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Resumo Geral

Herbaspirillum seropedicae é uma bactéria fixadora de nitrogénio capaz de
colonizar os tecidos internos de gramineas, como milho, sorgo, arroz e cana-de-acucar. O
nitrogénio fixado por H. seropedicae pode ser incorporado pela biomassa da planta
hospedeira e estimular o crescimento vegetal, de forma que essa bactéria pode ser
utilizada como um biofertilizante. Para isso, a descricdo do metabolismo de nitrogénio é
fundamental, sobretudo quanto a regulacéo do sistema, afim de que possam ser realizadas
modificacdes por engenharia genética que aumentem a eficiéncia da excrecao de amonio

a ser assimilado pela planta hospedeira.

Nas bactérias, a via da enzima Glutamina Sintetase (GS) € principal forma de
assimilacdo de amonio. A enzima GS é regulada por modificacdo pos-traducional, uma
adenililacdo reversivel catalisada pela enzima bifuncional GInE. O dominio N-terminal
de GInE tem atividade adenilil-removedora (AR), o central supostamente tem atividade
regulatéria e o C-terminal tem atividade adenilil-transferase (ATase). A enzima GInE é
regulada pela proteina GInB. A regulacdo de GInE por GInB aparentemente é variavel
entre organismos. Em Escherichia coli tanto GInB quanto sua forma uridililada (GInB-
UMP3) exercem efeito regulatorio sobre GInE, sendo que para cada versdo de GInB ha
um sitio regulatério em GInE. Por outro lado, em Rhodospirillum rubrum apenas a forma
ndo-modificada regula a atividade de GInE e ha apenas um sitio para a interacdo dessas
proteinas, localizado no dominio N-terminal. Em H. seropedicae nédo esta claro qual é a
funcdo regulatéria de GInB sobre a atividade de GInE. Estudo anteriores realizados em
nosso laboratorio com GInE inteira, sugerem que sua regulacdo € independente do estado
de modificacdo de GInB. Dessa forma, neste trabalho nds utilizamos duas construcdes
truncadas de GInE para determinar qual é a funcdo regulatéria de GInB e GInB-UMP3
sobre os dominios isolados de GInE.

Nossos resultados indicaram que as atividades dos dominios isolados ndo foram
influenciadas por GInB ou GInB-UMP3, mas que existe uma possivel interacdo da forma
ndo-uridililada com o dominio N-terminal. N6s também verificamos que o dominio N-
terminal apresenta um sitio de sensibilidade a razdo ATP/ADP, que é responsavel pela
regulacdo da atividade AR de GInE. O modelo proposto para a regulacdo de GInE em H.

seropedicae € Unico dentre os descritos até 0 momento.



Resumo

A enzima bifuncional GInE é responsavel pela regulacdo pos-traducional da enzima
Glutamina Sintetase, que é central na assimilacdo de aménio em bactérias. Em
Escherichia coli a atividade de GInE é regulada por GInB e GInB-UMP3; em fun¢do dos
niveis de nitrogénio intracelulares, sendo que cada forma da proteina possui um sitio de
ligacdo proprio em GInE. Entretanto, essa regulacéo é variavel entre os organismos. Neste
trabalho, nos utilizamos variantes truncadas de GInE de Herbaspirillum seropedicae, uma
bactéria fixadora de nitrogénio, para verificar a influéncia das proteinas GInB e GInB-
UMP3 na atividade dos dominios cataliticos isolados. Nossos resultados sugerem que
GInE possui um sitio de interacdo com GInB localizado no dominio N-terminal e que essa
interacdo é responsavel pela regulacdo da atividade adenilil-transferase de GInE. Nos
também mostramos a existéncia de um sitio alostérico sensivel a razdo ATP/ADP em N-
terminal, responsavel pela regulacdo da atividade adenilil-removedora. O modelo
proposto para a regulagdo de GInE em H. seropedicae é Unico dentre os descritos até o

momento.

Palavras-chave: Glutamina Sintetase; Proteinas PIl; GInE.



Abstract

The bifunctional enzyme GInE is responsible for post-translational regulation of the
Glutamine Synthetase, which is central to ammonium assimilation in bacteria. In
Escherichia coli, GInE activity is regulated by GInB and GInB-UMP3 as a function of
intracellular nitrogen levels, with each protein form having its own binding site on GInE.
However, this regulation is variable among organisms. In the present study, we used
truncated variants of GInE from Herbaspirillum seropedicae, a nitrogen-fixing
bacterium, to verify the influence of GInB and GInB-UMP3 in the activity of the isolated
catalytic domains of GInE. Our results suggest that GInE has an GInB interaction site
located in the N-terminal domain and that this interaction is responsible for the regulation
of GInE adenylyltransferase activity. We also show the existence of an allosteric site
sensitive to the ATP/ADP ratio at N-terminal, responsible for the regulation of
deadenylylation activity. The proposed model for GInE regulation in H. seropedicae is
unique among those described so far.

Keywords: Glutamine Synthetase; PIl Proteins; GInE.
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1.Introducéo

1.1.Fixacéo Biologica de Nitrogénio

A fixacdo bioldgica de nitrogénio € o processo de reducdo do nitrogénio
atmosférico (N2) ao ion amonio (NH4") desempenhado por microrganismos chamados
diazotrofos. Os diazotrofos apresentam alta biodiversidade e estdo distribuidos entre
Archea e Bacteria. Os diazotrofos podem estabelecer associagdes com plantas de interesse
econdmico, como gramineas. Nessas associacoes, as plantas sdo beneficiadas com o NH4*
produzido pelos microrganismos, uma vez que o nitrogénio é limitante para o crescimento
e desenvolvimento vegetal [1,2].

O processo de fixacdo bioldgica de nitrogénio e a interacdo planta-bactéria tém
sido exploradas como uma alternativa biotecnoldgica ao uso de fertilizantes nitrogenados
industriais, que estdo relacionados a danos ambientais e que possuem alto custo de
producdo. No Brasil, a biofertilizacdo tem sido empregada com sucesso, por exemplo, na
producdo de Soja, uma das principais commodities nacionais, na qual ndo ha necessidade
do uso de fertilizacdo nitrogenada sintética, reduzindo o custo da producdo na ordem de
bilhGes de dolares por ano [3].

A capacidade desses organismos de fixar nitrogénio é decorrente da presenca dos
genes nif, responsaveis pela estrutura e montagem do complexo enziméatico da
nitrogenase (EC 1.18.6.1). O ciclo catalitico da nitrogenase reduz N2 a NH4*, com um
custo total de 16 mols de ATP por mol de N2 reduzido [4]. O amonio formado na reagédo
da nitrogenase é assimilado pelo metabolismo bacteriano, porém quando em excesso na
célula pode ser tdxico, sendo excretado para 0 meio extracelular. Por sua vez, 0 amonio

excretado pela bactéria pode ser assimilado pelo metabolismo da planta hospedeira [5].

1.2.Herbaspirillum seropedicae

O diazotrofo endofitico Herbaspirillum seropedicae é uma B-proteobacteria
Gram-negativa e vibridide, cuja colonizagdo de tecidos internos ndo causa danos a planta
hospedeira [6, 7]. As associacdes H. seropedicae/planta tém sido observadas para
diversas espécies de gramineas economicamente importantes, como arroz, sorgo, milho
e cana-de-acucar [8, 9], sendo que o nitrogénio fixado pode ser incorporado na biomassa
da planta hospedeira [10] e a inoculagdo da bactéria contribui para o crescimento vegetal
[11].
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Quando inoculado com H. seropedicae, 0 arroz apresenta aumento no peso seco
(22% a 50%), no conteudo total de carbono (15% a 50%) e no conteudo total de nitrogénio
(29% a 85%) 30 dias apos a inoculacdo [12]. A co-inoculagdo de Gluconacetobacter
diazotrophicus e Herbaspirillum sp. em cana-de-acucar, levou a um aumento da biomassa

total na planta [13].

Esses dados sugerem que H. seropedicae apresenta um grande potencial para ser
utilizado como um biofertilizante. Para tal, a caracterizacdo completa do metabolismo de
nitrogénio desse organismo é fundamental para que ele seja aprimorado por ferramentas
das Engenharias Genética, de Proteinas e Metabdlica, afim de otimizar o processo de
fixac&o de nitrogénio em beneficio da planta hospedeira.

1.3.Assimilacdo de amonio em Bactérias

O amo6nio é combinado com o esqueleto carbénico de 2-oxoglutarato (2-OG) a
partir de duas vias alternativas: a via da enzima glutamato desidrogenase (GDH - EC
1.4.1.2) e o ciclo GS-GOGAT, formado pelas enzimas glutamina sintetase (GS — EC
6.3.1.2) e glutamato sintase (GOGAT — EC 1.4.1.B5) [14].

A via da enzima GDH (Fig.1 A) produz glutamato a partir da aminagéo do 2-OG.
Alternativamente, ciclo GS-GOGAT (Fig.1 B) sintetiza glutamina a partir da aminacéao
de glutamato catalisada pela GS. Em seguida, a GOGAT promove a transferéncia de um
grupo amino da glutamina para o 2-OG, formando duas moléculas de glutamato. A
utilizacdo de cada via acontece de acordo com a disponibilidade intracelular de nitrogénio
e energia: o ciclo GS-GOGAT é preferencial em condi¢des limitantes de nitrogénio, pois
0 K da enzima GS para aménio é menor do que o Km da GDH, enquanto que a via GDH
é preferencial em condicdes limitantes de energia, visto que a reacdo da GS consome ATP
[15, 16, 14, 17].
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Figura 1. Vias de assimilagdo de aménio em bactérias. A assimilacdo pela via GDH (A) requer
NADPH, mas ndo ha gasto de ATP. No ciclo GS-GOGAT (B) deve ser investido ATP e NADH
para a aminacdo do 2-OG.

