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RESUMO

TESE DE DOUTORADO EM BIOLOGIA COMPUTACIONAL E SISTEMAS

Leandro de Mattos Pereira

Enzimas sdo proteinas que catalisam reac¢des bioquimicas, funcionando como
catalisadores biolégicos naturais. Cada enzima tem um nome recomendado e numero
atribuido por uma comissédo especializada, a "Enzyme Comission”, um numero que
classifica a enzima de acordo com a reacdo que catalisa e de acordo com a sua funcéo
enzimética. As enzimas que catalisam a mesma reacdo geralmente tém uma alta
semelhanca entre as suas estruturas primaria (por Ex. homologos), isto reflete na
semelhanca das estruturas terciarias, 0 que sugere uma origem evolutiva comum.
Contudo, agumas enzimas sao capazes de catalizar a mesma transformacao quimica e
possuem distintas estruturas terciarias, sao originadas de eventos evolutivos
independentes, por processos de convergéncia funcional. Estas enzimas sdo conhecidas
como enzimas isofuncionais ndo homdlogas isofuncionais (NISEs). Analisando dados
genbmicos de diferentes linhagens de Escherichia coli, observamos a presenca
simultdnea de NISEs no mesmo genoma. Ndo sabemos o significado biolégico ou o
impacto sobre o metabolismo da presenca destas enzimas no mesmo genoma. Neste
trabalho n6s mostramos que estas enzimas tém diferentes estruturas terciarias
confirmados pela validacao estrutural e varias outras caracteristicas funcionais diferentes,
por exemplo, afinidade diferente para um substrato, diferentes padrbes cinéticos e co-
fatores, diferencas na estabilidade e regulacdo. Estas enzimas também podem ter
diferentes padrbes de expressao génica e co-expressao e regulacéo, diferentes parceiros
nas redes de interacdes proteina-proteina. A analise do niumero de copias mostrou um
aumento do numero de coépias (Ex. amplificacdo génica) de enzimas do metabolismo
central envolvidas em processos essenciais, tais como: recombinacdo genética: (RusA:
Crossover junction endodeoxyribonuclease RusA, EC 3.1.22.4), a modificacdo da
parede celular e morte celular programada (RrrD: Lysozyme RrrD, EC 3.2.1.17), a
subversédo da resposta imune (UshA, 5'-nucleotidase, EC 3.1.3.5), formacao de biofilmes,
células de persisténcia (PIsB: Glycerol-3-phosphate acyltransferase, EC 2.3.1.15).
Os resultados mostram que NISEs em em linhagens de E. coli ndo representam casos de
redundancia funcional, tais enzimas aumentam a adaptacao e flexibilidade metabdlica da
bactéria para lidar com diferentes desafios ambientais.
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ABSTRACT

PHD THESIS IN BIOLOGIA COMPUTACIONAL E SISTEMAS

Leandro de Mattos Pereira

Enzymes are proteins that catalyze biochemical reactions, functioning as natural
biological catalysts. Each enzyme has a recommended name and number assigned by a
specialized committee, the "Enzyme Comission”, a number that ranks the enzyme
according to the reaction that it catalyzes and according to its enzymatic function. The
enzymes that catalyze the same reaction usually have a high similarity between their
primary structures (by Ex. homologous) this similarity is reflected in tertiary structures,
suggesting a common evolutionary origin. However, some enzymes are able to catalyze
the same chemical transformational and have distinct tertiary structure, are originated from
distints events evolutives by process of functional convergence. Such enzymes are known
as non-homologous enzymes isofuncionais (NISEs) or similar enzymes. Analyzing
genomic data of different strains of Escherichia coli, we observed the simultaneous
presence of NISEs the same genome. Do not know the biological significance or the
impact on the metabolism of the presence of these enzymes in the same genome. In this
work we have shown that these enzymes have different tertiary structures confirmed by
structural validation, and have several other different functional features, for example:
different affinity for a substrate, different kinetic patterns and co-factors, different stability
and regulation. We also observed that these enzymes may have different expression
patterns and gene co-expression and regulation, different partners in the networks of
protein-protein interactions. The analysis of the number of copies showed an increased
number (Ex. gene amplification) of copies of some structural forms with analogy cases of
central metabolism, enzymes involved in essential processes such as: genetic
recombination: (RusA: Crossover junction endodeoxiribonuclease, EC 3.1.22.4),
modification of cell wall and programmed cell death (RrrD: lysozyme), subversion of the
immune response (Usha, 5'-nucleotidase, EC 3.1.3.5) formation biofilms and -cell
persistence (PIsB: acetyl gligerol 3-phosphatase, EC 2.3.1.15). The results show that
NISES don’t represent cases of functional redundancy; such enzymes increase metabolic
flexibility of bacteria to handle different environmental challenges.
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1 INTRODUGCAO

1.1 As enzimas isofuncionais ndo-homaologas

Enzimas isofuncionais ndo homologas (NISESs), ou enzimas analogas, sdo enzimas
gue catalisam a mesma reacdo enzimatica, mas que possuem origens evolutivas
independentes, e por um processo de evolugdo convergente estas enzimas
desenvolveram a capacidade de catalisar a mesma transformacdo quimica (reacdo
enzimatica). Esta teoria é apoiada pelo fato destas enzimas nao possuirem similaridade
significante em suas estruturas primarias e possuirem distintas estruturas terciarias. Os
processos de evolucdo convergente em enzimas foram primeiramente descritos ha 40
anos por Wright e colaboradores (Wright et al., 1969) em seus estudos sobre a estrutura
tridimensional de subtilisina (serina endopeptidase). Outros casos de enzimas analogas
foram relatados, como por exemplo, as superdxido dismutases Cu/Zn- e Mn/Fe-
dependente (Stallings, Powers, Pattridge, Fee, & Ludwig, 1983) e as B-lactamases do tipo
| (classes A e C) e tipo Il (Carfi et al., 1995).

O primeiro estudo em larga escala abrangendo a identificacdo de enzimas analogas
em diversos genomas foi realizado em 1998 por Galperin e colaboradores (1998)
(Galperin, Walker, & Koonin, 1998), utlizando dados do GenBank
(www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank). Neste estudo foi observado que algumas enzimas, apds
terem suas estruturas primarias comparadas com o programa Blastp (Stephen F Altschul
et al., 1997), obtiveram pontuacédo (score) abaixo de 120. Isto indica que nenhuma
similaridade significativa entre suas estruturas primarias foi detectada. Por outro lado,
estas mesmas enzimas comprovadamente compartilhavam a mesma atividade enziméatica
e apresentavam estruturas tridimensionais significativamente distintas, o que foi medido

através de alinhamentos estruturais.

A partir desta evidéncia experimental, tornou-se possivel a predicdo computacional
de casos de analogia através da simples comparacdo das estruturas primarias de
enzimas que compartilhem a mesma atividade enzimatica, com o uso do programa de

alinhamento local mais difundido no meio cientifico.
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Na maioria das vezes a auséncia de similaridade detectavel entre as sequéncias
primarias de proteinas € atribuida a uma grande divergéncia entre sequéncias homologas
gue acompanha a adaptacédo para diferentes condicbes ambientais (Galperin & Koonin,
2012a), mas ao nivel de comparacdo estrutural tridimensional ainda podemos observar
sobreposicao de suas estruturas terciarias quando alinhadas, compartilhando os mesmos

enovelamentos, significando que estas, na maioria das vezes sdo homologas

Em outros casos, algumas enzimas que catalisam a mesma transformacdo quimica
possuem estruturas tridimensionais distintas e séo classificadas em duas ou mais
distintas superfamilias, o que indica que também devem ter surgido e evoluido de formas

independentes.

Em 2008, Otto e colaboradores (Otto et al., 2008) desenvolveram o0 programa
AnEnPi que, com base nas evidéncias apresentadas no trabalho de Galperin e
colaboradores (Galperin et al., 1998), permite a predicdo computacional de casos de
analogia a partir do conjunto de estruturas primarias de enzimas com atividade enzimatica
anotada (oriundas de genomas completamente sequénciados) disponiveis no banco de
dados KEGG (http://www.genome.jp/kegg/keggl.html). Neste trabalho os autores
apresentaram 35 casos potenciais de analogia intergendmica (definida como a existéncia
de analogia entre enzimas presentes em distintos genomas) entre o ser humano (Homo
sapiens) e um dos parasitos causadores da leishmaniose (Leishmania major), assim
como 12 casos possiveis de analogia intragenémica (definida como a existéncia de

analogia entre enzimas presentes no mesmo genoma) neste parasito.

Em 2010, Omelchenko e colaboradores (Omelchenko, et al., 2010) demonstraram
gue 185 atividades enzimaticas (ECs) distribuidas nos genomas sequénciados possuem
duas ou mais proteinas com estruturas tridimensionais distintas capazes de catalisare a
mesma transformacdo quimica, e no mesmo trabalho propuseram uma nova
nomenclatura para estas enzimas, passando entdo a serem denominadas enzimas
isofuncionais ndo homoélogas (Non-homologous ISofunctional Enzymes - NISE). Em nosso
trabalho usaremos os termos analogos funcionais como sindnimo de enzimas

isofuncionais ndo homaologas.

Em 2010, Capriles e colaboradores (Capriles et al.,, 2010) identificaram enzimas
analogas intergenbmicas entre Homo sapiens e o0 patdgeno Trypanosoma cruzi.

Considerando as diferencas estruturais encontradas entre as enzimas analogas, estas
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possuem potencial para ser utilizadas como alvos para o desenvolvimento de novos
farmacos. Isto significa que as enzimas analogas correspondem a um reservatorio, até o
momento pouco explorado, de potenciais alvos terapéuticos. De fato, alguns alvos
terapéuticos apresentam casos de analogia, como, por exemplo, as enzimas tripanotiona
redutase de Leishmania donovani e glutationa redutase de mamiferos (Cunningham &
Fairlamb, 1995).

