

Além disso, ¢ importante salientar que a a primeira enzima da via de sintese “de novo”
de pirimidinas, a CPS (carbamoil fosfato sintetase) ¢ também a primeira enzima da sintese de
arginina. Em cianobactérias a interagdo entre PII e NAGK (enzima que faz parte da via de
sintense da arginina) ¢ um alvo bem caracterizado de PII (FORCHHAMMER, 2004;
FORCHHAMMER, 2008). A enzima NAGK foi detectada no ensaio realizado por Gerhardt
(2015), podendo ser um alvo de PII também em A. brasilense, sugerindo uma nova hipotese,
onde as proteinas PII poderiam regular a dire¢cao do carbamoil fosfato, para as vias de sintese

“de novo” de pirimidinas ou para a via de sintese da arginina.

6.5. Ensaios de Co-precipitacao entre Rph e GInZ

Assim como para PyrE, os primeiros ensaios de interacdo foram realizados entre His-
Rph e GInZ, porém sem deteccio de formacio de complexo. E interessante destacar que nos
ensaios realizados por Gerhardt (2015) foi utilizada His-GInZ imobilizada em coluna de niquel,
e todas as proteinas identificadas como possiveis alvos estavam em sua conformagdo nativa
(sem adicdo de cauda). E possivel que a utilizagdo de cauda de histidina nos possiveis alvos
possa de alguma forma interferir na estrutura dessas proteinas ou ainda ocluir o possivel sitio
de interacdo com PII quando elas se ligam a resina de niquel. Dessa forma, foram também
realizados ensaios utilizando His-GInZ e Rph nativa.

Os ensaios para avaliar a interacdo entre as proteinas His-GInZ e Rph nativa foram
realizados na presenca de diferentes combinagdes de efetores de PII. Resultados preliminares
apresentados na figura 30 indicam interagao entre Rph e GInZ na presenca de ADP ImM. Nas

demais condi¢des as fracas bandas de Rph que aparecem no gel original sdo muito similares as
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observadas no controle onde apenas Rph foi incubada com a resina sem His-GInZ (dados nao

mostrados).

ATP ADP 2-0G ATP+2-0G ADP+2-0G
& & & & &
& R R R R

& &S & n &

’\,x /\(X Avx /\/X /\/x
(}Q GQ (}(\ (;Q 6(‘
N N ~' N N

vis-cinz— (PP

Figura 30. Eletroforese do ensaio de Co-precipitacio (Pull Down) in vitro com His-GInZ e Rph de
Azospirillum brasilense na presenca de todos os efetores de PII e suas combinac¢des. As analises foram
realizadas em géis de acrilamida 12,5% e corados com azul de coomasie R-250 Ensaio preliminar para avaliar a
interagdo de His-GInZ e Rph na presenca de 1mM dos efetores ATP, ADP, 2-OG, ATP + 2-OG e ADP + 2-0G. A
interacdo se refere a incubagdo das proteinas GInZ-His e Rph juntas. E possivel observar uma banda referente a
Rph na interagdo que ocorreu na presenca de ImM de ADP.

A fim de minimizar a liga¢do inespecifica de Rph na resina de niquel, ensaios foram
realizados na presenga de detergentes ndo desnaturantes. Estes ensaios revelaram que a
interagdo entre a Ribonuclease PH e GInZ ¢ prejudicada na presenca de detergentes como pode
ser observado pela reduc¢ao das bandas de Rph nas linhas LDAO, Tween 20, Nonidet ¢ Triton
da figura 31. Estes dados indicam que interagdes hidrofobicas podem estar envolvidas no

contato entre GInZ e Rph.
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Figura 31. Ensaio de Co-precipitacido (Pull Down) in vitro com His-GInZ e Rph de Azospirillum brasilense
na auséncia ou presenca de diferentes detergentes. As analises foram realizadas em géis de acrilamida 12,5%
e corados com azul de coomasie R-250. O detergente faz parte do tampao utilizado no ensaio, como especificado
na metodologia do trabalho, 0 mesmo tem como fung¢do diminuir a liga¢do inespecifica da proteina sem cauda de
histidina na resina de niquel. Este ensaio foi realizado na presenca de ImM de ADP, na auséncia de detergente ou
na presenca de 0,01% (v/v) dos detergentes LDAO, TWEEN 20, NONIDET ou TRITON. Optou-se por ndo utilizar
detergente, visto que a ligag@o inespecifica de Rph na resina nio ¢ grande quando comparada com a banda da
interagao.

A interagao entre Rph e GInZ foi avaliada na presenca de diferentes concentragdes de
ADP (figura 32). O resultado indica uma forte inducdo da formacdo do complexo a partir de
100uM de ADP. Em concentragdes acima deste valor o complexo parece se manter estavel.