A enzima GS, codificada pelo gene gInA, possui uma estrutura dodecamérica
formada por dois anéis hexaméricos unidos face-a-face a partir de 622 pontos de simetria
em que atuam intera¢des hidrofobicas e ligagdes de hidrogénio (Fig. 2 A) [18]. O
mondmero de GS possui massa molecular de 51 kDa. Cada mondmero apresenta um sitio
ativo, de forma que a enzima possui 12 sitios no total. Os sitios ativos sao estruturados na
forma de um funil duplo, que favorece a transferéncia do grupo fosforil do ATP para um
grupo carboxila do glutamato na primeira etapa da reacdo (Fig.2 B). Apos a saida de
ADP, 0 aménio promove um ataque nucleofilico sobre intermediario ativado y-glutamil-

fosfato, formando glutamina [18].

B)

Sitio do ATP

Unidao dos anéis
Monomero hexaméricos

Figura 2. Modelo estrutural da enzima Glutamina Sintetase. A enzima é formada por 12
mondémeros (A, esquerda) unidos por dois anéis hexaméricos (A, direita). A reacdo de GS é
favorecida pela forma de funil duplo de seu sitio ativo (B). (Ref.: Imagem : Glutamina Sintetase
de Salmonella enterica PBD 1LGR; Imagem B: adaptado de 19).

Sitio do Glutamato

NH2
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Como a reacdo de GS consome energia e € a principal forma de assimilacdo de
amonio, o fluxo metabdlico através dessa enzima é fortemente regulado em funcédo do
status energético e de nitrogénio intracelular [14]. A regulacdo de GS acontece pelo
controle das concentracdes de enzima, via regulacédo transcricional do gene gInA, e por
controle cinético, via modulacdo alostérica negativa e por modificagdo pos-traducional,
uma adenililacdo reversivel. As regulaces transcricional e pos-traducional estdo
relacionadas através do sistema Ntr. A modulacéo alostérica emprega um mecanismo de
regulacdo cumulativa, onde cada modulador tem um efeito apenas parcial sobre a
atividade da enzima, mas em conjunto o efeito regulatério € maior que soma dos efeitos
individuais. A regulagdo alostérica é potencializada pela modificacdo pds-traducional.
Em Escherichia coli, alguns moduladores negativos sdo aminoécidos (histidina,
triptofano, glicina e alanina), AMP e CTP [20].

1.4.Regulacédo pelo sistema Ntr

O sistema Ntr é o sistema geral de regulacdo do metabolismo de nitrogénio em
bactérias e é responsavel pela regulacéo da atividade de uma ampla gama de proteinas e
enzimas, a nivel transcricional e pés-traducional. De maneira geral, o sistema é composto
por proteinas sensoras, transdutoras de sinal e efetoras, que sao capazes de integrar sinais
de nitrogénio, carbono e energia e promover uma resposta regulatéria. Os sinais de
nitrogénio e carbono sdo combinados na razéo Glutamina/2-OG: como o0 2-OG atua como
aceptor de amodnio, uma alta concentracdo de 2-OG representa baixo conteddo de
nitrogénio assimilado, ou seja, 0s sinais que representam o balan¢o carbono-nitrogénio
sdo integrados de forma oposta. J& o sinal de energia é representado pela razdo ATP/ADP.
[17, 21].

O sistema Ntr melhor caracterizado até 0 momento é o de E. coli. Em E. coli, a
principal proteina sensora é a enzima bifuncional GInD (Uridililtransferase, EC-
2.7.7.59), que é codificada pelo gene gInD. Sua atividade uridililtransferase (UTase) €
ativada por 2-OG e ATP e inibida por glutamina; a atividade uridilil-removedora (UR) é
ativada por glutamina. Assim, GInD pode integrar o sinal do balango carbono-nitrogénio.
[22]. As proteinas PIl (GInB e GInK) desempenham a transducdo de sinal no sistema.
Estruturalmente, as proteinas PIl s@o homotrimeros e possuem um loop flexivel
conservado, conhecido como loop-T, que é responsavel pela interacdo das proteinas PII

com diversos alvos. O loop-T possui um residuo de tirosina conservado, Y51, que é sitio



19

de modificacdo pds-traducional: uma uridililacao reversivel catalisada por GInD (fig. 3a)
[22].

A interacdo das proteinas PIl com seus alvos também é regulada pela ligacao de
efetores alostéricos. Cada trimero de P11 apresenta trés sitios para ligacdo de ATP ou ADP
e 2-OG (fig. 3b). O ATP compete com o ADP pelo mesmo sitio de ligagdo, enquanto que
o0 sitio para a ligacdo de 2-OG se forma apds a ligacdo de MgATP; ATP e 2-0OG
estabelecem cooperatividade negativa [23]. Como as proteinas PIl podem ligar ATP e
ADP competitivamente, além de transdutoras de sinal via modificacdo pds-traducional,

elas agem como sensores de energia do sistema, via modulacéo alostérica [23].

Em H. seropedicae, existem dois genes para proteinas PII, gInB e gIinK. O gene
gInB é monocistronico e expresso constitutivamente. O gene gInK é co-transcrito com o
gene amtB, que codifica um transportador de amonio, e nimA, que codifica uma proteina
detectada em extratos de membrana de células sob condicdes limitantes de nitrogénio,

mas com funcao ainda desconhecida [24, 25].

ATP/ADP

B-loop C-loop

Figura 3. Modelo estrutural da proteina GInB de Escherichia coli: A proteina GInB pertence a
familia P1l e pode ser modificada covalentemente em um residuo de tirosina conservado (Tyr51)
localizado no T-loop (a) e ainda modulada alostericamente por ATP/ADP e 2-OG (b). (adaptado
de 26).

Por fim, as proteinas efetoras do sistema Ntr sdo: o sistema de dois componentes
NtrB-NtrC, responsaveis pela expressao de diversos genes, incluindo os genes gin, e a
enzima bifuncional GInE (Adenililtransferase, EC-2.7.7.42), responsavel pela regulagéo
pos-traducional de GS por adenililagdo reversivel. Em E. coli, a transcri¢do do gene ginA
depende do fator ¢ >* e é ativada pela proteina NtrC fosforilada. A fosforilacéo do ativador
NtrC é desempenhada pela enzima cinase/fosfatase NtrB (EC-2.7.13.3), que por sua vez,
é regulada por GInB. Em condi¢es limitantes de nitrogénio, GInD uridilila GInB, que no

estado modificado ndo pode se ligar a NtrB. NtrB livre fosforila NtrC, que ativa a
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transcricdo do gene glnA. Em condicdes de alto nitrogénio, GInD desuridilila GInB, que
no estado ndo modificado se liga a NtrB e impede a fosforilacdo de NtrC e, portanto,
impede a transcrigdo do gene gInA. (fig. 4) [27, 28, 17, 29, 30].

P
e

NuB NtrB-GInB
E;“ ) GInB
— ghd
GS
N

Figura 4. Modelo da regulag&o transcricional do gene gInA, que codifica para a enzima Glutamina
Sintetase, em E. coli. Em condicGes limitantes de nitrogénio, a uridililagdo de GInB impede a
formagdo de um complexo com a enzima NtrB, deixando-a livre para fosforilar o ativador NtrC.
NtrC ativado promove a transcri¢éo de glnA.

A regulagdo pos-traducional de GS por GInE, em E. coli, envolve uma intricada
rede de transcricdo de sinal. Quando as concentragfes de nitrogénio séo elevadas, a
enzima GInD remove grupos uridilil de GInB. A proteina GInB livre forma um novo
complexo com GInE, estimulando a atividade adenililtransferase (ATase). GInE catalisa
a adicdo dos grupos adenilil, em um residuo de Tirosina (Tyr 398) de GS, a partir de ATP,
tornando GS inativa. Em condig@es limitantes de nitrogénio, a enzima GInD promove a
uridililacdo de GInB. GInB-UMP3forma um complexo com a enzima GInE, que tem sua
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atividade adenilil-removedora (AR) ativada. GInE remove grupos adenilil de GS por

fosfordlise, tornando-a ativa. (Fig. 5) [31].
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Figura 5. Modelo de regulacéo de GS por modificagédo pds-traducional em E. coli. Em condic¢des
limitantes de nitrogénio (alto 2-OG), GInD uridilila GInB. GInB-UMP; forma um complexo com
GInE e estimula a atividade AR, tornando GS ativada. Com o0 aumento das concentracdes de
glutamina, GInD remove a modificagdo de GInB, que forma um novo complexo com GInE,
incentivando a atividade ATase. GS é adenililada e inativada.

O sistema Ntr também ¢é responsavel pela regulacdo da captacdo de amdnio via
AmtB. A AmtB é uma proteina-canal fundamental para a captacdo de amonio exdgeno a
célula, expresso em condic¢des limitantes de nitrogénio. Em condicdes de baixo amonio
extracelular, o operon ginKamtB é expresso, sendo que AmtB é destinado a membrana
plasmética para a captacdo de amonio e GInK permanece no citoplasma, onde interage
com ATP e 2-OG e também é uridililada. Nessa condi¢do GInK ndo pode interagir com
AmtB [32]. O ambnio extracelular sofre influxo para o citoplasma via AmtB, aumentando
as concentragdes citoplasmaticas dessa molécula. Nesse caso, inicialmente, a
concentracdo de glutamina passa a aumentar, ao passo que a concentragdo de ATP e 2-
OG diminuem. GInD sensoria 0 aumento de glutamina e catalisa a desuridililacdo de
GInK, que também passa a ligar ADP. GInK-ADP3 interage com AmtB e bloqueia o
influxo de aménio. O processo é revertido com a diminui¢do dos niveis de nitrogénio
[32].

Glutamina

2-0G
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As proteinas PIl também participam da regulacdo da fixacao de nitrogénio por
controle direto da atividade da nitrogenase ou por controle da transcri¢cdo dos genes nif
em resposta aos niveis de nitrogénio fixado [33, 1]. No caso da regulagdo transcricional
dos genes nif, a regulacdo é exercida por GInK sobre a atividade de NifA, o qual € o
regulador transcricional da nitrogenase. A regulacédo da atividade de NifA é variavel entre
organismos. Em Azotobacter vinelandii, a regulacéo de NifA depende da interagdo com
NifL, uma proteina capaz de sentir o estado oxidativo da célula e inibir a atividade de
NifA em condicdes de alto oxigénio. Nessa regulacdo, GInK ¢ a responsavel por sinalizar
0s niveis de nitrogénio: em condicdes de alto nitrogénio fixado, GInK forma uma um
complexo com NifL e NifA, inativando a transcricdo dos genes nif. Em baixas
concentracfes de nitrogénio, GInK é uridililada por GInD e ndo pode formar um

complexo com NifL e NifA, permitindo a transcri¢do dos genes nif. [34].