Do ponto de vista biologico, a presenca de duas enzimas com o mesmo papel
funcional representaria uma duplicacdo ou redundéncia funcional, o que vai contra o
paradigma de economia da energia metabdlica, pois para cada proteina sintetizada existe
um custo energético associado ndo somente a sua propria sintese, como também a
sintese de seus amino&cidos. Em Escherichia coli, ja foi observado que proteinas
altamente expressas sao deficientes em aminoacidos mais custosos do ponto de vista de
sua sintese (Bragg & Wagner, 2007). Em um cenario evolutivo alternativo, as enzimas
analogas funcionais podem ter adquirido funcfes adicionais, como fun¢des estruturais. O
fenbmeno moonlighting € descrito para enzimas que adquirem func¢des adicionais ndo

enzimaticas (Galperin & Koonin, 2012b).

Em 2011, Foster e colaboradores (Foster et al., 2010) analisaram em Escherichia
coli o papel funcional das NISES fosfoglicerato mutase dependente de cofator (dPGM) e
independente de cofator (iPGM). As enzimas fosfoglicerato mutase catalisam a
interconversado de 2- e 3- fosfoglicerato (2-PG e 3-PG) na via glicolitica e gluconeogénica.
Neste estudo, foi observado que a atividade catalitica da enzima dPGM é maior que da
sua forma alternativa iPGM. Em Bacillus subtilis, a delegcdo do gene iPGM resultou em
fendtipo de crescimento e esporulacéo; delecdes no gene dPGM néo produziram nenhum

efeito (Pearson et al ., 2000).

A presenca de NISES em um mesmo genoma pode representar solucdes
alternativas para uma determinada condi¢éo biol6égica ou mesmo uma rota de escape em
uma via metabdlica, pois uma execuc¢do alternativa da mesma transformagdo quimica
pode ocorrer proporcionando ao organismo possuidor destas formas enzimaticas
alternativas uma maior flexibilidade metabdlica. Portanto, torna-se plausivel presumir que
as mesmas possam ter grande importancia bioquimica, desempenhando papéis

importantes ou chaves em determinadas situacoes
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Neste estudo, nds utilizamos como definigdo de trabalho para o termo “papel
biolégico” de uma determinada enzima como sua fungdo global em um determinado
contexto ou condicdo biologica. Em outras palavras, o “papel biolégico” desta enzima
compreende ndo somente sua atividade catalitica particular como também quaisquer

funcdes estruturais (ou outras) que possa ter.

Apesar do fato de enzimas analogas catalisarem a mesma reagdo enziméatica do
ponto de vista bioquimico (nimero de EC), pretendemos mostrar que o papel bioldgico
destas enzimas em um organismo pode, em algumas ocasides, ser distinto, pois estas
enzimas possuem estruturas completamente diferentes, assim como diversos outros
parametros (cinética, cofatores, custo de sintese, etc.). Pretendemos mostrar que as
enzimas anélogas sdo alternativas para enfrentar desafios impostos pelas condicdes e

mudanc¢as ambientais.

Até o momento, a maioria dos trabalhos na literatura envolvendo a predicdo e a
caracterizacao funcional e estrutural de proteinas tem negligenciado o estudo dos casos
de NISES presentes em um mesmo genoma. A maioria dos trabalhos publicados tem
como objetivo a procura de proteinas homdlogas entre diferentes organismos. Neste
trabalho, procuramos oferecer outro ponto de vista, contextualizando as diferencas entre a

funcdo enzimética e o papel biolégico, utilizando estas enzimas como modelo de estudo.

Para um maior entendimento das questfes supracitadas, nés estudamos o papel
funcional das enzimas analogas intragen6micas através da andlise de diversos dados,
como por exemplo: i) o padrdo de presenca/auséncia das mesmas em uma série de
genomas da mesma espécie; ii) sua estrutura 3D e enovelamentos, mecanismos de
transformacao e residuos envolvidos, cofatores, inibidores e parametros fisicos, quimicos
e bioquimicos; iii) Andlise do contexto genémico, essencialidade e taxa de crescimento de
mutantes, iv) Perfis de expressdo e de co-expressdo. Para tanto, foi utilizado como
modelo de estudo um conjunto de genomas correspondente a 33 linhagens de E. coli que

inclui cepas patogénicas e ndo patogénicas.
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1.2 Enzimas e sua classificagéo

As enzimas sdo capazes de catalisar reacfes bioquimicas e funcionam como
catalisadores biologicos naturais. Elas diminuem a energia de ativacdo necessaria para
uma reacao bioquimica, e aumentam a velocidade da reacdo enzimatica. Em uma reagéo
enziméatica, as enzimas convertem o substrato em uma nova molécula chamada produto;
durante este processo as enzimas podem requerer fatores adicionais para sua atividade
catalitica, tais como cofatores, &tomos de metais (por exemplo: Fe?*, Zn?* e outros), ou

outras moléculas que aumentam a afinidade da enzima pelo substrato.

A maioria dos processos metabdlicos em um sistema biolégico necessita de uma
enzima. Possivelmente, a presenca de enzimas no LUCA (ultimo ancestral universal
comum de todos os organismos) deve ter desempenhado um papel fundamental na
evolugdo e irradiagdo da vida na Terra. As enzimas tém suas atividades bioldgicas
definidas pelo tipo de transformacédo quimica realizada e pelo mecanismo através do qual

esta transformacéo se processa.

As transformagfes quimicas realizadas pelas enzimas séo classificadas de acordo
com as recomendacdes da “Nomenclature Committee of the International Union of
Biochemistry” (NC-IUBMB, http://www.chem.gmul.ac.uk/iubmb/enzyme/), segundo o qual
para cada atividade enzimatica um nome recomendado e um numero EC (“Enzyme
Commission number”) sdo atribuidos, dependendo da reacdo catalisada pela enzima.
Esta classificacdo € feita de forma hierarquica e cada enzima recebe um numero
composto de quatro digitos; o primeiro digito descreve a reacao quimica geral catalisada
pela enzima, ou seja, a classe a qual ela pertence; os dois numeros subsequentes tém
significados diferentes dependendo da classe da enzima; o quarto digito descreve a
especificidade da reacao, definindo o substrato/produto ou cofatores especificos usados
(Quadro 1). Por exemplo, o EC 1.1.1.1 (&lcool desidrogenase) representa as enzimas
oxidoredutases (EC 1) que atuam nos grupamentos CH-OH de doadores (EC 1.1), com
NAD ou NADP como aceptores (EC 1.1.1), tendo como substratos o alcool etilico ou
hemiacetais (EC 1.1.1.1).

O numero oficial de EC é organizado pela [IUBMB e International Union of Pure and
Applied Chemistry (IUPAC) é atribuido manualmente baseado em dados experimentais

publicados sobre cada enzima. Estas informagdes compiladas fornecem uma biblioteca
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valiosa sobre o conhecimento bioquimico atual proporcionando a classificacdo padrédo e

nomenclatura de enzimas (Kotera et al., 2004, Kotera et al., 2014).

Porém, nem toda enzima possui um EC; muitas rea¢cdes do metabolismo secundério
ainda ndo foram completamente elucidadas pelos métodos laboratoriais tradicionais
(Kotera et al., 2004). Contudo, o numero EC € uma maneira inteligente de ligar a
genbmica e protedmica quimica, pois este numero, além de representar a reacao
enzimética (informac&o quimica), é utilizado como identificador da enzima e dos genes
gue codificam estas enzimas (informac&o gendmica). Desta forma, podemos ligar as duas
informacgdes para atribuir funcdo a genes e proteinas identificadas em um determinado
organismo (Kotera et al., 2004).

Quadro 1: Classes enzimaticas e classificacdo segundo a Unido Internacional de
Bioquimica

Grupo de enzimas Reacdo catalisada Exemplos

Transferéncia de atomos ou moléculas de hidrogénio ]
o ) Desidrogenases e
EC1: Oxidoredutases | e oxigénio de um substrato para outro, ou associados .
R . L oxidases
as reacdes de oxidagao.

Transferéncia de um grupo especifico (fosfato, metil, | Transaminases e
EC2: Transferases i
etc) de um substrato para outro. cinases

EC3: Hidrolases Hidrolise de um substrato. Enzimas digestivas

] Remocé&o nao hidrolitica de um grupo ou adicao de
EC4: Liases Aldolases
um grupo ao substrato.

EC5: Isomerases Mudanca na forma molecular de um substrato. Fumarases

) Juncéo de duas moléculas pela formacao de novas _
EC6: Ligases ) Sintetases
ligacoes.
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1.3 Escherichia coli e Pangenoma

A E. coli € uma das bactérias gram-negativas comensais do homem. Seu
descobridor foi o alem&o austriaco Theodor Escherichi em 1885. A bactéria é classificada
dentro da subdivisdo gama do Filo Proteobactéria, € um membro da Familia
Enterobacteriaceae, um dos organismos mais estudados pelo homem, e € amplamente
utilizada como um vetor de clonagem em tecnologias do DNA recombinante. O ciclo de
vida da bactéria entérica envolve a transicdo entre dois principais ambientes. O primeiro
habitat € o trato gastrointestinal de mamiferos e o segundo € o solo, agua e sedimentos
(Gordon, Bauer, & Johnson, 2002).

O paradigma atual é que E. coli coloniza os humanos logo apds o nascimento e se
estabelece predominantemente como um anaerobio facultativo no trato gastrointestinal
pelo resto da vida do individuo (Bettelheim, 1976, Crossman et al., 2010). A maioria das
estirpes de E. coli sdo comensais, sendo inofensivas para o homem, porém algumas sao
patogénicas e podem ser transmitidas ao homem principalmente através do consumo de

alimentos contaminados.