Estes resultados sdo muito similares aos observados com o complexo GInZ-PyrE e se

correlaciona bem com a Kd para ligacdo de ADP na proteina GInZ de 20-39 uM (TRUAN et

al., 2014).

Rph —
—— —

Figura 32. Ensaio de Co-precipitacio (Pull Down) in vitro com GInZ-His e Rph de Azospirillum brasilense
na presenca de diferentes concentracées de ADP. As andlises foram realizadas em géis de acrilamida 12,5% e
corados com azul de coomasie R-250. Ensaio realizado nas concentragdes respectivas de ADP, OuM, 10uM,
100uM, 500uM, 1000uM e 5000puM.
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Os dados apresentados indicam que a interagao entre Rph e GInZ segue o mesmo padrao
do observado para o complexo PyrE-GInZ. Assim, o complexo Rph-GInZ também deve ser
favorecido ap6s um choque de amonio ou altas concentracdes de amonio. Inferéncias sobre a
fun¢do da formagdo deste complexo ainda sdo muito especulativas uma vez que ainda ndo
conhecemos quais sdo os substratos da RNase PH in vivo (tipos de RNAs) e qual o efeito da
interacdo com GInZ na atividade da RNase. De qualquer forma, ¢ muito provavel que esta
interagdo sirva como modulador da atividade enziméatica da RNase e isto pode representar um
grande avango na compreensdo da regulacdo do metabolismo de RNA uma vez que ha pouca
informacao a respeito da regulacdo da atividade de RNases.

Vale ressaltar que além da Ribonuclease PH, outras ribonucleases foram encontradas no
trabalho de Gerhardt (2015) como possiveis alvos de interacdo com a proteina GInZ: a
ribonucleases R (envolvida principalmente na degradagdo de mRNA e RNA estavel) e a
ribonuclease G (envolvida na degradacdo de mRNA e na maturagdo de RNA). Portanto, ¢
possivel que as proteinas PII atuem como sensores do estado nutricional da celula controlando
o catabolismo de varias formas de RNA.

Tendo em vista os resultados obtidos neste trabalho, um modelo de regulacao de Orotato
fosforibosiltransferase e Ribonuclease PH foi proposto (Fig. 33), onde ambas as proteinas
interagem com GInZ em condi¢des de choque de amodnio. Em condi¢gdes de limitagdo de
nitrogénio fixado sabe-se que PyrE e GInZ nao formam complexo, entretanto essa relagdo ainda
¢ desconhecida para Rph. Mais estudos precisam ser realizados a fim de caracterizar melhor a

interacao entre essas proteinas, e entender o papel das proteinas PII no metabolismo.
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Fixag¢éo de nitrogénio
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Glutamina
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Figura 33. Modelo de regulacio das proteinas PyrE e Rph pela proteina PII, GInZ de Azospirillum
brasilense. Duas situagdes fisioldgicas distintas sdo apresentadas, uma condigdes de fixag@o de nitrogénio, quando
ndo ha nitrogénio fixado disponivel, portanto os niveis de amdnio e glutamina estdo baixos, enquanto que de 2-
OG aumenta, neste caso as proteinas PII estdo uridililadas, e a condi¢do de suficiéncia de nitrogénio, onde amonio
e glutamina estdo em alta concentragdo e a concentragao 2-OG diminui, neste cenario, as PII ndo estdo uridililadas.
Proteina GInZ (em azul). A proteina PyrE (em verde) ligada a GInZ quando em choque de aménio, onde as
concentragdes de 2-OG sdo baixas, e as PII encontram-se ligadas a ADP. Na situagdo oposta, em que GInZ esta
uridililada ndo ocorre a formacdo do complexo com PyrE. A proteina Ribonuclease PH (em amarelo) ligada a
proteina GInZ em condi¢des de choque de amodnio. A interagdo dessas proteinas em condigdes de fixacdo de
nitrogénio ainda ndo ¢ conhecida Fonte: a autora.
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CONCLUSAO

As proteinas GInZ e PyrE formam complexo in vitro.

A interagdo de GInZ e PyrE ¢ favorecida na presenca de ADP de forma dose dependente.

A proteina GInZ totalmente uridililada (GInZ-UMP3) ndo € capaz de interagir com PyrE.

A delegdo da alca-T de GInZ impede a interagdo com PyrE sugerindo que a al¢a-T ¢ um

importante ponto de ancoragem para PyrE

O complexo GInZ-PyrE tem maior estabilidade em baixas concentracdes de 2-OG.

As proteinas GInZ e Rph formam complexo in vitro.

A interacdo de GInZ e Rph ¢é favorecida na presenca de ADP de forma dose dependente.
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