Em organismos que ndo possuem NifL, a regulagéo de PIl sobre NIfA acontece
por interacdo direta com o dominio regulatério GAF de NifA. Em H. seropedicae, em
condigdes limitantes de nitrogénio, PII-UMP3 interage diretamente com o dominio GAF
impede que esse dominio reprima a atividade de NifA por regulacdo intramolecular,

permitindo a transcri¢do dos genes nif [35].

Para além da regulacdo do metabolismo de nitrogénio, o sistema Ntr parece estar
relacionado com a regulacéo de vias ligadas ao metabolismo de carbono. Um exemplo de
regulacdo € sobre a atividade da acetil-CoA carboxilase (ACC). A ACC que catalisa a
primeira reacdo na sintese de acidos graxos, que consiste na carboxilacdo do acetil-CoA
formado malonil-CoA [36]. ACC é encontrada em procariotos na forma de trés
polipeptideos separados, enquanto que nos eucariotos, podem ser encontrados como trés
maodulos unidos em um Unico polipeptideo [37]. Os mddulos sdo: biotina carboxilase
(BC), proteina carreadora de biotina carboxil (BCCP) e carboxil-transferase (CT). A
principio, a biotina ligada ao BCCP sofre carboxilagéo catalisada por BC. Em seguida, a
biotina carboxilada é translocada por BCCP para o sitio em CT, no qual o acetil-CoA é
carboxilado tendo a biotina como doadora do grupo carboxil. [37]. Tanto em E. coli,
quanto em Arabidopsis thaliana, foi observado que GInB se liga a BCCP e inibe a
atividade de ACC. Essa inibicdo é mediada pelos niveis de 2-OG na célula, sendo que em
altas concentragdes desse metabolito, a inibicéo € revertida [38]. Experimentos realizados
com A. thaliana mutante no gene AtGLB1, que codifica para uma proteina do tipo PII,

mostraram um aumento na produgédo de acidos graxos [39].
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Para H. seropedicae ainda ndo esta claro qual o papel do sistema Ntr na regulacéo
da atividade de GS. A estirpe mutante no gene ginB ndo teve a atividade de GS afetada,
sugerindo que a proteina PIl que participa da regulacdo seria GInK [40]. Em
contrapartida, experimentos realizados com a estirpe mutante no gene ginK mostraram
que o produto desse gene parece ndo se relacionar com a regulacéo da atividade de GS,
uma vez que a atividade dessa enzima foi semelhante a estirpe selvagem em todas as
condicOes testadas [41]. Em Azospirillum brasilense as proteinas Pl também parecem
ndo estar relacionadas com a regulacdo da atividade de GS [42, 43]. Em Rhodospirillum
rubrum, apenas proteinas Pl ndo modificadas aparentam ser necessarias para a atividade
de GInE, incentivando a atividade ATase, embora Pl11-UMP3 possa competir pelo sitio de
ligacdo em GInE e inibir a atividade ATase [44].

1.5.Enzima GInE

A enzima bifuncional GInE é produto do gene gInE e possui 946 aminoacidos e
104 kDa de massa molecular. A estrutura completa da enzima ainda permanece
desconhecida, mas dados experimentais indicam que ela possui trés dominios: 0 N-
terminal, o central e o C-terminal. Em E. coli, é sugerido que o dominio N-terminal é o
responsavel pela atividade AR e que o C-terminal desempenha a atividade ATase. E
hipotetizado, ainda, que o dominio central é o centro de regulacdo da enzima, no qual
acontecem as interacGes com a proteina GInB [45]. Os dominios cataliticos apresentam
similaridade de sequéncias indicando um ancestral comum [46].

Para E. coli, 0 modelo de regulacdo de GInE prop6e que ha dois sitios distintos
para interacdo com GInB. Esses sitios sdo localizados entre os dominio central e N-
terminal e central e C-terminal. O dominio localizado no lado N-terminal do dominio
regulador é o ponto de interacdo com GInB ndo-modificada, cuja ligagdo estimula a
atividade ATase. Além disso, essa atividade requer glutamina, sendo o sitio para ligacéo
de glutamina localizado no dominio C-terminal [23]. Por outro lado, a atividade AR é
estimulada pela ligagdo de PII-UMP3 no sitio em C-terminal. Essa ligacéo estimula a
atividade do dominio N-terminal, que requer ainda ATP e 2-OG [23]. Em Rhodospirillum
rubrum, a regulacdo da atividade de GInE parece depender apenas de PIl ndo-modificada

para a estimulagdo da atividade ATase, sendo que a atividade AR é constitutiva e ndo
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depende de moduladores alostéricos. Além disso, o sitio de ligacdo a PII esta localizado
em N-terminal [44].

Embora a estrutura completa néo seja experimentalmente conhecida, as estruturas
dos dominios N-terminal e C-terminal da GInE de E. coli foram resolvidas separadamente
por cristalografia de raios-X [47, 48]. Mais recentemente, uma previsdo da estrutura
inteira foi possivel pelo algoritmo de inteligéncia artificial AlphaFold 2.0 e depositada
em seu banco de dados (AlphaFold P30870). Embora o modelo previsto tenha grande
qualidade, a maior incerteza permanece na estruturacdo da juncéo dos dominios N e C-

terminal, de forma que o problema estrutural de GInE permanece (fig. 6).

B)

e e ral?
/ - X, / E b o” b - . ‘
Central 0 ‘ \
/ Sitio ativo ATase . .
N-terminal C-terminal
N-terminal C-terminal

Sitio ativo AR
Figura 6. Modelos estruturais de GInE de E. coli. Na figura A sdo mostradas as estruturas dos
dominios N-terminal (direita — PDB 1V4A) e C-terminal (esquerda — PDB 3K7D) resolvidos por
cristalografia de difracdo de raios-X. A figura B mostra a previséo da estrutura completa de GInE
provida pela inteligéncia artificial AlphaFold.

Anteriormente em nosso laboratério, foi construida uma estirpe de H. seropedicae
com delecdo do gene GInE [49]. A caracterizacdo inicial dessa estirpe mostrou que a
delecdo do gene gInE prejudica o crescimento da bactéria quando a Unica fonte de
nitrogénio € o nitrato e que a atividade de GS foi aumentada em condicdes de alto amonio.
Esses resultados levaram os autores a propor que a regulagdo desempenhada por GInE
sobre GS esta relacionado com a capacidade da bactéria em metabolizar nitrato. Alem,

disso, a estirpe mutante apresentou um pegqueno aumento na atividade da nitrogenase [49].
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1.6.Justificativa

A bactéria H. seropedicae apresenta grande potencial biotecnoldgico, sendo
empregada como biofertilizante. Esse potencial pode ser otimizado por engenharia
genética e metabolica afim de aumentar a fixacdo de nitrogénio e a excrecdo de aménio,
para ser assimilado pela planta hospedeira. A otimizacdo do processo passa pela insercao
de perturbacdes na rede regulatoria do metabolismo de nitrogénio. Como a enzima GInE
é central na regulacdo da assimilagdo de amonio, a descri¢do detalhada dos mecanismos
regulatorios dessa enzima é essencial. Porém, por ser uma enzima bifuncional complexa
com sitios ativos distintos que catalisam reacdes em sentidos opostos e com um
mecanismo regulatério intrincado, a descricdo detalhada da atividade de GInE pode ser
um trabalho bastante laborioso. Dessa forma, a abordagem da caracterizacdo in vitro dos
dominios truncados utilizada neste trabalho pode ser bastante informativa.

1.7.0bjetivos

1.7.1.0bjetivo geral: descrever a regulacdo da enzima GInE de H. seropedicae a
partir de variantes truncadas

1.7.2.0bjetivos especificos:

e Caracterizar a atividade regulatéria de GInB e GInB-UMP3 sobre as variantes
truncadas GInE-N e GInE-C;

e Avaliar a atividade regulatoria do ATP, ADP e 2-OG sobre a atividade de GInE-
N, na presenca e auséncia de GInB e GInB-UMPs3;

o Verificar a interacdo proteina-proteina entre GInE-N e GInB na presenca de
ATP, ADP e 2-0OG;

e Verificar a atividade regulatéria desempenhada pelo 2-OG sobre a atividade de

GInE-C na presenca e auséncia de GInB e GInB-UMPs.
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2.Materiais e Métodos
2.1.Variantes truncadas

As variantes truncadas de GInE utilizadas neste trabalho foram construidas
anteriormente por Stefanello, A.A. et al (dados ndo publicados). A variante que
corresponde ao dominio N-terminal de GInE ser& referida como GInE-N. GInE-N
compreende 0s aminoacidos 1-428 e possui massa de 48 kDa. A variante aqui referida
como GInE-C compreende os dominios C-terminal e central de GInE. GInE-C
corresponde aos aminoacidos 438-928 e possui massa molecular de 55 kDa. Um esquema,

baseado na GInE de E. coli, das variantes truncadas é mostrado na figura 7.

428 438
1 < l' » 928
GInE [ N-terminal (AR) C-terminal (ATase)
| I |
| |
GInE-N GInE-C

Figura 7. Variantes truncadas GInE-N e GInE-C em relacdo a GInE-inteira. GInE-N corresponde
ao dominio N-terminal e GInE-C aos dominio Central e C-terminal.