As estirpes causadoras de infec¢des intestinais podem ser divididas em seis tipos:
E. coli enteroagregativa (EAEC), E. coli enteroinvasiva (EIEC), E. coli enteropatogénica
(EPEC), E. coli enterohemorragica (EHEC), E. coli de aderéncia efusiva (DAEC) e E. coli
enterotoxigénica (ETEC) (Crossman et al., 2010). As cepas patogénicas podem causar
graves doencas, tais como diarréia hemorragica, infec¢des extra-intestinais, septicemia e
meningite, com complica¢cdes, muitas vezes graves que podem ser conduzidos para a
morte; existem evidéncias de resisténcia ao tratamento de algumas cepas (Muniesa et al.,
2012, WHO, 2011; CDC, 2013). Surtos de doencas causadas por E.coli patogénicas tém
ocorrido constantemente nos Estados Unidos (http://www.cdc.gov/ecoli/) (Rasko et al.,
2008a). Em maio de 2011, a linhagem 0O104: H4 causou 39 mortes e um surto de
sindrome hemolitica urémica (faléncia renal) e diarréia hemorragica em 810 pacientes

(Bielaszewska et al., 2011)

As linhagens de E. coli podem diferir em mais de % de seus genomas, como por
exemplo, o genoma da linhagem K-12 apresenta uma diminuicdo de 1,4 megabases de

DNA em comparacdo com o genoma da estirpe O157 (Dobrindt, 2005, Pallen & Wren,
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2007). A classificacdo em patogénica ou comensal é baseada primariamente na presenca
ou auséncia de certas regides do DNA associadas com certos patotipos (Dozois &
Curtiss, 1998)

Alguns estudos sugerem que as cepas patogénicas adquiriram elementos moveis
codificando fatores de viruléncia através de transferéncia génica horizontal (Escobar-
Paramo et al., 2004). Apesar disto, € ainda um desafio determinar e identificar se estas
variagfes gendmicas tém influéncia no metabolismo ou na adaptacédo destas bactérias em
diferentes nichos; isto geralmente € observado através de fendtipos de resisténcia aos

antibioticos e altas taxas de viruléncia.

As principais forgas que promovem as variagfes gendmicas intra-especificas sao as
mutacles, o ganho e a perda de genes. O ganho de genes através de transferéncia
horizontal parece ser a principal fonte de inovacdo e variacdo em bactérias (Pallen &
Wren, 2007).

Outra fonte de inovacdo e variabilidade genética, é a transformacdo genética
natural. Este processo consiste na captacdo de DNA exdgeno (Plasmidial ou
cromossémico) disperso no ambiente por bactérias e a incorporacdo deste material
genético no genoma (Smith et al., 1991).

7

A evolucdo de bactérias patogénicas de um ancestral ndo patogénico € marcada
principalmente pela aquisi¢cdo de grupos de genes de viruléncia e ilhas de patogenicidade
através de conjugacdo de DNA por mecanismos de transferéncia génica horizontal ou
indiretamente via bacteriofagos que atuam como vetores (Pallen & Wren, 2007). As
comparacoes do genoma entre distintas linhagens e a identificacdo de particularidades no

aparato enzimatico podem ajudar no entendimento destas varia¢des fenotipicas de E. coli.

As ilhas de patogenicidades sdo blocos de genes (10-200kb) presentes em bactérias
patogénicas que ndo estdo presentes em linhagens ndo patogénicas destas bactérias
(Schmidt & Hensel, 2004). Estas regides tém como caracteristicas um desvio
composicional no uso de cédons, que é marcado pelo aumento atipico no numero de G+C
em comparacdo com as demais regidoes do genoma, sugerindo que estas regides foram
adquiridas por meio de transferéncia génica horizontal. Outra caracteristica, encontrada

em regides do DNA de bactérias com origem exdgena, € a presenca das seguintes

marcas no genoma: genes de bacteriofagos, presenca de elementos moveis e regides de
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insercado (IS) ou presenca de genes que codificam para as enzimas transposases e

integrases (Boyd et al ., 2009)

Estudos recentes tém demonstrado que a perda de genes de aviruléncia também é
uma forma de aquisicdo de patogenicidade, pois, durante a evolugcdo de microorganismos
patogénicos cada bactéria adapta-se a seu estilo de vida através da reducdo da
expressdo de genes de aviruléncia ou pela sua delecdo, um fen6meno conhecido como
“‘buraco negro”; isto pode ser acompanhado por mutagdes dentro do gene ou supressao
da expressao (Maurelli, 2007). Os genes de aviruléncia sdo definidos como genes cuja
expressdo em uma bactéria patogénica € incompativel com sua viruléncia (Maurelli,
2007).

Neste contexto, podemos afirmar que os estudos das variacdes e conservacfes nos
genomas e proteomas de bactérias sdo de fundamental importancia para a compreensao
da biologia destes microrganismos, além de suas potenciais aplicagbes no

desenvolvimento de novas drogas e antibioticos.

O advento do sequenciamento em larga escala tem possibilitado o sequenciamento
do genoma de varias estirpes de bactérias (Tettelin, et al., 2008), possibilitando o estudo
das variag@es intra-especificas. Neste contexto, foi criado o termo pan-genoma. O pan-
genoma denota o conjunto total de todos 0Ss genes presentes em uma espécie.
Compreendendo o pan-genoma estdo o genoma nucleo (core), que é o conjunto de genes
comum a todos 0s membros de uma espécie e 0 genoma acessorio, que contém genes
gue ndo estdo presentes em todos os membros (Laing et al., 2010). Além disto, o pan-
genoma pode ser distinguido em dois tipos: pan-genoma aberto e pan-genoma fechado.
O pan-genoma fechado denota que o sequenciamento de novos membros de uma
espécie dificilmente ira render novos genes, 0 pan-genoma aberto indica que cada novo
membro do sequenciamento ir4 render novos genes para aquela espécie (Mira et al.,
2010).

1.4 Biologia de sistemas

Os avancgos tecnoldgicos nos ultimos anos (século XXI) tém possibilitado o estudo

dos organismos sobre diferentes escalas de complexidade biol6gica nas diferentes
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ciéncias denominadas Omicas: gendmica (estudo da sequéncia completa de um
organismo), transcriptdmica (conjunto de transcritos de RNA), protedmica (conjunto de
proteinas de um organismo), epigendmica (conjunto de modificacbes no genoma e
histonas através de metilagbes), interatbmica (conjunto de interagbes de proteinas em um
organismo). As tecnologias dmicas adotam uma visdo holistica das moléculas que

constituem uma célula,

Dentre as técnicas de larga escala desenvolvidas nas ultimas décadas podemos
citar o sequenciamento em larga escala providos pelas tecnologias de nova geracao
(plataformas Roche/454, lllumina/Solexa, PacBio) (Liu et al., 2012), microarranjos de DNA
(Quackenbush, 2002) e proteinas (Templin et al., 2002), sistemas duplos-hibridos e Chip-
seq (Park, 2009).

Antes do advento destas tecnologias, os experimentos biolégicos eram realizados
em pequena escala visando estudar os componentes individuais da célula. Dentre as
técnicas comumente utilizadas podemos citar: PCR (reacdo em cadeia da polimerase),
macroarranjos e sequenciamento utilizando a tecnologia de Sanger. Tais estudos tinham
como foco identificar os componentes individuais do sistema e a relacdo gene-fendétipo

(caracteristicas monogénicas).

Com o surgimento das tecnologias de larga escala, emergiu e tomou forma uma
nova ciéncia denominada biologia de sistemas que tém como objetivo integrar todas as
informacdes bioldgicas disponiveis obtidas de experimentos em larga escala (ciéncias
Omicas) para obter uma viséo holistica do problema a ser estudado.

Com isto a visdo reducionista esta sendo substituida gradativamente por esta
abordagem que visa estudar e compreender as multiplas interac6es dentro de uma célula,
tais como interacdo DNA e proteina, proteina e proteina, proteina e RNA e outras, € 0
fendtipo que emerge destas multiplas interacdes nos sistemas bioldégicos durante uma

condicdo fisioldégica ou ambiental.

A explosédo e disponibilidade de inumeros dados bioldgicos na WEB gerados pelas
recentes tecnologias de larga escala tém um valor inestimavel para as pesquisas
biolégicas. Com os avancos nas tecnologias de seqienciamento de DNA, a aquisi¢édo de
dados gendmicos se torna cada vez mais eficiente em termos de custos, e 0s conjuntos
de dados estdo se acumulando nos bancos de dados Web a uma taxa exponencial que

supera nossa capacidade de analisar o seu significado bioldgico.
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O entendimento destes dados requer métodos estatisticos e computacionais devido
a complexidade de dados heterogéneos e volumosos. O estoque, processamento,
consulta, andlise e interpretacdo de tal incrivel quantidade de dados é uma tarefa
significante que também tém muitos obstaculos e s6 pode ser executado com recursos

computacionais de alto desempenho e com a bioinformética.

A bioinforméatica é a aplicacdo de ferramentas computacionais para predicéo,
manutencdo e interpretagdo dos dados biologicos (Swindells et al., 2002). Dentre os
bancos de dados biologicos podemos citar: GENE — NCBI (banco de dados do NCBI com
informacgdes sobre contexto genémico; www.ncbi.nlm.nih.gov/gene), PDB - “Protein Data
Bank” (banco com estruturas tridimensionais de proteinas; www.rcsb.org), KEGG -
Enciclopédia de genes e genomas (banco com informac¢fes de atividades enzimaticas e

vias metabdlicas; www.genome.jp/keqq) e STRING (banco de dados com informacgdes de

interacéo proteina-proteina; STRING -db.org/).

A bioinformatica e as analises evolutivas geralmente comecam com a comparacao
entre sequéncias de genes e proteinas de diferentes organismos através do alinhamento
entre elas (alinhamento par-par) visando inferir a relacdo entre estrutura/funcéo e
posteriormente histdria evolutiva para um ou mais genes ou proteinas. A funcdo de uma
proteina pode ser descoberta usando a informacgdo de uma ou mais proteinas conhecidas
através de um alinhamento de sequéncias. Porém, o método mais comumente usado e
mais acurado €é para inferir a funcédo de uma proteina € a modelagem comparativa (Lam et
al., 2017).

Geralmente, todos os métodos de selecdo de modelos envolvem a pesquisa de
estruturas de proteinas modelo a partir do PDB. A identidade de sequéncia global entre a
consulta e os modelos foi amplamente utilizada como o principal critério em um processo
de pesquisa usando o BLAST (Altschul et al., 1990). BLAST alinha duas sequéncias com
base em uma matriz de substituicdo, contendo um esquema de pontuacédo (score) quando
dois residuos de aminoacidos sdo alinhados. Esta matriz de substituicdo captura a
probabilidade com a qual um residuo de aminoacido especifico sofra uma mutacdo para

outro residuo substituto durante um longo periodo evolutivo (Lam et al., 2017).

A modelagem comparativa de proteinas geralmente produz um bom modelo

tridimensional se uma sequéncia de proteina homadloga possui uma identidade global de
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230%. Contudo uma vez que a identidade entre as sequéncias diminui abaixo de 30% (a

‘twilight zone’), a qualidade do modelo deteriora rapidamente (Baker & Sali, 2001).

Com a quantidade massiva dos dados biolégicos disponiveis na WEB inUmeras
perguntas bioldgicas podem ser respondidas com a obtencéo, processamento e analises

estatisticas destes dados.

Os estudos de biologia de sistemas podem ser utilizados na identificacdo de
marcadores moleculares para diagnosticos de doencas genéticas, no estudo das
respostas celulares ou determinantes genéticos que influenciam na metabolizacdo de um
farmaco ou de uma vacina, na identificacdo e proposicdo de alvos moleculares para

farmacos em patdgenos e outras aplicacdes.

Nos proximos anos, possivelmente com os conhecimentos adquiridos utilizando uma
visdo de biologia de sistemas poderemos simular ou até prever possiveis efeitos de
drogas ou outros agentes em uma célula e identificar os componentes e as propriedades

essenciais que regem as multiplas interacdes em um sistema biolégico.
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2 Objetivo geral

O presente trabalho tem como objetivo verificar se as enzimas analogas
intragendmicas representam casos de redundéancia funcional ou oferecem flexibilidade
metabdlica aos organismos, e analisar o papel biolégico destas enzimas com énfase em

Sua associagao com mecanismos de patogenicidade.

2.1 Objetivos Especificos

1.- Identificar os casos de analogia intragenémica em um conjunto de linhagens

patogénicas e nao patogénicas de E. coli;
2.- Examinar se essas enzimas representam casos de redundancia funcional;

3. Estabelecer, com base nos dados gerados e na analise da literatura, o papel biolégico

de cada forma estrutural alternativa.
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3 Metodologia

3.1 Importacdo de dados do KEGG e predi¢cdo computacional das formas analogas

O conjunto de dados correspondente a todas as proteinas computacionalmente
preditas ou experimentalmente verificadas representantes de todas as atividades
enziméticas descritas até junho de 2011 foi obtido (em formato fasta) do banco de dados
KEGG (Kanehisa & Goto, 2000) versao 58.1 (http://www.genome.jp/kegg). Esse banco de
dados contém uma colecdo de mapas manualmente elaborados, representando o
conhecimento atual sobre redes de interagdo molecular em processos bioldgicos (vias
bioquimicas). Tal versdo possuia 1.535 organismos, divididos em: eucariotos (142),
Eubactérias (1.286) e Archea (107). As sequéncias proteicas representantes de todas as
atividades enzimaticas descritas para os genomas destes organismos foram analisadas
através de um fluxo de trabalho pipeline implementado na ferramenta AnEnPi (Analogous
Enzyme Pipeline) (Otto et al., 2008) (http://bioinfo.pdtis.fiocruz.br/AnEnPi/), que permite a
predicdo computacional de enzimas andlogas funcionais em grupos de sequéncias

proteicas. O algoritmo empregado neste programa consiste nos seguintes passos:

0] Remocdo de sequencias muito pequenas, menores do que 100
aminoacidos, do conjunto de dados; tais sequéncias podem representar artefatos
oriundos dos processos de anotagédo gendmica;

(i) Comparacdo entre todas as sequéncias proteicas, separadamente por
atividade enzimatica, com o programa blastp do pacote de programas de busca por
similaridade local BLAST (Altschul et al., 1997);

(iii) Agrupamento das sequéncias comparadas, separadamente por atividade
enzimatica, de acordo com o grau de similaridade entre elas, como descrita por Galperin e
colaboradores (1998). Os resultados obtidos nesta comparagao (pares alinhados) séo
transformados em um grafo no qual cada enzima é representada por um né. Se duas
enzimas pertencentes a uma mesma atividade enzimatica, classificadas com o mesmo
numero EC, obtém uma pontuacgéo (score) maior ou igual a 120 quando comparadas com

Blastp, os dois nds somos conectados por uma aresta. Todas as sequéncias conectadas
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no grafo sdo incluidas no mesmo grupo, sendo consideradas presumidamente
homologas. Sequéncias ndo conectadas, ou seja, pertencentes a grupos distintos de uma
mesma atividade enzimatica, sdo consideradas presumidamente analogas. O numero de
sub-grafos representa o numero de eventos de origem independente em cada atividade
enzimética ou, em outras palavras, 0 numero de vezes em que determinada atividade
enzimatica surgiu de novo durante a evolucdo. Conforme descrito na introducdo deste
trabalho, o limiar de similaridade utilizado na formacdo dos grupos € baseado em uma
observagédo experimental importante: enzimas que comprovadamente compartilham a
mesma atividade enzimatica e que apresentam estruturas tridimensionais
significativamente distintas, medido através de alinhamentos estruturais, quando foram
comparadas ao nivel de suas estruturas primarias (sequéncias de aminoacidos) com o

programa blastp obtiveram pontuacé&o abaixo de 120 (Galperin et al., 1998).

3.2 Identificacdo de analogos intragenémicos em E. coli

Os dados obtidos da etapa de agrupamento foram filtrados através de scripts
desenvolvidos em Perl, e foi obtida uma tabela contendo a quantidade de grupos gerados
para cada atividade enzimatica de todos os organismos contidos em nosso banco de
dados local. Posteriormente, foi gerada uma tabela exclusivamente para os casos de
analogia intragendmica nas linhagens de E. coli estudadas.

Ao mesmo tempo, foi realizada uma segunda etapa de identificacdo de NISEs
denominada inferéncia de funcao, esta etapa consiste na re-anotacdo dos genomas de E.
coli e teve como finalidade unificar as anotacdes dos genomas analisados, contribuindo
assim para aumentar o repertorio de casos de analogia identificados, principalmente para
os casos de proteinas do KEGG anotadas como hipotéticas ou de funcédo ndo conhecida,
pois sem isto estas proteinas sédo perdidas na etapa de agrupamento. Inicialmente, os
proteomas das linhagens de E. coli foram obtidos no banco de dados RefSeq:
(ftp://ftp.ncbi.nim.nih.gov/genomes/), em seguida a inferéncia funcional foi realizada com a
ferramenta BLASTP; o proteoma de cada bactéria foi comparado contra cada grupo de
sequéncias geradas na etapa de agrupamento utilizando um valor de corte (E-value) de e
20 conforme Gomes et al., 2011. No final desta etapa, nds obtivemos uma segunda lista,

contendo os casos de analogia totais, ou seja, a soma das duas listas de analogos
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intragendmicos obtidos em E. coli, retirando os casos redundantes. As enzimas hetero-
multiméricas, que sdo enzimas constituidas por mais de uma subunidade enzimatica,
codificadas por diferentes genes, foram excluidas das analises. Para realizar esta etapa,
as sequéncias anotadas com o termo subunit ou heavy chain foram excluidas e utilizamos
também informacdes da organizacao estrutural das enzimas no banco de dados PDBSum
(www.ebi.ac.uk/pdbsum/) e PDBe (www.ebi.ac.uk/pdbe/). Para a reconstrucdo de vias
metabdlicas, os mapas do metabolismo de E. coli foram gerados através da ferramenta
KEGGMAPPER (http://www.genome.jp/kegg/pathway.html), inserindo as listas de ECs
(atividades enzimaticas) obtidas na etapa de inferéncia funcional.

3.3 Classificacdo estrutural dos enovelamentos estruturais e superfamilias das

proteinas preditas presentes nos proteomas das linhagens de E. coli

As sequéncias protéicas identificadas em E. coli K12 MG1655 agrupadas em um
mesmo cluster e as sequéncias agrupadas em clusters diferentes foram re-anotadas
utilizando o banco de dados UNIPROTKB/SWISPROT (http://www.uniprot.org/) e
ENZYME (http://enzyme.expasy.org/). As sequéncias primarias das proteinas (em formato
fasta) de E. coli alocadas nos grupos de homdlogo foram recuperadas através de seus
identificadores com o auxilio de scripts em Perl. Através do banco de dados
SUPERFAMILY (supfam.cs.bris.ac.uk/) e SCOP (scop.mrc-Imb.cam.ac.uk/shop/), fizemos

a predicao dos enovelamentos estruturais destas sequéncias.

Esta etapa € crucial para validacdo dos casos de analogia identificados na predi¢céao
computacional. As enzimas com um mesmo numero de EC com estruturas tridimensionais
(3D) classificadas em distintas Superfamilias e distintas conformac¢des nos bancos de
dados SUPERFAMILY e SCOOP, respectivamente, sdo consideradas verdadeiros
analogos funcionais. E as enzimas homologas sdo as que foram classificadas nas
mesmas superfamilias e com as mesmas conformacgfes estruturais, embora algumas
vezes estas sequéncias tenham sido alocadas em grupos diferentes durante a etapa de

agrupamento.