2.2.Bactérias e vetores

Foram utilizadas duas estirpes de Escherichia coli: a TOP10 (Invitrogen) foi
utilizada para replicacdo de plasmideos e a BL21(DE3) (Invitrogen) foi utilizada para a
expressdo de proteinas. A relacdo dos vetores utilizados, bem como a aplicacéo de cada
um, esta apresentada na tabela 1. Todos os vetores possuem gene de resisténcia a
canamicina e em todas as construc@es, 0 gene esta sob controle do promotor T7 e do

operador lacl.
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Tabelal. Relagdo dos vetores de expressdo codificantes de GInE-N, GInE-C, GS e GInB

Construcao

Aplicacéo

Referéncia

gInE12pET28a

gInE36pET28a

gInApETM11

ginBpETM11

ginBpET29

Codifica GInE-N
fusionada a cauda His N-
terminal
Codifica GInE-C
fusionada a cauda His N-
terminal
Codifica GS fusionada a
cauda His N-terminal

Codifica GInB fusionada a
cauda His N-terminal

Codifica GInB nativa

Stefanello, A.A. et al
(ndo publicado)

Stefanello, A.A. et al
(ndo publicado)

Tomazini, L.F. et al
(ndo publicado)

Tomazini, L.F. et al
(ndo publicado)

Tomazini, L.F. et al
(ndo publicado)

2.3.Meios de cultura para bactérias

As estirpes de E. coli, foram cultivadas nos meios liquido Luria-Bertani (LB) e
s6lido Luria-Bertani Agar (LA) [50] descritos na tabela 2.

Tabela 2. Composicdo dos meios de cultura LB e LA

Componente

Meio LB (g/L)

Meio LA (g/L)

Extrato de Levedura
Cloreto de Sédio
Triptona
Agar Bacteriol6gico

5,0
10,0
10,0

5,0
10,0
10,0
15,0

Para obtencdo de GS em diferentes estados de modificacdo pds-traducional,

utilizamos o meio minimo M9 adicionado de 20 mM de NH4Cl (para GS adenililada) e

27 mM de glutamina (para GS ndo-modificada) (Tabela 3).

Tabela 3. Composi¢do do meio minimo M9

Solucédo de Sais M95x | C.F.* (mM) Meio M9 C.F. (mM)
Na:HPO4.7H20 7,5 Solucéo de Sais M9 5x 250
NaCl 2,2 MgSO4 5
KH2PO4 0,2 Glicose 20% 85
CaCl; 10

*C.F.: Concentragéo Final
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2.4.Transformacao bacteriana por choque térmico

A transformacdo de células competentes aconteceu pela mistura de 5 uL de DNA
plasmidial, que foi mantida em gelo por 30 min. Apés esse periodo, as células foram
submetidas a choque térmico por 45 s a 42°C e transferidas imediatamente para o gelo
por 2 min. Em seguida foram ressuspensas em 900 pL meio LB e incubadas a 37°C
durante 30 min. Posteriormente, as células foram centrifugadas a 10.800 g por 1 min e

plaqueadas em meio LA contendo canamicina (10 mg/mL).

2.5.Expressao de proteinas
2.5.1.Expressao de GInE-N, GInE-C e GInB

As células transformadas foram crescidas durante a noite em pré-inoculos de 3
mL de meio LB. Posteriormente, 500 pL do pré-inéculo foram transferidos para frascos
contendo 50 mL de meio LB e canamicina (10 mg/mL). As células foram mantidas sob
agitacdo a 37°C até DOsoo em torno de 0,5. A expresséo das proteinas foi induzida com
0,5 mM de IPTG (Isopropil-D-tiogalacopiranosideo) por 3 horas a 37°C. Apds esse
periodo, as células foram coletadas por centrifugacéo durante 10 min a 10.800 g e o pellet
estocado a -20°C até o momento do uso.

2.5.2.Expressdo de GS em alto e baixo nitrogénio

As células transformadas foram crescidas durante a noite em pré-indculos de 3
mL de meio LB. Posteriormente, 500 pL do pré-inéculo foram transferidos para frascos
contendo 50 mL de meio M9 e canamicina (10 mg/mL). A condicédo de alto nitrogénio
necessaria para formacdo de GS adenililada foi estabelecida pela adicdo de 20 mM de
amonio ao meio M9. De outra forma, a condi¢do de baixo nitrogénio necessaria para a
obten¢édo de GS ndo-modificada foi estabelecida pela adicdo de 27 mM de glutamina ao
meio M9. As células foram mantidas sob agitacdo a 37°C até DOsoo em torno de 0,5. A
expressdao das proteinas foi induzida com 05 mM de IPTG (lIsopropil-D-
tiogalacopiranosideo) por 4 horas a 37°C. Ap0s esse periodo, as células foram coletadas
por centrifugacdo durante 10 min a 10.800 g e o pellet estocado a -20°C até 0 momento

do uso.
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2.6.Purificacéo de proteinas

Os pellets de células contendo as proteinas superexpressas foram ressuspensos em
tampdo A (Tris-HCI pH 8,0 50 mM; NaCl 50 mM; Imidazol 20 mM). As células foram
lisadas por sonicagdo durante 5 min, com pulsos e intervalos de 5 s, em banho de gelo.
As fracdes soluvel e insoltvel foram separadas por centrifugacdo a 10.800 g por 10 min
a4°C.

As proteinas GS, GInE-N e GInE-C foram purificadas por cromatografia de
afinidade. A fracdo soltvel foi injetada em coluna de resina HiTrap-Chelating-Ni?*(GE).
As proteinas foram eluidas em um gradiente de 20 a 1000 mM de imidazol em tampéo B
(Tris pH 8,0 50 mM; NaCl 50 mM; Imidazol 1000 mM). A proteina GInB foi purificada
por cromatografia de troca ionica. Nesse caso, foi utilizado o tampéo A para troca ionica
(NaCl 50 mM. Tris-HCI pH 8,0 50 mM). A fracdo soluvel foi injetada em uma coluna
cromatografica HiTrap-Heparina. As proteinas foram eluidas por gradiente de 20 a 1000
mM de NaCl em tampéo B (NaCl 1000 mM; Tris pH 8,0 50 mM).

Em todos os casos, as fragdes contendo as proteinas purificadas foram dialisadas
em dois passos: primeiro contra tampdo contendo 50 mM de Tris pH 8,0 e 50 mM NaCl
overnight; apds, as proteinas foram transferidas para tampéo contendo 50 mM de Tris pH
8,0; 50 mM de NaCl e 50% de Glicerol por, pelo menos, 12h. As proteinas foram
quantificadas por espectrofotometria em Nanodrop (Thermofisher).

2.7.Eletroforese de proteinas em condicdes desnaturantes (SDS-PAGE)

A eletroforese de proteinas foi realizada em sistema vertical com gel de
poliacrilamida 12% (m/v). O gel de separacdo foi composto por Tris pH 8,8 0,3 M; SDS
1%; Acrilamida 12%; APS 0,05% e TEMED e o gel de empilhamento composto por Tris
pH 6,8 6 mM; SDS 0,05%; Acrilamida 4%; APS 0,05% e TEMED. As amostras foram
misturadas a 5 pL de tampéo de amostra (2% de SDS; 10% de Glicerol; 0,01% de Azul
de Bromofenol; 0,0625 mol.L* de Tris-HCI pH 6,8 e 5% de B-mercaptoetanol) e fervidas
a 80°C por 5 min para a desnhaturacao. A corrida eletroforética aconteceu sob uma tenséo
de 170V. As proteinas dos géis foram coradas com corante Coomassie Blue R-250 e

descorados em uma solugéo com 50% (v/v) de metanol e 10% (v/v) de &cido aceético.
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2.8.Western-blot

O western-blot foi utilizado para identificar o estado de modificacdo pds-
traducional de GS expressa em alto e baixo amonio. Para isso, 7 uM das proteinas
purificadas foram submetidas a SDS-PAGE 12%, corrida a 80V. ApoOs a corrida
eletroforética, as proteinas foram transferidas para uma membrana de nitrocelulose por
eletroforese a 100 V por 1h em tampéo de transferéncia (Tris-HCI 48 mM; Glicina, 39
mM; Metanol 20%). Apds a corrida, a membrana foi incubada por 5 min em solugéo de
Panceau-S (0,5%), para verificar a transferéncia. Em seguida, a membrana foi incubada
com 5 mL da solucdo blogueio (Albumina 3%; TBS-T 1X (Tris-Hcl pH 7,5 100 mM;
NaCl 1,5 M; Tween-20 0,05%)) por 1h sob agitacdo. Depois, a membrana foi incubada
por 1h com o anticorpo primario anti-AMP 7C11 [51] diluido 5000 vezes em solucdo de
blogqueio durante a noite, sob agitacdo a 4°C. No dia seguinte, a membrana foi lavada com
TBTS-T e em seguida foi adicionado o anticorpo secundario anti-mouse HRP diluido
5000 vezes e incubada por 1h sob agitacdo. Para a revelacdo, foi adicionado 400 uL de
solucéo de revelagéo (Kit Pierce Fast Western Blot — Thermofisher), incubado por 5 min.
A deteccdo de fluorescéncia e producdo das imagens foram feitas no equipamento
ImageQuant LAS 500 (GE Lifesciences).

2.9.Uridililacdo de GInB in vitro

A uridililag&o in vitro de GInB foi realizada como descrito por Oliveira. M.A.S. e
colaboradores (2015 - 52), com modificagdes. Para a uridililacdo de 200 uM de GInB, foi
adicionado ao mix de uridililagdo 66 pL de tamp&o Mg5x (Tris pH 7,5 500 mM; KCI 500
mM; MgCl, 125 mM), 5 mM de 2-OG, 1 mM de UTP; 0,2 mM de ATP e 1 mM de GInD,
gentilmente cedida por Lorena Polizelli. A reacdo foi incubada a 37°C overnight. O
progresso da uridililacdo foi acompanhada por eletroforese de proteinas em gel de
poliacrilamida em condig¢des ndo-desnaturantes. Ao final do processo, GInD foi inativada

por aquecimento a 70°C por 15 min.

2.10. Adenililagao de GS in vitro

Para a adenililagdo de GS, 5 pL do mix de adenililagdo (Tris pH 7,5 5mM,;
KH2PO4 25 mM; Soro Albumina Bovino (BSA) 2 mg.mL™; ADP 1 mM; Glutamina 1mM
e ATP 1 mM), foram adicionados a GS ndo-modificada (368 nM) e 104 nM de GInE-C.
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Conforme a necessidade do experimento, foram adicionados 23 nM de GInB ou GInB-
UMPs. Para a avaliagéo da influéncia de 2-OG, 5 mM desse modulador foi adicionado
conforme a necessidade. A reacdo aconteceu a 37°C por 20 min. Apos esse periodo,

procedemos com a reagdo y-GT.