Na base de dados SUPERFAMILY, é possivel comparar uma sequéncia com 0s
modelos HMMs (Hidden Markov Model) obtidos de todas as estruturas 3D depositadas no
banco de dados PDB. Com isto, mesmo na auséncia de um modelo 3D para uma

proteina, € possivel predizer seu enovelamento e com isto refinar a identificagdo de casos
30



de analogia entre as sequéncias. Posteriormente, as enzimas analogas identificadas em
E. coli foram alinhadas no PDB através da ferramenta BLAST, com o intuito de obter a
sequéncia mais similar neste banco de dados, visando posteriormente a construcédo do
modelo tridimensional destas proteinas e usar a informacdo do PDB para obter dados
sobre a proteina que identificamos. Para as analises de similaridade de sequéncias foram
utilizados 0Ss seguintes programas: Needle
(http://www.ebi.ac.uk/Tools/psa/emboss_needle/nucleotide.html), Water
(http://www.ebi.ac.uk/Tools/psa/emboss_water/) e Muscle (Edgar, 2004), implementado
no programa Seaview (Galtier et al., 1996)

3.4 Modelagem por homologia e analise estrutural comparativa 3D

A etapa de modelagem comparativa por homologia foi realizada em colaboracéo
com o Dr. Floriano Paes Silva Junior do Laboratério de Bioquimica de Proteinas e
Peptideos, Instituto Oswaldo Cruz, Fiocruz e MsC. Paulo Vinicius Sanches Daltro de
Carvalho. A realizacdo desta etapa teve como objetivo obter o modelo 3D de algumas
enzimas analogas para uma analise mais acurada dos distintos enovelamentos, sitio ativo
e mecanismos de transformacao quimica empregados por estas enzimas. A modelagem
das estruturas tridimensionais foi executada pelo método de satisfacdo de restricdes
espaciais implementados no programa MODELLER 9v10
(https://salilab.org/modeller/old_releases.html). Os modelos foram gerados usando as
coordenadas atdbmicas dos moldes obtidos no banco de dados PDB (Tabela S2). Os
modelos das estruturas 3D de algumas sequéncias primarias foram baseados em 5
moldes visando obter um modelo de melhor qualidade estéreo-quimica. Para cada
estrutura foram gerados cinco modelos. A sele¢cdo do modelo foi executada pela funcéo
de minimizacdo de energia normalizada DOPE score GA341 (Eramian et al., 2006). O
programa PROCHECK (Laskowski et al., 1993) foi usado para verificar e analisar a
gualidade estéreo-quimica e qualidade global da estrutura tridimensional (3D) através dos
gradficos de Ramachandran, permitindo a analise da geometria dos residuos de
aminoacidos e geometria total da estrutura. Todos os modelos selecionados para analises
posteriores possuem mais de 90% dos residuos nas regibes mais favoraveis e

permissivas do grafico de “Ramachandran”. Visando executar a analise de uma regiao
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particular, entre as estruturas dos analogos ou NISES, primeiro foi obtida e transferida a
coordenada de um ligante particular através dos dados obtidos da estrutura 3D dos
homologos no PDB referente a cada analogo. Na etapa final, a minimizacdo do complexo
de energia (protein-binding) foi realizada com a interface do programa Maestro
(www.schrodinger.com/Maestro/) usando um campo de forca OLPS2005. A visualizacéo e

analise das estruturas foi realizada utilizando o programa PyMOL (www.pymol.org/) e

Maestro; os detalhes do sito ativo proximos aos ligantes foram mostrados em uma
distancia de 5 A (angstrom). Os residuos dos sitios cataliticos e alostéricos presentes nas
estruturas 3D foram identificados usando o banco de dados Catalytic Site Atlas
(http://www.ebi.ac.uk/thornton-srv/databases/CSA/) e através de informacdes obtidas na

literatura.

3.5- lIdentificacdo e analise de cofatores, substratos, pardmetros cinéticos,

inibidores, localizagao celular, parametros fisicos quimicos e bioquimicos.

As informac8es sobre os parametros bioquimicos: cofatores e substratos utilizados
por cada analogo, parametros cinéticos (velocidade da reacao), afinidade enzimética (KM:
constante Michaelis), inibidores enzimaticos e localizacao celular foram obtidas a partir de
multiplas fontes de dados; foram utilizados os bancos de dados BRENDA (www.brenda-
enzymes.info/), EcoCyc (ecocyc.org/) e UNIPROTKB (www.uniprot.org). Os custos
metabdlicos, ou seja, o total de ATP utilizado para a sintese das formas analogas foram
obtidos da literatura (Smith & Chapman, 2010). Os parametros fisicos e quimicos foram
determinados com a ferramenta ProtParam (http://web.expasy.org/protparam/), onde
foram calculados os seguintes parametros: tamanho da proteina, total de residuos
positivamente e negativamente carregados (pH), composicdo de aminoacidos, total de

atomos, indice de estabilidade e grande média de hidropaticidade (GRAVY).

3.6 Analises de rede de interacdo dos analogos intragendémicos em E. coli
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Os dados da rede de interacao dos analogos intragenémicos foram obtidos no banco
de dados STRING (STRING -db.org/). As evidéncias para associacdo do banco de dados
STRING sé&o baseadas em mdltiplas fontes (von Mering et al., 2005), incluindo: i)
Métodos de contexto genbmico (vizinhanca, fusdo génica e co-ocorréncia); ii) co-
expressdo de genes; iii) dados experimentais de interacdo proteina-proteina importado
dos banco de dados BIND (http://bind.ca), DIP (http://dip.doe-mbi.ucla.edu/dip/Main.cgi),
GRID (http://thebiogrid.org/), HPRD (http://www.hprd.org/), MINT
(http://mint.bio.uniroma2.it/mint/); iv) dados curados dos bancos de dados KEGG
(www.genome.jp/kegg/), REACTOME (www.reactome.org/), MIPS (catalogo de complexos
protéicos, www.mips.helmholtz-muenchen.de/proj/ppi) , BIOCARTA (catalogo de vias
metabdlicas em Homo sapiens, www.biocarta.com/) e STKE (catdlogo de vias de sinais
de transducdo em Homo sapiens, http://www.usc.edu/libraries/); v) genes co-mencionados
em resumos de artigos da base de dados Medline
(http://www.nlm.nih.gov/bsd/pmresources.html), paragrafos SGD
(http://www.yeastgenome.org) € monografias OMIM (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/omim).
Para todas estas fontes, o banco de dados STRING transfere automaticamente as
informacdes entre os organismos modelos quando possivel usando um processo
automatizado. Os dados obtidos no banco de dados STRING foram analisados no
programa Cytoscape (versao 2.8, www.Cytoscape.org/) com o subprograma Network
Analysis para calcular os valores de grau de interacdo e betweenness dos noés que
constituem a rede biolégica. Posteriormente, a rede de interacdo (conjunto de proteinas)
de cada andlogo foi classificada funcionalmente através do banco de dados David
Bioinformatics Resouces 6.7 (http://david.abcc.ncifcrf.gov/), utilizando o0s seguintes
parametros: severidade de classificacdo alta, testes estatisticos FDR, Benjamini-
Hochberg (Benjamini & Hochberg, 1995), Bonferroni (Hochberg & Yosef, 1988).
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3.7 Analises de expressao e co-expressao génica

Para as analises de expressdao génica, os dados de micro-arranjos (GSE1121,
GSE4556, GSE4778, GSE13418) foram obtidos da base de dados Gene Expression
Omnibus (GEO) (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/geo/) e processados. O processamento
consiste nas etapas de normalizacdo, anotacdo dos genes e identificagdo dos genes
diferencialmente expressos. Inicialmente os dados foram transformados na base 2 da
escala log e depois normalizados pelo método RMA (Robust Multi-Array Analysis
Average), para cada gene e amostra um p-value foi calculado usando o teste de
corregbes multiplas FDR (False discovered rates, Benjamini & Hochberg, 1995). Os
resultados foram filtrados com base na significancia estatistica utilizando um p-valor de
0.05 (95% de confianca) e “Fold Change” > 1”. Todas as analises foram executadas no
programa R (www.r-project.org/) utlizando bibliotecas da plataforma Bioconductor
(www.bioconductor.org/). Para a obtencdo e analise dos dados, as seguintes bibliotecas
foram utilizadas: GEOquery, RMA (Robust Multi-Array Analysis Average), simpleaffy,
AnnotationDBi, RColorBrewer e Limma. Os dados foram re-analisados utilizando o
programa GENEVESTIGATOR (https://www.genevestigator.com/gv/) e os valores de
expressdo génica foram obtidos na forma de mapas de calor e graficos em linhas. O
padrdo de co-expressdao em uma mesma condicdo foi analisado no programa TMEV
(www.tm4.org/mev).usando o algoritimo agrupamento hierarquico K-means dividindo a

amostra em 10 particoes.

3.8 Anédlise do contexto gendmico

Os genes e operons que flanqueiam o operon que contendo as sequencias que
codificam as enzimas analogas intragenémicas foram analisados no banco de dados

Gene (NCBI: www.ncbi.nlm.nih.gov/gene) e EcoCyc (http://ecocyc.org/). As figuras de

contexto gendmico foram geradas com a utilizacdo da ferramenta Gene Context Tool
(GeConT) (http://bioinfo.ibt.unam.mx/gecont.) ou obtidas diretamente do EcoCyc; a
localizagéo esquematica dos genes no genoma foi obtida com a ferramenta Circos (circos.

ca/software/download/circos/).
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3.9 Analise dos fenétipos de mutantes em Escherichia coli, essencialidade,
resisténcia para antibiéticos e fitness

Os dados de essencialidade foram obtidos nos bancos de dados PEC
(www.shigen.nig.ac.jp/ecoli/PEC/index.jsp) e através de inspecdo manual na literatura. Os
dados da taxa de sobrevivéncia e adaptacao (fitness) dos mutantes em E. coli foram
obtidos na base de dados PortEco (http://www.porteco.org/phenotypes/) (Nichols et al.,
2011). O banco de dados Antibiotic Resistance  Genes  Database
(http://ardb.cbcb.umd.edu) foi utilizado para analisar se as enzimas identificadas possuem
similaridade com proteinas relacionadas a resisténcia a drogas e o banco de dados Drug
bank (www.drugbank.ca/databases) foi utilizado para avaliar se as enzimas identificadas
estdo sendo estudadas como alvos potenciais para drogas. Também examinamos a
presenca de formas estruturais enzimaticas com casos de analogia em plasmideos

através do banco de dados de plasmideos (http://www.ebi.ac.uk/genomes/plasmid.html).
3.10 — Mineracéo na Literatura

O papel biolégico dos genes que codificam as enzimas andlogas foi consultado no
banco de dados EcoCyc (https://ecocyc.org/), um banco de dados que descreve o
genoma e a maquinaria bioquimica de E. coli K-12 MG1655, é uma referéncia eletrénica
para biologistas que incluem paginas de informacdo sobre cada gene de E. coli,
metabdlito, r eacdo, operon e via metabdlica. O banco de dados também inclui informacéo
de essencialidade sobre cada gene, condicbes de nutrientes que suportam ou ndo o
crescimento de E. coli, e uma pagina de referéncias sobre cada gene de E. coli. Os
artigos listados no banco de dados EcoCyc foram utilizados para mineracao na literatura

dos papeis biologicos de cada gene.
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4 RESULTADOS

Todos os resultados obtidos a partir da aplicagdo destes métodos para cada
atividade enzimética foram utilizados para avaliar hipétese inicial, verificando se as
enzimas isofuncionais ndo-homoélogas representam casos de redundancia funcional ou,
alternativamente, desempenham distintos papéis biologicos, utilizando para tal
demonstracdo os genomas completos de 33 linhagens de E. coli (Tabela 1). Apenas
alguns destes resultados serdo mostrados neste trabalho. Os resultados completos estao

arquivados em um CD em anexo.
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Tabela 1: Linhagens de E. coli cujos genomas foram utilizados neste trabalho.

Cdédigo |Linhagens de ID Banco de dados
KEGG | Escherichia coli Patogenicidade* | GENOME/NCBI
Ece 0157 EDL933(EHEC) Patogénica GCA_000006665.1_ ASM666Vv1
Ecs 0157: H7 Sakai (EHEC) | Patogénica GCF_000008865.2_ ASM886v2
Ecf 0157: H7 EC4115|Patogénica GCA_000021125.1_ASM2112v1
Eoh 0103: H2 12009 (EHEC) | Patogénica GCA_000010745.1_ASM1074v1
Eoi 0111: H- 11128 (EHEC) |Patogénica GCA_000010765.1_ASM1076v1
Eoj 026: H11 11368 (EHEC) | Patogénica GCA_000091005.1_ASM9100v1
Etw 0157: H7 TWI14359 | Patogénica GCA_000022225.1_ASM2222v1
Eok O55: H7 CB9615 | Patogénica GCA_000025165.1 _ASM2516v1
Ecg 0127: H6 E2348/69|Patogénica GCA _000026545.1 _ASM2654v1
Eck 55989 (EAEC) Patogénica GCA_000026245.1 ASM2624v1
Ecv 01: K1: H7 (APEC) Patogénica GCA_000014845.1_ASM1484v1
Ecw 0139: H28 E24377A|Patogénica GCA_000017745.1 ASM1774v1
Ecz 045: K1. H7 S88|Patogénica GCA _000026285.2 ASM2628v2
Eci 018: K1: H7 UTI89|Patogénica GCA_000013265.1 ASM1326v1l
Ecp 06: K15: H31 536 |Patogénica GCA 000013305.1_ASM1330v1
Ecc O6: K2: H1 CFT073]|Patogénica GCA_000007445.1 _ASM744v1
Eum 017: K52: H18 UMNO026 | Patogénica GCF_000026325.1_ASM2632v1
Eco K-12 MG1655 N&o patogénica | GCF_000005845.2_ASM584v2
Ecd K-12 DH10B N&o patogénica |GCA_000019425.1_ASM1942v1
Ebd BL21-Gold(DE3)pLysS GCA_000023665.1_ASM2366v1
AG Nao patogénica
Ebr B REL606 N&o patogénica |GCA_000017985.1_ASM1798v1
Ebw K-12 MC4100(MulLac) ) o GCA_000022345.1_ASM2234v1
BW2952 Nao patogénica
Ecj K-12 W3110 N&o patogénica |GCA_000010245.1_ASM1024v1
Ecl C ATCC 8739 N&o patogénica |GCA_000019385.1_ASM1938v1l
Ecq 081 ED1a (comensal) |N&o patogénica |GCA_000026305.1_ASM2630v1
Ecr 08 1AI1 (comensal) N&o patogénica | GCA_000026265.1_ASM2626v1
Ect O7: K1 1AI139 (EXPEC) Nao patogénica |GCF_000026345.1_ASM2634v1
Ecx 09 HS (comensal) N&o patogénica |GCA_000017765.1_ASM1776v1l
Ecy 0152:H28 SE11 ) o GCA_000010385.1_ASM1038v1
(comensal) N&o patogénica
Ecm SMS-3-5 (ambiental) N&o patogénica | GCA_000019645.1_ASM1964v1
Eso 0104:H4 2009EL-2071 |N&o patogénica |GCA_000299475.1_ASM29947v1
Esm 0104:H4 2009EL-2050 |Né&o patogénica |GCA_000299255.1_ASM29925v1
esl 0104:H4 2011C-3493 | N&o patogénica | GCF_000299455.1_ASM29945v1

*Informacao obtida do banco de dados Genome (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/genome/)

do NCBI.

37



http://www.genome.jp/dbget-bin/www_bfind?T00829

4.1 ldentificagdo de anélogos funcionais em E. coli

Os casos de analogia funcional identificados neste trabalho foram preditos através
de médulos do programa AnEnPi (Otto et al., 2008). Para isto, nds obtivemos o conjunto
de todas as atividades enzimaticas (representados por 1 milhdo de diferentes atividades
enzimaticas ou ECs completos, ou seja, contendo os 4 digitos iniciais) disponiveis no
banco de dados KEGG. Através de agrupamento (clustering), nés identificamos 815
atividades enziméticas contendo mais do que um grupo. Estes grupos foram utilizados
para a etapa de re-anotacdo dos genomas das linhagens de Escherichia coli (Tabela 1).
ApOs a etapa de re-anotacdo, as sequéncias alocadas em distintos grupos e com a
mesma atividade enzimatica foram consideradas potencialmente analogas e as
sequéncias agrupadas no mesmo grupo foram consideradas potencialmente homologas.
Inicialmente, foi identificado em torno de 70 potenciais atividades enzimaticas com casos
de analogia nos genomas das linhagens de E. coli estudadas. Contudo, para refinar a
predicéo de casos verdadeiros de analogia funcional, foram aplicados os seguintes filtros:
i) remocdo das enzimas heteromultiméricas (enzimas anotadas com o termo “subunit”
e/ou “heavy chain”); ii) remog¢ao de enzimas que possuem qualquer enovelamento (fold)
em comum e classificada na mesma superfamilia no banco de dados
SUPERFAMILY (http://supfam.cs.bris.ac.uk/'SUPERFAMILY/).

As enzimas heteromultiméricas sédo constituidas por diferentes subunidades
codificadas por genes diferentes com distintas fun¢des e origens evolutivas. Observamos
gue a anotacdo de uma determinada atividade enzimética (presente, por exemplo, na
base de dados BRENDA - http://www.brenda-enzymes.org/), anotacdo esta que pode ser
especifica para uma subunidade particular de uma enzima heteromultimérica ou para esta
como um todo, € normalmente herdada por todas as subunidades que compdem aquela
enzima. Neste caso, falsos casos de analogia irdo aparecer para 0s casos de enzimas
heteromultiméricas, cuja atividade enzimatica seja dependente da presenca de mais de
uma subunidade. De fato, observamos que atividades enzimaticas contendo enzimas
heteromultiméricas possuem comumente um numero bem maior de grupos em
comparacdo com as demais atividades enzimaticas onde casos de analogia foram
identificados, e a anotacdo das sequéncias presentes nestes grupos geralmente possuem

o termo subunit ou chain. Consequentemente, como a presenca das enzimas
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heteromultiméricas poderia ser um fator confundidor na identificacdo de casos de

analogia, as mesmas foram retiradas desta analise.

Através da analise dos dados obtidos a partir do banco de dados SUPERFAMILY,
referentes aos padrdes de enovelamento e superfamilia, identificamos enzimas que foram
alocadas em distintos grupos, ou seja, sem similaridade detectavel entre suas estruturas
primérias, mas com conservacao entre seus padrbes de enovelamento (Tabela S1). Isto
indica que estas enzimas, ao invés de representarem um caso de analogia, eram na
verdade homodlogos distantes, sendo, portanto, classificadas como tal. Em um cenario
alternativo, a similaridade entre suas estruturas tridimensionais poderia ser considerada
como o resultado de evolugéo convergente, mas encontramos ao menos um trabalho que
sugere que tais casos seriam raros (Doolittle, 1994). Um melhor exame da literatura e dos
dados obtidos neste trabalho pode servir para obtermos dados mais precisos em relacéo

a este aspecto.

NOs identificamos casos de NISES em cinco das seis classes enzimaticas: nas
Oxidoredutases (EC 1 — nove casos), Transferases (EC 2 — quatro casos), Hidrolases (EC
3 — doze casos), Liases (EC 4 — trés casos) e Isomerases (EC 5 — quatro casos); nenhum
caso de analogia funcional foi identificado na classe das Ligases (EC 6) (Tabela S2). Com
a metodologia empregada neste trabalho, conseguimos validar 33 casos de analogia em
E. coli K12 (Tabela 2); destes, quatro casos foram considerados como NISES preditas,
pois ndo foi possivel determinar o enovelamento destas enzimas. Nossa abordagem
permitiu adicionalmente anotar (atribuir uma possivel atividade enzimatica) algumas
proteinas de E. coli K12 ndo caracterizadas ou nao anotadas no UNIPROTKB e no KEGG
(Tabela S2). Analisamos o padrdo de presenca e auséncia de analogia intragenémica no
contexto do pan-genoma constituido pelos genes presentes em 33 linhagens de E. coli.
As enzimas presentes em todas as linhagens de E. coli foram caracterizadas como
enzimas do genoma nudcleo (core genome), e as nao presentes em todas as linhagens
foram classificadas como enzimas do genoma dispensavel ou acessorio (accessory
genome). A Tabela 2 mostra os 28 casos encontrados de atividades enzimaticas com
formas analogas presentes no genoma nucleo; a maioria destas enzimas participa em
vias metabolicas importantes para a manutencéo do metabolismo e para a sobrevivéncia
de E. coli. No genoma acessorio, identificamos 5 atividades enzimaticas com casos de
analogia, incluindo proteinas envolvidas com a resisténcia as drogas (Tabela 2). O padréo

de presenca e auséncia das atividades enzimaticas com casos de analogia intragendémica
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e suas respectivas formas enzimaticas sdo mostrados na Tabela S3. A Figura 1 mostra,

de forma esquematica, a localizacdo das enzimas analogas no genoma de E. coli.