2.11.Desadenililacdo de GS in vitro

Para a desadenililagéo de GS, 5 pL do mix de desadenililagdo (Tris pH 7,5 5mM,;
KH2PO4 25 mM; Soro Albumina Bovino (BSA) 2 mg.mL™) foram adicionados a GS
modificada (375 nM) e 104 nM de GInE-N. Conforme a necessidade do experimento,
foram adicionados 23 nM de GInB ou GInB-UMPs3. Para a avaliagdo da influéncia de
moduladores alostéricos, foram adicionados 5 mM de ATP, ADP e 2-OG conforme a
necessidade. A reacdo aconteceu a 37°C por 20 min. Apos esse periodo, foi adicionado o

mix y-GT.

2.12. Ensaios de atividade y-GT de GS

Os ensaios de atividade y-GT de GS foram utilizados para monitorar
indiretamente a atividade de GInE-N e GInE-C. Essas reac¢0es foram realizadas conforme
descritas por Bender e colaboradores (1977 — 53) com modifica¢des. Foi adicionado ao
mix de adenililacdo ou de desadenililagdo 40 uL do mix y-GT (Imidazol pH 6,5 77 mM;
Hidroxilamina 11 mM; MnCl, 0,17 mM; Arseniato de Potassio 14 mM; ADP 0,23 mM).
Para a condi¢do com magnésio foi adicionado MgCl, 60 mM. A reacdo foi iniciada pela
adicdo de 14 mM de Glutamina e aconteceu a 37°C por 60 min. Apés esse periodo, a
reacao foi interrompida pela adicdo de 100 pL de Stop Mix (FeClz.6H20 0,04 M, TCA
0,12 M e HCI 0,61 M). O produto da reacéo, y-glutamil-hidroxamato, foi quantificado

por espectrofotometria a 490 nm.

2.13.Ensaios de atividade biossintética de GS

A atividade biossintética foi utilizada para monitorar a influéncia de 2-OG sobre
GS adenililada e ndo-modificada. Para isso, 40 pL de mix reacional (Imidazol pH 7,2 57
mM; Hidroxilamina 28 mM; MgClz 34 mM ou MnCl; 34 mM; Glutamato 97 mM) foi
adicionado a 20 uL de 4gua contendo GS (368 nM) ou GS-AMP (375 nM). Nas condigdes
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com 2-OG foram adicionados 5 mM dessa molécula. A reacdo foi disparada pela adigédo
de 14 mM de ATP e aconteceu a 37°C por 60 min. Apos esse periodo, a reagdo foi
interrompida pela adicdo de 100 pL de Stop mix. O produto da reagdo foi quantificado

por espectrofotometria a 490 nm.

2.14.Fluorimetria Diferencial de Varredura (DSF)

Os experimentos de DSF foram realizados conforme descrito por Niesen, F.H. et
al (2007 - 54) com modificacGes. Cada reacdo de interacdo proteina ligante continha: 30
UM de GInE-N; 9 pL de tampé&o 5x (Hepes 500 mM; NaCl 500 mM; MgCl, 125 mM) e
5 mM de SYPRO Orange (Thermofisher). Para os experimentos de ligacdo de ATP e
ADP, foram acrescentados 0,1 mM; 0,3 mM; 0,5 mM; 0,7 mM; 1 mM; 1,5 mM e 2 mM
de cada nucleotideo, conforme a necessidade do experimento. Para os testes de razédo
ATP/ADP e ADP/ATP, GInE-N foi saturada com 5 mM de ligante por 5 min. Em todos

os casos, foi adicionado agua para um volume final de 20 pL.

As reacdes foram executadas no termociclador de RT-PCR StepOne (Applied
Biosystems), na faixa de temperatura de 25 a 94°C, variando 1°C por minuto. Os
espectros de emissdo de fluorescéncia foram gerados pelo software StepOne v2.3 e
expressos como a reciproca da primeira derivada da fluorescéncia pela temperatura (-
dF/dT). Os picos gerados representam os valores das temperaturas de melting (Twm), ou

seja, a temperatura na qual 50% de uma populacéo de proteinas esta desnaturada.

Apos a obtencdo dos valores das temperaturas de melting, n6s calculamos a
variacdo das Tm (ATwm) entre a condi¢cdo com o ligante e o controle sem ligante. Esses
valores de ATwm foram ajustados a um modelo de regresséo ndo-linear (equacdo 1) para a

determinacéo dos valores de Kp aparentes [55].

([P]-Kd—[L])+ /([P]+[L]+kd)2—4[L][P]
2[P]

Tm (L) = Tmgy + ((Tm; — Tmg) (1 — ( )

Equacdo 1. Equacdo quadratica para determinacdo dos valores de Kd aparente. Tm(L) é
temperatura de melting em funcéo da concentracdo de ligante; Tmo é a temperatura de melting na
auséncia de ligante; Tm1 € 0 maior valor da temperatura de melting, P é concentracéo de proteina;
Kd é a constante de dissociacdo; L é a concentracdo de ligante. P, L e Kd sdo expressos em mM.
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2.15.Ensaios de co-precipitacao (Pull-down)

Os ensaios de co-precipitacdo foram realizados para demonstrar a interacdo entre
GInB e GInE-N. Para isso, 7 nM de GInE-N (com cauda His), 30 nM de GInB e 1 mM de
efetores foram incubados com 3 pL de resina magnética (HisPur — Ni-NTA-
Thermofischer) em tampéo de interacdo (Hepes 20 mM; NaCl 20 mM; MgCl. 5 mM;
DTT 1 mM), para um volume final de 50 pL. A interagdo prosseguiu por 10 min a
temperatura ambiente. Apds esse periodo, o sistema foi precipitado em rack magnética.
O sobrenadante foi separado e ao precipitado foi adicionado 50 pL de tampao de interagédo
contendo efetores. Novamente, o sistema foi precitado em rack magnética e o
sobrenadante separado. Esse processo foi repetido 4 vezes. Ao final, a resina foi misturada

a 5 pL de tampdo de amostra para a corrida de SDS-PAGE 14%.
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3.Resultados

3.1.Determinacdo do estado de modificagdo pds-traducional de GS expressa em
condicdes de alto e baixo nitrogénio

Para determinar o estado de modificagdo pds-traducional das enzimas glutamina
sintetase (GS) expressas em condicdes de alto (20 mM de amonio) e baixo nitrogénio (27
mM de glutamina), nds realizamos western-blot utilizando anticorpo anti-AMP. NGs
observamos bandas referentes a GS-NH4", indicando que as enzimas expressas na
condig&o de alto amonio estavam no estado adenililado (fig.8a). De maneira oposta, néo
detectamos bandas referentes a GS-GIn, expressa em condicdo glutamina, indicando o
estado ndo modificado de GS (fig.8a). A imagem B da figura 8 apresenta um SDS-PAGE
corado com coomassie-blue que foi usado como controle do western-blot, mostrando que
foram aplicadas quantidades equivalentes em volume de GS-NH4" e GS-GlIn.

Nos também verificamos o estado de modificagdo de GS pela sua atividade y-
glutamil-transferase (y-GT). Aproximadamente 50% da atividade de GS-NH," foi inibida
por magnésio, indicando o estado parcialmente adenililado dessa enzima (Fig. 8). Por
outro lado, a atividade de GS-GIn foi, aproximadamente, 35% menor na condi¢do sem

magnésio, indicando o estado ndo-adenililado (Fig. 8).
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Figura 8. Determinacdo do estado de modificacdo pds-traducional de GS. A) Western-blot com
anticorpo anti-AMP mostrando que GS expressa em meio contendo 20 mM de NH4* estava no
estado adenililado, enquanto que a GS expressa em meio contendo 27 mM de glutamina estava
no estado ndo-modificado. B) SDS-PAGE controle do Western-blot, mostrando que foram
aplicados volumes equivalentes de GS no Western-blot; C e D) atividade y-GT de GS, indicando
gue GS-NH4* estava adenililada (c) e GS-GIn ndo-modificada (d).
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3.2. Regulacéo da atividade AR de GInE

Em E. coli, é descrito que a atividade adenilil-removedora (AR) de GInE é
desempenhada pelo dominio N-terminal dessa enzima, a qual é estimulada pela proteina
GInB em seu estado uridililado (GInB-UMP3) quando na presenga de ATP e 2-OG. Em
R. rubrum a atividade AR ¢é independente de GInB-UMP;s e efetores. Dessa forma, para
verificar os processos regulatorios sobre a atividade AR da GInE de H. seropedicae, n6s
realizamos ensaios de atividade y-GT de GS, na presenca do dominio N-terminal isolado
(GInE-N) e na presenca de GInB ou GInB-UMPs. Como, além do estado de modificagdo
pos-traducional, a interacdo de GInB com suas proteinas-alvo é regulada alostericamente
por ATP, ADP e 2-OG, os ensaios de desadenililagdo foram conduzidos na presenca

dessas moléculas.

Na condi¢cdo com ATP a atividade de GS, na auséncia de magnésio, teve uma
reducao de 79% sem GInB e de 76% quando havia GInB, em relacéo ao controle (Fig. 9,
A). A reducdo da atividade de GS na auséncia de magnésio sugere a transi¢ao do estado
adenililado para o ndo-adenililado tanto na presenca quanto na auséncia de GInB,
sugerindo que essa proteina ndo influencia a atividade AR por interacdo direta com o

dominio N-terminal modulada por ATP.