Tabela 2: Enzimas analogas intragenémicas em E. coli

NuIrEnCero Nome da enzima Genes f N® , Genoma - Via metabédlica
ormas | nucleo/acessério
adhE Glicolise e
1.1.1.1 | Alcool desidrogenase adhP 2 Nucleo Gluconeogénese
(eco00010)*
D-lactato DId . Metabolismo do piruvato
1.1.1.28 desidrogenase IdhA 2 Nicleo (ecoOOGZOF;
Kate Metabolismo do glioxilato
, e dicarboxilato
1.11.1.6 Catalase KatG 2 Nucleo (€c000630): Metabolismo
do triptofano (eco00380)
1.1.1.20 | Inosina-5'-monofosfato gl.JaB . Metabolismo de purinas
. yfiDd¢ 2 Nucleo
5 desidrogenase JiiLd (eco00230)
sodC
1.15.1.1 | Superéxido dismutase sodAd 2 Nucleo N/A
sodB¢
FMN reductase Fre . Metabolismo de
1.5.1.38 (NADPH) SSUE 2 Ntcleo riboflavinas (eco00740)
- folAe . Biosintese de folato
1.5.1.3 | Di-hidrofolato redutase folM 2 Nucleo (€c000790)*
ygik Metabolismo de seleno-
1.97.1.9 Selenato redutase ynfEd 2 Nucleo
ynfFd compostos (eco00450)
Fosforibosil glicinamida purN . Metabolismo de purinas
2.1.2.2 formil trar?sferase purT 2 Ntcleo (e0000230)ICl
plsX Metabolismo de
. IsBe licerofosfolipideos
2.3.1.15 | Clicerol-3-fosfato 1-O- : 2 Ntcleo ’ (ec0005651)) e
aciltransferase - s
plsY glicerolipideos
(eco00561)
2.3.1.18 Galactosideo O- Laca 2 Nucleo N/D
acetiltransferase Yiia
25.1.17 Aeido C;ZEL);QQICO - o 2 Nucleo Metaboligmo de porfirina
. euT e clorofila (eco00860)
adenosiltransferase
pfkA Metabolismo de frutose e
manose (eco00051),
biosintese de
2.7.1.11 6-fosfofrutoquinase pfkB 2 Nucleo aminoacidos (eco01230),
glicolise e
gluconeogénese
(eco00010)*
O3M_07610
2.7.1.4 Frutoquinase O3M_19525 3 Nucleo N/D
O3M_04850
tesA Biosintese de acidos
rssA graxos insaturados
3.1.15 Lisofosfolipase 3 Nucleo (eco01040),
pldB glicerofosfolipideos
(eco00564)
Endodeoxiribonuclease rusAe , Recombinacéo homéloga
31224 (crossover junction) ruvC 2 Nicleo (eco%3440) ’
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phoA Sistema de dois-
: , componentes (eco02020),
3.1.31 Fosfatase alcalina ybaA 2 Nucleo biosintese de folato
(eco00790)*
L Appa , Metabolismo de
3.1.3.2 Fosfatase acida Afa 2 Nucleo riboflavinas (eco00740)*
rrrD/ydfQ
3.2.1.17 Lisozima yegx 4 Acessorio N/D
Chia
R
- B Metabolismo de
Fosfatidil- Pap , . o
3.1.3.27 . 2 Nucleo glicerofosfolipideos
glicerofosfatase pgpA (ec000564)
SurE
, . ushA , Metabolismo de
3.1.35 5'-nucleotidase VbR 4 Nucleo pirimidinas (eco00240)*
yiiG
ascB Glicolise e
3.2.1.86 | 6-fosfo-beta-glicosidase bglB 2 Nucleo gluconeogénese
bglAd (eco00010)
i ampC - Biosintese de penicilina e
3.5.2.6 Beta-lactamase ybeQ 2 Acessorio cefalosporina (ec00311)*
. . A Ppa . Fosforilagéo oxidativa
3.6.1.1 | Difosfatase inorganica yiaD 2 Acessorio (€c000190)
a o ybeQ Biosintese de
3.6.1.27 Undecaprenil-difosfato 2 Nucleo peptidoglicanos
fosfatase bacA
(eco00550)
fumA® Ciclo do citrato
4212 Fumarato hidratase fumB¢ 2 Nucleo *
FUMC (eco00020)

- . cyaA . Metabolismo de arginina
4.1.1.19 | Arginina decarboxilase yoiF 2 Nucleo e prolina (eco00330)
4.2.99.1 DNA I|,a§e (sitio Nthd . Reparo por excisdo de

apurinico ou Fpg 2 Nucleo
8 L - bases (eco03410)
apirimidinico) Neid
. . cyaA . Metabolismo de purinas
46.1.1 Adenilato ciclase YaiF 2 Nucleo (€c00230)
ppiA®
ppiB®
fkiB
- - slyD .
5.2.1.8 | Peptidilprolil isomerase fkpA 3 Nucleo N/D
fkpB
SurA
ppiD
5.3.1.6 Ribose-5-fosfato DA 2 Acess6rio N/D
iIsomerase rpiB

5-carboximetil-2- hpaF . A

5.3.3.10 | hidroximuconato delta- 2 Acessorio Metabolismo da tirosina
i ycgM (ec00350)
isomerase
gpmAd
421 Fosfoglicerato mutase gpmB¢ 2 Nucleo N/D
gpmi

e: essencial, d: paralogo
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Figura 1 — Representacéo gréfica de algumas NISEs no genoma de E. coli K12. As NISEs estdo conectadas
por linhas pretas. Em vermelho sdo mostrados genes essenciais, a linha azul conecta os genes paralogos.
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Atraves da analise das variacdes intra-especificas das NISES nestes 33 genomas
de E. coli (Tabela S3), observamos variacbes no padrdo de presenca e auséncia de
algumas formas enzimaticas presentes em uma determinada atividade enzimatica. Como,
neste trabalho, estamos investigando possiveis diferencas entre o papel bioldgico
atribuido a uma determinada enzima, e cada atividade enzimética desempenha uma
funcdo metabdlica distinta, examinamos em detalhes cada um dos casos de NISE
encontrados, incluindo nesta analise os resultados de outros métodos analiticos
empregados. A Tabela 3 resume os resultados das andlises efetuadas para cada NISE
identificada.
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Tabela 3. Quadro comparativo dos métodos analiticos empregados neste trabalho.

PPA: padréo de presenca/auséncia, CG, Contexto genémico, EP: Estrutura proteina, PFQ: Padrédo Fisico e
quimico, PB: Padrdo bioquimico, L: Localiza¢do, Rede de interacdo, FIT: Fitness, Essencialidade, EXP:
expressdo, CE: Co-expressdo, R, Regulacdo da expressdo, LM: Mineracdo da literatura, PB: Papel
Bioldgico, ND: Nao definido, D: diferente, N: Analise ndo realizada, Quadro verde, indica que os dados
evidenciam distintos papeis biolégicos; Quadro amarelo, andlise ndo conclusiva; Quadro branco: analise
ndo realizada; Quadro vermelho indica que n&o houve diferencas. .

EC Atividade enzimatica

1.1.1.1 Alcool desidrogenase
1.1.1.28 D-lactato desidrogenase

1.1.1.205 Inosine-5'-monophosphate dehydrogenase
1.1.1.52 | Quinoprotein glucose desidrogenase (PQQ, quinone)
1.97.1.9 Selenate redutase
1.11.1.6 Catalase
1.15.1.1 Superoxido dismutase

1.5.1.29* FMN redutase (NADPH)
1.5.1.3 Di-hidrofolate reductase

2.3.1.18 Galactosideo O-acetiltransferase
2.1.2.2 Phosphoribosilglicinamida formiltransferase
2.3.1.15 Glicerol-3-fosphate 1-O-aciltransferase
2.5.1.17 Acido Cobirinico a,c-diamida adenosiltransferase
2.7.1.11 6-fosfofrutocinase isozime
2.7.1.4 Fructocinase.
3.1.1.5 Lisofosfolipase

3.1.22.4 Crossover junction endodeoxyribonuclease
3.1.3.1 Alcaline fosfatase
3.1.3.2 Fosfatase acida

3.1.3.27 Fosfatidilglicerofosfatase
3.1.3.5 5'-nucleotidase
3.5.2.6 Beta-lactamase
3.6.1.1 Inorganica difosfatase

3.2.1.17 Lisozima

3.2.1.22 Alfa-galactosidase.

3.2.1.86 6-fosfo-beta-glucosidase

3.6.1.27 Undecaprenil-difsfato fosfatase
4.2.1.2 Fumarato hidratase

4.1.1.19 Arginina decarboxilase

4.2.99.18 DNA-(apurinic or apyrimidinic site) lyase
4.6.1.1 Adenilate cyclase
5.2.1.8 Peptidilprolil isomerase.
5.3.1.6 Ribose-5-Phosphate isomerase
5.3.3.10 | 5-carboximetil-2-hidroximuconate delta-isomerase.
54.2.1 Fosfoglicerato mutase

44



A andlise do padrdo de presenca e auséncia permitiu identificar as enzimas do
genoma nucleo e do genoma acessorio, e a analise do padrao de distribuicdo de formas
estruturais (enovelamentos) revelou um aumento do numero de coOpias de algumas

enzimas em linhagens patogénicas de E. coli (Tabela S3).

A analise da taxa de crescimento (fitness) dos mutantes (Tabela S4) e dados de
essencialidade (Tabela S5) compilados na literatura permitiram avaliar a importancia de
cada gene para a sobrevivéncia do organismo. Por exemplo, para a atividade enzimética
Glicerol-3-fosfato 1-O-aciltransferase foram identificados trés analogos funcionais, mas

apenas o gene que codifica plsB é essencial para E. coli (Tabela S5).

Os resultados das redes de interacdo de analogos intragendmicos foram baseados
nas multiplas fontes de evidéncias experimentais que estdo disponiveis no banco de

dados STRING, permitindo uma avaliacdo de sua funcao geral no metabolismo.

Os resultados das andlises dos padrdes de expresséo (Tabela S6) e co-expressao
génica (Tabela S7) em E. coli sob diferentes condicGes fisioldégicas tais como:
anaerobiose/aerobiose, anaerobiose/variacbes de pH, fase de crescimento
exponencial/fase de crescimento estacionario e formacao de biofilme indicam que o papel
biolégico das NISEs intragendmicas pode ser distinto e variar de acordo com as
condicBes fisiologicas. Em determinada condicdo fisiolégica um gene que codifica uma
forma estrutural pode ser expresso enquanto o gene analogo pode ser inibido. Por
exemplo, os analogos adhP e adhE, gpmM e gpmA, sodC e sodA possuem distintos
padrbes de expressdo em E. coli durante condicGes de crescimento anaerdbico (Tabela
S5).