De forma semelhante, em relacéo ao controle, a atividade de GS foi reduzida em
cerca de 53% na presenca de GInB-UMP3 na condi¢gdo com ATP mostrando a transigéo
de estados de modificacdo de GS. Entretanto, a atividade sem a presenca de GInB
modificada teve uma queda de aproximadamente 71%, indicando GInB-UMP3 nédo
estimula a atividade AR da GInE de H. seropedicae por interacdo direta com o dominio
N-terminal na presenca de ATP (Fig. 9, B).
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Figura 9. Atividade de GInE-N na condigdo com 5 mM de ATP. GInB (a) e GInB-UMP3 (b) ndo
apresentaram atividades regulatdrias sobre a atividade de GInE-N. Em todos os casos GS foi
desadenililada

O 2-OG é um modulador alostérico que apenas pode se ligar a GInB quando ATP
estd presente, visto que o ATP estabelece a coordenacdo necessaria para a interacao.
Nesse caso, nos verificamos o efeito da presenca de 2-OG sobre a regulacéo da atividade
AR por GInB e GInB-UMP3 com ensaios contendo ATP e 2-OG. Os resultados
encontrados mostram diferenca no perfil de inibicdo de GS por magnésio, indicando a
desadenililacdo. A atividade sem magnésio teve uma queda de 83% na auséncia de GInB
e de 79% quando a proteina estava presente (Fig. 10, A). A atividade de GS na presenca
de GInB-UMP3 na condigdo ATP/2-OG foi diminuida em 67% na auséncia de magnésio
em relacdo ao controle. No mesmo experimento, a reducédo da atividade de GS na auséncia
de GInB-UMP3foi de 78%, sugerindo que ndo hé efeito regulatorio dessa proteina sobre

atividade AR por interacdo com N-terminal na presenca de 2-OG (Fig. 10, B).
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Figura 10. Atividade de GInE-N na condicdo com 5 mM de ATP e 5 mM de 2-OG. GInB (a) e
GInB-UMP3 (b) ndo apresentaram atividades regulatérias sobre a atividade de GInE-N. Em todos
0s casos GS foi desadenililada.

Por fim, nés testamos a regulacdo da atividade AR por GInB e GInB-UMP3 na
presenca de ADP. Ao contrério dos experimentos anteriores, nds ndo observamos
alteracdo no perfil de inibicdo de GS. No experimento com GInB ndo-modificada, nds
observamos uma reducdo de apenas 14% na atividade de GS na presenca de GInB e de
19% quando GInB estava ausente. Esse resultado sugere que, além de ndo haver efeito
regulatorio de GInB, a atividade AR de GInE n&o é estimulada na presenca de ADP (Fig.

11, A).
Quando o experimento foi realizado comGInB-UMP3, a atividade de GS teve um

incremento de cerca de 20% em relacéo ao controle, enquanto na auséncia da proteina foi

observado um decréscimo de 20%. Em ambos os casos o perfil de inibicdo de GS foi
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semelhante, indicando o estado adenililado, sugerindo que GInB-UMP3 ndo apresenta

atividade regulatdria na presenca de ADP (Fig. 11, B).
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Figura 11. Atividade de GInE-N na condicdo com 5 mM de ADP. de 2-OG. GInB (a) e GInB-
UMP3 (b) ndo apresentaram atividades regulatorias sobre a atividade de GInE-N. Em todos 0s
casos GS néo foi desadenililada.

Em conjunto, os resultados das figuras 9, 10 e 11 sugerem que GInB n&o participa
da regulacdo da atividade AR, independentemente do seu estado de modificacdo pos-
traducional, por interacdo direta com o dominio N-terminal. Além disso, os resultados
mostraram que atividade AR foi estimulada apenas nas condicdes com a presenca de
ATP. Para verificar a dependéncia de ATP na atividade AR, n0s reunimos em um mesmo
experimento ATP, ADP e 2-OG, na auséncia de GInB e GInB-UMPs (Fig. 12, A).
Novamente, a atividade AR foi estimulada somente em condi¢des em que havia ATP. Por
outro lado, a condi¢cdo com 2-OG n&o apresentou alteragdo no perfil de inibicdo de GS
caracteristico de desadenilila¢cdo, sugerindo que a desadenililacdo observada nas

condi¢cdes ATP/2-OG e consequéncia direta da presenca de ATP.



39

A dose-dependéncia de ATP para a atividade AR é mostrada na figura 12, B, onde
observamos o aumento da desadenililacdo de GS conforme ha incremento na

concentragdo de ATP.
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Figura 12. Regulacdo de GInE-N por moduladores alostéricos. A figura A mostra que GInE-N
foi ativada nas condi¢es com ATP e ATP+2-OG, com 5 mM de cada efetor. A figura B mostra
a dose-dependéncia de ATP na atividade de GInE-N. As concentra¢des de ATP usadas foram: 0,1
mM, 0,5 mM, 1 mM, 2 mM, 5 mM e 10 mM.

3.3.Caracterizacdo da interacéo de GInE-N com ATP e ADP

A atividade AR foi estimulada pelo ATP, mas ndo por ADP, sugerindo uma
dependéncia de condicdes energéticas para a desadenililacdo de GS. Nesse caso, GInE-N
deveria possuir sitios de sensibilidade a razdo ATP/ADP. Para testar essa hipbtese e
demostrar a interacéo fisica proteina-ligante de ATP e ADP em GInE-N, nos realizamos
experimentos de Fluorimetria Diferencial de Varredura (DSF), que utiliza fluorescéncia

extrinseca (proporcionada por Sypro Orange) para monitorar a estabilidade téermica de
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uma proteina. O aumento da estabilidade térmica € expresso pelo incremento na variagdo

da temperatura de melting (ATwm).

Na figura 13 A, podemos verificar o deslocamento da Tm em funcdo do aumento
da concentracdo de ATP, mostrando que a presenga dessa molécula GINE-N é mais
resistente a desnaturacdo por calor. Os valores de ATwm encontrados para GInE-N na
presenca de ATP sdo mostrados na figura 13, B. O formato hiperbdlico da curva indica
que os valores de Tm aumentam acentuadamente quando as concentragfes de ATP séo
inferiores a 1 mM. Acima de 1 mM, os valores de Tm passam a aumentar discretamente.
Essas observagdes sugerem a ligacdo de ATP a GInE-N. A partir do ajuste ndo-linear

mostrado na figura 13, B n6s determinamos um valor de 0,47 mM para 0 Kq aparente da

ligacdo de ATP.
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Figura 13. DSF da interacdo de GInE-N com ATP. A ligacdo de ATP gera estabilidade térmica
de GInE-N (A). Em concentracdes superiores a 1 mM de ATP, GInE-N tente a saturacdo. O Kd
determinado foi de 0,47 mM.
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Da mesma forma, 0 aumento da concentracdo de ADP também levou ao aumento
da estabilidade térmica de GInE-N (Fig. 14, A), sugerindo a interacdo desse nucleotideo
com a proteina. A analise da ATm em funcdo do aumento da concentracdo de ADP (Fig.
14, B) indica que a saturacdo de GInE-N por ADP tende a iniciar acima de 1 mM. Além
disso, para a ligagdo do ADP nos observamos maiores valores de ATy em comparagédo
com os encontrados no experimento de ligagcdo do ATP. Enquanto a ligagdo do ATP gerou
uma ATm méxima de 1,83°C, o valor méximo encontrada para a ligacdo de ADP foi de
3°C. Essa diferenc¢a observada entre a ATwm reflete uma maior estabilidade térmica
conferida por esse nucleotideo a GInE-N. No6s encontramos um valor de 0,61 mM para o
Kd aparente da ligacédo de ADP.
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Figura 14. DSF da interagdo de GInE-N com ATP. A ligacdo de ADP gera estabilidade térmica
de GInE-N (A). Em concentragdes superiores a 1,5 mM de ADP, GInE-N tente & satura¢do. O
valor de Kd determinado foi de 0,67 mM.

O ADP é um produto formado na reacdo de fosfordlise catalisada por GInE na
atividade AR, de forma que o sitio ativo da enzima tem afinidade por ADP. Assim, nos
testamos se GINE-N é capaz de ligar ADP em um sitio diferente do sitio ativo, implicando
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a existéncia de um sitio regulatorio sensivel a ADP. Para isso foram realizados
experimentos de ligacdo de ATP e ADP a enzima saturada por 5 mM do ligante oposto,
ou seja, as razbes ATP/ADP e ADP/ATP. As curvas de saturacdo das razOes foram

comparadas com as dos ligantes individuais (Fig. 15).
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Figura 15. Curvas de saturacdo das razdes ATP/ADP (A) e ADP/ATP (B). Quando saturada por
5 mM de ADP, GInE-N ndo pode ligar ATP (A), por outro lado, quando saturado por 5 mM de
ATP, ainda é detectada a ligacdo de ADP, sugerindo a existéncia de dois sitios capazes de ligar
ADP. Um sitio € o ativo e 0 segundo é regulatdrio, ao qual h&d competicdo pela ligagdo entre ATP
e ADP.

A ligagdo de ATP quando a enzima foi saturada por ADP foi completamente
abolida, sendo esse resultado indicado pela perda completa do padrdo hiperbolico da
curva de saturacdo, caracteristica da interacdo proteina-ligante, na condicdo ATP/ADP.
Esse resultado sugere que o ADP bloqueia a ligagdo de ATP (Fig. 15, A). Por outro lado,
ndo observamos a perda completa da interacdo do ADP quando a enzima estava saturada
por ATP, indicando que o ATP néo bloqueia a interacdo do ADP com enzima (Fig. 15,
B).
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3.4.Regulacéo da atividade ATase de GInE por GInB e GInB-UMP3

A enzima GInE catalisa a adenililacdo de GS a partir de sua atividade ATase
desempenhada pelo dominio C-terminal. Em E. coli essa atividade é estimulada
positivamente por GInB no estado ndo-modificado. O mesmo € encontrado em R. rubrum,
no qual a atividade ATase é diminuida na presenca de 2-OG. Para verificar a influéncia
de GInB e GInB-UMPs na atividade ATase por interagdo direta com o dominio C-
terminal, nos realizamos ensaios de adenililacdo de GS utilizando uma versédo truncada
de GInE-C. A adenililacdo de GS foi monitorada pela variacdo do perfil de inibicdo de
sua atividade y-GT por ions magnésio. Nesse caso, a versdo adenililada de GS tem sua

atividade aumentada na condigdo sem magnésio.

Conforme evidenciado no gréafico da figura 16, a atividade de GS teve um aumento
de cerca de 2,7 vezes na presenca de GInB, em relagdo ao controle sem GInE-C. Também
foi verificado o aumento na condigdo com GInB-UMP3 (2,9 vezes) e na auséncia de GInB
(2,8 vezes). Esse experimento sugere que GInB ou GInB-UMP3 ndo exercem atividade

regulatoria sobre a atividade ATase por interacdo direta com o dominio C-terminal.

1.0
— / }Mgz-
=]
= 0.8_ 2+
o
o [ -Mg
(o)
< 0.6+
©
e
= 0.4
,_E
o]
2 0.2-
-
0.0 1 1 1 |

S/GInE-C S/GInB GInB GInB-ump

Figura 16. Atividade de GInE-C na presenca de GInB e GInB-UMP3. Em todos as condi¢des
GS foi adenililada, indicando que GInB ou GInB-UMP3 néo tiveram influéncia sobre a atividade
ATase.

NoOs testamos se 0 2-OG teria efeito sobre a atividade ATase na presenca de GInB
como encontrado em R. rubrum [44]. Conforme mostrado na figura 17, nds néo
observamos diferengas significativas no padrdo de adenililagdo na presenca de GInB,
GInB-UMP3 e na auséncia dessa proteina. Em todos os casos, a atividade ATase foi
observada.
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Figura 17. Atividade de GInE-C na presenca de GInB e GInB-UMP3 com e sem 2-OG. Em
todos as condicbes GS foi adenililada, indicando que GInB ou GInB-UMP3 nédo tiveram
influéncia sobre a atividade ATase quando 2-OG estava presente. Além disso, 0 2-OG parece nao
influenciar a atividade na auséncia de GInB.

Interessantemente, a atividade y-GT de GS na condi¢do sem GInE-C foi inibida
na presenca de 2-OG (fig. 17). A atividade na auséncia de magnésio foi cerca de 6,6 vezes
menor. Entretanto, na presenca de GInE-C a atividade de GS aumentou 33,9 vezes na
condicdo sem magnésio na presenca de 2-OG. Esse resultado sugere a perda do efeito
inibitorio sobre a atividade y-GT de GS no estado adenililado. Dessa forma, nds testamos
se 0 2-OG teria algum efeito alostérico em GS em funcdo de seu estado de modificacédo
pos-traducional a partir de medidas da atividade biossintética da enzima, na qual GS
adenililada tem maior atividade quando metal é 0 manganés, enquanto que a enzima néo-

modificada é mais ativa na presenca de magnésio. O resultado é mostrado na figura 18.
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Figura 18. Atividade biossintética de GS e GS-AMP na presenca de 2-OG. Os resultados
sugerem que GS no estado ndo modificado sofre inibicdo por 2-OG, mas que essa inibicdo é
perdida quando GS esta adenililada.
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Os resultados mostram a reducdo na atividade biossintética da GS néo-
modificada. A atividade na presenca de magnésio sofreu uma queda de cerca de 3,4 vezes.
Nas outras condi¢des, ndo é observado influéncia significativa na atividade de GS. Esse
resultado sugere que o0 2-OG pode ser um modulador alostérico negativo de GS no estado
ndo-modificado. Pelo nosso conhecimento, essa é a primeira vez que um efeito

regulatorio de 2-OG diretamente sobre GS € descrito.

3.5. Caracterizacgéo da interacdo entre GInE-N e GInB

Estudos realizados anteriormente em nosso laboratério mostraram que a atividade
ATase de GInE inteira € maximizada na presenca de GInB e que esse efeito é diminuido
quando adicionado 2-OG ao mix reacional [56], semelhante ao observado em R. rubrum.
Entretanto, os resultados dos ensaios de atividade da variante GInE-C sugerem que GInB/
GInB-UMP3 ndo participa da regulacdo da atividade ATase por interacdo direta com esse
dominio. Dessa forma, n6s realizamos um ensaio de co-precipitacdo para avaliar a
possivel interacdo de GInB com o dominio N-terminal de GInE. O resultado € mostrado

na figura 19.

GInB GInE-N ATP ADP ATP-20G
R S R S R S R S R S
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— — p—— W «— GInB

Figura 19. Ensaio de co-precipitagdo mostrando a interacdo de GInB com GInE-N. NA condicio
com ADP, a banda relativa a GInB é mais intensa na fragdo contendo a resina (R), indicando
interacdo nessa condicdo. Por outro lado, ndo observamos bandas na condicdo ATP-2-OG,
mostrando que nessa condicdo nao ha interacdo de GInE-N com a GInB.

Como pode ser observado na figura 19, na auséncia de GInE-N, GInB apresenta
certa afinidade natural pela resina magnética, sendo que essa caracteristica representa

uma dificuldade na interpretacdo dos resultados do experimento. Entretanto, quando ha a
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presenca de GInE-N, a intensidade das bandas relativas a GInB na condi¢do com a resina
(R), ou seja, precipitada junto com GInE, varia de acordo com o efetor que esta presente.
Nos encontramos uma banda mais intensa na presenca de ADP e de menor intensidade
na condicdo com ATP. Nos ndo observamos bandas referentes a interacdo GInB:GInE-N

na condi¢do com 2-0OG.
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4.Discussao

A via da enzima Glutamina Sintetase (GS) é central no metabolismo de nitrogénio
das bactérias, pois a glutamina sintetizada por GS participa como doadora de grupos
amino em diversos processos metabdlicos. Dada a multiplicidade de processos que séo
dependentes de glutamina e da dependéncia de ATP para sua sintese, o fluxo metabolico
através de GS é fortemente regulado por modulacéo alostérica e por modificacdo pos-
traducional. Os metabdlitos exercem uma regulagédo alostérica com efeito cumulativo,
que ¢ intensificado pela regulacdo pos-traducional, uma adenililacdo reversivel,
catalisada pela enzima bifuncional GInE [20]. Uma atividade de GS muito baixa poderia
levar a uma diminuicdo no pool intracelular de glutamina e glutamato, com consequéncias
para o anabolismo bacteriano. Por outro lado, uma atividade exagerada de GS pode levar
ao acumulo de glutamina e desperdicio de ATP, consumido pela atividade enzimatica. O
controle fino da atividade de GS através desses mecanismos garante a homeostase
energética e da concentracdo intracelular das moléculas doadoras de grupos amino na
célula. De fato, em E. coli, as concentra¢des intracelulares de glutamina e glutamato e a
razdo ATP/ADP variam pouco, independentemente da disponibilidade de nitrogénio no
ambiente [57].

Em E. coli, a enzima GInE € regulada pela proteina de transducéo de sinal GInB.
A regulacdo desempenhada por GInB depende essencialmente do seu estado de
modificacdo pds-traducional, sendo que a sua forma uridililada (GInB-UMP3) estimula a
atividade adenilil-removedora (AR) de GInE, enquanto que a forma n&o-modificada
estimula a atividade adenilil-transferase (ATase). Os experimentos realizados em E. coli
ainda mostraram que a atividade AR depende de 2-OG e ATP e que a atividade ATase
necessita de glutamina [23]. Por outro lado, a regulacdo de GInE em R. rubrum parece
depender apenas de GInB no estado ndo-modificado, para a ativagédo da atividade ATase.
Nesse organismo, a atividade ATase ndo depende de glutamina e € inibida por 2-OG,

enguanto que a AR é constitutiva e ndo depende de efetores [44].

Nos nossos experimentos realizados com a versdao truncada GInE-N de H.
seropedicae, a reducdo na atividade de GS na condi¢cdo sem magnésio é um indicativo da
transicdo do estado adenililado para o desadenililado, mostrando que essa variante possui
atividade AR. Esse perfil de desadenililacdo de GS foi observado nas condigfes com ATP
e ATP/2-OG (Fig. 9 e 10), mas n&o foi encontrado na condicdo com ADP (Fig. 11).

Quando a atividade de GInE-N foi testada com 2-OG sem a presenca de ATP, ndo foi
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observado desadenililacdo de GS, sugerindo que o ATP é o responsavel pela estimulagéo
observada na condicdo ATP/2-OG (Fig.12). O mesmo padrédo foi observado em
experimentos realizados com uma versdo completa de GInE [56]. Em conjunto, esses
resultados sugerem a independéncia de 2-OG na estimulacdo da atividade AR e a
existéncia de um sitio regulatorio sensivel a ATP no dominio N-terminal da GInE de H.

seropedicae.

Para verificar se o dominio N-terminal teria um sitio sensivel a ATP, nos
realizamos experimentos de DSF. Os resultados mostraram um aumento da ATm na
presenca de ATP, sugerindo que esse nucleotideo aumenta a estabilidade térmica da
enzima por se ligar a ela (Fig. 13). Da mesma forma, os resultados de DSF indicam a
ligagdo de ADP em GInE-N (Fig. 14). A ligagdo de ADP gerou maiores valores de ATwm
em relacdo aos encontrados para a ligacdo de ATP, sugerindo uma maior estabilizacdo de
GInE-N na presenca desse nucleotideo. Esse resultado poderia indicar que GInE-N possui
maior afinidade por ADP. Entretanto, em condic@es saturantes de ATP, GInE-N ainda é
capaz de ligar ADP em baixas concentracdes, sugerindo a existéncia de mais de um sitio
capaz de interagir com ADP (Fig. 15). Como o ADP ¢é produto da reacdo de fosforolise
da atividade AR, a maior estabilizacdo encontrada na auséncia de ATP pode ser explicada
pela ligagcdo de ADP ao sitio ativo e ao sitio regulatorio simultaneamente. Por outro lado,
a saturacdo por ADP aboliu a ligacdo de ATP (Fig. 15), indicando que ATP e ADP

competem pela ligagdo ao mesmo sitio, que atua como um sensor de energia.

Ao ajustarmos dos valores das ATwm a equacdo 1 obtemos uma curva de saturagdo
hiperbdlica caracteristica de interacdo proteina-ligante, tanto para a ligacdo de ATP
guanto para de ADP. O comportamento das curvas é distinto em termos de inclinacao,
mostrando que GInE-N se torna saturada pelo ligante mais rapidamente na presenca de
ATP (Fig. 13). O ajuste dos valores de ATm & equacédo 1 também permitiu determinar um
valor de 0,47 mM para o Kd aparente da ligacdo de ATP e 0,61 mM para a ligagéo de
ADP. E importante considerar que o Kd aparente para ADP é influenciado também pela
ligagdo desse nucleotideo ao sitio ativo, embora a afinidade dessa interagdo tenda a ser
pequena visto que o ADP é produto da reacéo.

Interpretando 0 Kd como a concentragdo de ligante na qual 50% da enzima esta
saturada, podemos esperar que a enzima tenda a saturacdo em concentragcdes maiores que

0,97 mM de ATP. Esse resultado € consistente com o encontrado no experimento de
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atividade de GInE-N em funcéo da concentracdo de ATP, no qual ha perda da linearidade

na atividade da enzima em concentragcdes maiores que 1 mM (Fig.12).

Considerando que em células de E. coli crescidas em baixo nitrogénio a
concentracdo de ATP intracelular é proxima de 2 mM [32] GInE teria atividade AR
maxima nas condigdes limitantes de nitrogénio nas quais é necessaria a atividade de GS,
dado que o Km dessa enzima para NH4* € menor do que o da enzima GDH [15]. Embora
0 Kd aparente do ADP seja influenciado pela ligagéo ao sitio ativo, € plausivel supor que
nas condicdes limitantes de nitrogénio ndo ha interacdo de ADP com o sitio regulatdrio,
visto que as concentracdes intracelulares de ADP nessa condi¢do sdo préximas de 0,3
mM [32].

Nos experimentos de atividade AR na presenca das proteinas GInB e GInB-UMP3,
foi observada a desadenililacio de GS nas condicbes em que havia ATP,
independentemente da presenca de GInB ou GInB-UMP3, sugerindo que essas proteinas
ndo regulam a atividade AR por interacdo direta com o dominio N-terminal nessa
condicdo (Fig. 9, 10 e 11). Experimentos realizados com a GInE inteira também
mostraram que a presenca de GInB ou GInB-UMP3 na condigdo com ATP, ndo influencia
na atividade AR [56].

Dessa forma, € possivel concluir que a estimulacdo da atividade AR ¢é
independente de GInB e GInB-UMP3, divergindo do modelo de regulacédo de E. coli, no
qual GInB-UMP3 ¢é necessario. Em R. rubrum AR também é independente de GInB-
UMP3, supondo a existéncia de um mecanismo de regulagdo homdlogo em H.
seropedicae. Entretanto, R. rubrum aparenta ndo depender de moduladores alostéricos,
diferentemente dos nossos resultados encontrados para H. seropedicae, no qual o ATP é
um fator limitante para a atividade AR. A dependéncia de ATP aproxima a regulacdo da
atividade AR da encontrada em E. coli, a qual é estimulada por ATP, mas diverge pela
independéncia de 2-OG, uma vez que nossos resultados sugerem que essa molécula ndo
tem qualquer efeito sobre a atividade AR (Fig. 12). Nesse sentido, 0 mecanismo
encontrado em H. seropedicae para ativacao da atividade AR &, em nosso conhecimento,

Unico dentre os descritos até o0 momento.

Apesar de divergirem quanto a regulacdo da atividade AR, os modelos de E. coli
e R. rubrum convergem em termos da dependéncia de GInB ndo-uridililada na regulacéo

da atividade ATase. Em experimentos realizados com GInE nativa de H. seropedicae, a
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atividade ATase ocorre na presenca de GInB, de GInB-UMP3 e mesmo na auséncia dessas
proteinas. Entretanto, a atividade na presenca de GInB é maximizada [56]. Nos
experimentos que nds realizamos com a variante GInE-C, observamos que GS foi
adenililada na auséncia e na presenca de GInB e GInB-UMP;3 (Fig. 16)., corroborando o
encontrado para a GInE nativa. Entretanto, ndo foi observado a maximizacéo da atividade
de ATase na presenca de GInB, pois todas as condigdes foram significativamente iguais
(Fig. 16). No6s também ndo observamos inibicdo da atividade na presenca de 2-OG na

presenca ou auséncia de GInB e GInB-UMP3, como observado na GInE inteira (fig. 17).

A aparente divergéncia entre os resultados encontrados para GInE nativa e GInE-
C sugere que, provavelmente, a variante truncada perdeu o sitio de interagdo com GInB,
de forma que a atividade ATase que observamos é relativa a atividade encontrada na GInE
inteira sem a presenca de GInB ou GInB-UMP3, sugerindo que o sitio de interagdo com
GInB esté localizado na regido N-terminal, assim como em E. coli e em R. rubrum [23,
44]. De fato, o experimento de Pull-down sugere que GInB pode interagir com GInE-N,
na presenca de nucleotideos, sendo gue a intensidade de bandas indica que a interacao é

mais significativa na presenca de ADP e abolida quando ha 2-OG (Fig. 19).

A GInB de H. seropedicae possui afinidades semelhantes por ATP e por ADP
[52]. Nessa proteina, ATP e 2-OG possuem efeito sinérgico, de forma que na presenca
de 2-OG a afinidade por ATP aumenta na GInB nao-modificada (cerca de 5 vezes) e na
GInB-UMP3, em menor escala [52]. As concentragdes de ATP e ADP intracelulares em
H. seropedicae néo séo conhecidas, mas em células de E. coli crescidas em condic@es de
alto nitrogénio, a concentracéo intracelular de ATP cai de 2 mM para 1,8 mM e de ADP
aumenta de 0,3 mM para 0,6 mM [32]. Em H. seropedicae as concentracfes de 2-OG
intracelulares em baixo nitrogénio séo cerca de 4 vezes maiores (4,5 mM) do que as
encontradas em E. coli, mas caem para cerca de 1,7 mM em condigdes de alto nitrogénio
[52]. Dessa forma, em alto nitrogénio GInB estara ligada a ATP e 2-OG, enquanto que
em condigdes limitantes de nitrogénio, a ligacdo de ADP ¢ favorecida. Essas observagoes
sugerem que em alto nitrogénio, GInB liga ATP e 2-OG e, nesse estado, ndo pode se ligar
em GInE, impedindo a estimulacédo da atividade ATase. Por outro lado, em condicdes de
baixo nitrogénio, a ligacdo de ADP em GInB ¢é favorecida e, nesse caso, GInB pode
interagir com GInE e estimular a atividade ATase. Simultaneamente, a diminuigdo de
ATP diminui a atividade AR. Embora ndo demonstrado nesse trabalho, a ligacdo de ADP
ao sitio regulador N-terminal provavelmente inibe a atividade AR.
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Apesar do ATP ser um substrato da atividade ATase, experimentos com a versdo
completa de GInE mostram que essa atividade é inibida por 1 mM de ATP, mas ocorre
quando 0,2 mM ¢ acrescentado ao mix de reacdo [56]. Nesse caso, em condic¢des de baixo
nitrogénio, a atividade ATase é inibida por falta de estimulo de GInB e por modulacéo do
ATP, mostrando que existe redundancia na integragcdo do sinal de energia. Ao mesmo

tempo, a atividade AR é estimulada.

NOs observamos um aparente efeito inibitorio do 2-OG sobre a atividade de GS
ndo-modificada (Fig. 17 e 18 ), que em nosso conhecimento, ndo havia sido demonstrado
anteriormente. A principio, esse resultado parece ser paradoxal, uma vez que o 2-OG
inibe a adenililacdo de GS. Entretanto, 0 2-OG € um metabo6lito que conecta os
metabolismos de carbono e nitrogénio e esta sujeito a flutuacdes em funcdo do balanco
Carbono-Nitrogénio. Além disso, a glutamina produzida por GS € utilizada na sintese de
glutamato, pela aminagédo de 2-OG na reacdo da GOGAT. A reacdo da GOGAT depende
de NADPH. Dessa forma, essa observagédo de inibigcdo direta do 2-OG sobre GS pode
representar uma regulacdo estequiométrica do ciclo GS-GOGAT, que pode ser
consequente do estado redox da célula. Entretanto, os resultados aqui apresentados séo
preliminares e sdo necessarios outros estudos para um aprofundamento da regulacéo de
2-OG sobre GS.

Em suma, nossos dados, em conjunto com as observacGes com a GInE inteira,
sugerem o seguinte modelo para regulacdo da atividade de GS (Fig 19): em altas
concentracdes de nitrogénio, as concentracdes intracelulares de ATP e 2-OG diminuem,
favorecendo a ligacdo de ADP a GInB. GInB ligada a ADP interage com no dominio N-
terminal de GInE. A informacao dessa interacao € transmitida ao dominio C-terminal, que
tem sua atividade estimulada. Simultaneamente, ADP se liga ao sitio de sensibilidade de
energia em N-terminal, inibindo a atividade AR. Nessa condicdo, GS € adenililada. Por
outro lado, em condi¢des limitantes de nitrogénio, as concentracbes de ATP e 2-OG
aumentam. Nesse caso, GInB liga ATP e 2-OG e nesse estado, GInB ndo se liga a GInE
e ndo ha estimulagdo de ATase. Simultaneamente, o aumento do ATP intracelular inibe
a atividade ATase independente de GInB e estimula a atividade AR. Assim, GS ¢

desadenililada.
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Figura 20. Modelo de regulagéo da atividade de GInE em H. seropedicae. Em condicdes de alto
amonio, GInB liga ADP e nesse estado interage com o sitio em N-terminal de GInE, estimulando
a atividade ATase em C-terminal. Nessa condi¢do, o ADP se liga no sitio de sensibilidade a
energia em N-terminal e bloqueia a atividade AR. Em condi¢bes de baixo nitrogénio, as
concentragdes de ATP e 2-OG aumentam. Nessa condi¢do, GInB liga ATP e 2-OG. A ligacdo do
2-OG bloqueia a interacdo de GInB no sitio em N-terminal, inibindo a atividade ATase. A
Atividade ATase também é inibida por ATP, que ao mesmo tempo interage no sitio de
sensibilidade em N-terminal e estimula a atividade AR.
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