Avaliamos alguns parametros fisicos e quimicos de NISEs através do peso
molecular, nimero total de atomos, ponto isoelétrico tedrico (Pl), composi¢cdo de cada
aminoacido (%), total de residuos carregados positivamente ou negativamente, indice de
estabilidade, indice alifatico e grande média de hidropaticidade (GRAVY) (Tabela S9)

Além das diferencas nos parametros fisicos e quimicos, algumas formas estruturais
estdo localizadas em distintos compartimentos celulares (Tabela S8 e S9). As proteinas
localizadas na membrana plasmatica requerem menos gasto de energia para sua sintese
independentemente de seu comprimento, funcdo e estrutura, pois 0s aminoacidos

utilizados geralmente s&o menos custosos (Smith e Chapman, 2010).
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Algumas formas analogas possuem distintos parametros bioquimicos, tais como:
cofatores, substratos, valores de constante de Michaelis (Km, onde < Km= > afinidade),
localizacéo celular e pH 6timo para atividade enziméatica (Tabela S8). Algumas isoenzimas
gue tém evoluido sobre condi¢cdes metabdlicas ligeiramente diferentes sugerem que esta
variagcao pode ser adaptativa, como por exemplo, as isoenzimas lactato desidrogenase e
glicerol 3-fosfato aciltransferase, que sdo encontradas em tecidos do figado e do masculo;
os valores de Km encontrado para as enzimas do musculo sdo duas vezes mais altos do
que para as enzimas do figado, o que é consistente com valores de Km adaptados para
altas concentracdes fisioldgicas dos dois substratos no musculo (Benner, 1989). Existem
varios argumentos persuasivos que mostram que a selecdo natural pode ajustar o valor
de Km e isto pode resultar em adaptacdo. Enzimas com baixos valores de Km podem ser
positivamente selecionadas através da sele¢do natural, para mais detalhes ver a revisédo
de Benner (1989).

Os sistemas metabdlicos geralmente preferem expressar genes que Sao menos
custosos e a selecdo natural parece favorecer as proteinas curtas (Akashi & Gojobori,
2002). As proteinas menores geralmente sdo mais expressas, devido a0 menor custo
metabdlico para sua sintese (Akashi, 2003), as proteinas com composi¢ado similares de
aminoacidos tendem a ter igual padrdo de expressao (Raghava & Han, 2005). De fato,
observamos que tamanho das algumas NISEs € o custo para sua sintese é distinto, como
por exemplo, os pares de analogos AppA e AphA (Fosfatase Acida), SurE e UshA (5'-
nucleotidase), ChiA e YafL (Lisozima), GpmA e GpmM (Fosfoglicerato mutase) (Tabela
S9).

A comparacdo de alguns modelos tridimensionais de algumas enzimas
isofuncionais ndo homologas (NISES) ou analogas em E. coli confirmaram os distintos

padrdes de enovelamentos adotados por estas proteinas (Figuras S1).
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4.2 Superéxido dismutase (EC 1.15.1.1): SodA, SodB, SodC

4.2.1 Nimero de cOpias e contexto genémico

Através de andlises do padrdo de presenca e auséncia de formas estruturais
(enovelamentos) enzimaticas com casos de analogia em E. coli, identificamos um
aumento no numero de coOpias do gene sodC em trés (de quatro) linhagens
enterohemorragicas (EHEC): O157: H7 EDL933, O157: H7 Sakai, O103: H2 12009 e
0O111:H-11128 (Figura 2). Os genes sodA e sodB codificam enzimas Superoxido
dismutases que possuem um mesmo padrdo de enovelamento estrutural (Tabela S2),

mas que possuem distintos requerimentos quanto aos cofatores utilizados (Tabela S8).

Superoéxido dismutase (EC 1.15.1.1)

5MS-3-5 (ambiental) | '
06:K2:H1 CFTO73 (UPEC) ==
06:K15:H31 536 (UPEC)
O18:K1:H7 UTIES (UPEC)
017:K52:H18 UMMNOZ2E (ExPEC)
045:K1:H7 S88 (ExPEC)
E24377A (ETEC)
APECO1 [APEC)
0127:H6 E2348/6% (EPEC)
Patogénica 055:H7 CB9615 (EPEC)
0157:H7 TW14359 (EHEC) =
026:H11 11368 (EHEC)
0111:H-11128 (EHEC)
0103:H2 12009 (EHEC)
0157:H7 EC4115 (EHEC)
0157:H7 Sakai (EHEC) M =0dC
0104:H4 2009EL-2071
0104:H4 2011C-3453
0104:H4 2009EL-2050
,_ 07:K1 14139 (ExPEC) ==
0152:H28 SE11 [comensal)
09 HS (comensal)
08 IAILl (comensal)
EDla (commensal)
~ " . ATCCB739 (laboratorio)
MC4100BW2952 (labaratdria)
BRELGOE (laboratorio)
BL21-Gold({DE3) plysS AG (laboratorio)

K-12 DH10B (laboratério) ==

K-12 MG1655 (laboratorio] |

0 1 2 3

Figura 2 — Nimero de coOpias de sodA, sodB e sodC. Barras vermelhas: sodC; barras verdes: sodA e sodB.
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Na linhagem E. coli K12 o gene sodA esta localizado na posi¢do 4,098,833 ->
4,099,453 do genoma, sodB esta localizado na posi¢do 1. 733.402 -> 1. 733.983 e sodC
estd localizado na posicdo 1.722.158 <- 1.722.679. A linhagem E. coli K12 néo
patogénica possui apenas uma copia dos genes sodA, sodB e sodC (Figura 3A).
Identificamos duas copias de sodC, nas seguintes linhagens: SMS-3-5 (ambiental) (Figura
3D), 0157: H7 EC4115 (EHEC), 0157: H7 TW14359 (EHEC) e O55: H7 CB9615 (EPEC)
e trés copias de sodC nas linhagens enterohemorragicas: O157: H7 EDL933 (EHEC)
(Figura 3B), O157: H7 Sakai (EHEC) (Figura 3C), 0103: H2 12009 (EHEC) e O111: H-
11128 (EHEC).

Na linhagem 0157: H7 EDL933, duas copias de sodC sédo encontradas no profago
CP-933R; na linhagem O157: H7 EDL933, duas cépias sdo encontradas dentro de um
profago ndo anotado no bando de dados GENE (NCBI) e na linhagem SMS-3-5, upstream
ao gene sodC, identificamos uma sequéncia que codifica uma proteina de uma sequéncia
de insercdo (l6cus EcSMS35 3164), seguida por uma sequéncia que codifica uma
transposase (I6cus: EcSMS35 3165); a completa anotacdo do contexto gendmico é

descrita nos anexos (Figuras S2).
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A: Contexto gendmico local dos genes sodA (a), sodB (b) e sodC (c) em E. coli K12

(b): EEE— ||
©): T~

C: Contexto gendmico sodC em E. coli O157: H7 Sakai (EHEC)
(a):
(b):

| [ECaT0T 7

{ [DECsTEEs

Figura 3 — Contexto genémico local de sodC nas Linhagens K12 (Fig. 3A), O157: H7 EDL933 (EHEC) (Fig.
3B), 0157: H7 Sakai (EHEC) (Figura 3C) e SMS-3-5 (ambiental) (Fig. 3D). Na Fig. 3 A, na letra (a) sodA é
representado com contorno amarelo, na Fig. 3A em (b) sodB é representado com contorno amarelo, na Fig.
3A em (c) sodC é representado com contorno amarelo. A Figura 3B, letra (a), (b) e (c) mostra as trés copias
de sodC com contorno amarelo em diferentes locus do genoma de 0O157: H7 EDL933 (EHEC). A Fig 3C,
letra (a), (b) e (c) mostra as trés copias de sodC com contorno amarelo em diferentes locus do genoma de
0157: H7 Sakai (EHEC) e a Fig 3D mostra as trés copias de sodC com contorno amarelo em diferentes
locus do genoma de SMS-3-5 (ambiental).
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4.2.2- Analise do perfil de expresséao génica de sodA, sodB e sodC

Com o programa Genevestigator (Hruz et al., 2008) analisamos o perfil de
expressdo dos genes sodA, sodB e sodC em diferentes condicdes fisioldgicas, a
partir de dados disponiveis no banco de dados Gene Expression Omnibus
(www.ncbi.nlm.nih.gov/geo/). Estes mesmos dados foram compilados e também re-

analisados com o programa R.

A andlise dos dados de expressdo génica revelou que sodA (P00448) é
reprimido durante condi¢cdes de anaerobiose e induzido em condi¢des de aerobiose
K12 (Figura 4), sodB (POAGD2) é induzido durante condicdes de anaerobiose
(Figura 5). Em condi¢cbes anaerdbicas sodB é unica enzima presente em E. coli

(Kargalioglu & Imlay, 1994).

Em condi¢Bes de anaerobiose e pH acido (5.7) e pH bésico (8.5), sodC passa a
ser induzido, assim como sodB (em um nivel menor), ou seja, na presenca de pH
acido a expressao de sodC é induzida mesmo sob condi¢cdes de anaerobiose, isto
indica que pequenas alteracées no ambiente podem possivelmente alterar o papel
biol6gico de um gene. Em Y. enterocolitica as enzimas SodA e SodB possuem pH
o0timo de atividade baixo, isto implica seu papel em ambientes acidos tais como
vesiculas intrafagociticas (Dhar, Gupta, & Virdi, 2013). Na linhagem E. coli

uropatogénica UTI89 o gene sodC também é reprimido durante condi¢cdes de
anaerobiose (Figura 5). Em condicdes de fase estacionaria sodC é induzido e sodB

€ reprimido.
® sodA @ sodC
® p-value == 0.06 O p-value > 0.06
Level of expression [signal intensity on E. coli Antisense Genome 7k Array)
[ Low [ meDwmi=ior) |
Escherichia coli (7)  ° 5 7 B & = 1 12 18 14
Oxygen wt _con_aerob rep 1 @
Oxygen_wt_con_aerob_rep_2 [
Oxygen_wt_con_aerob_rep_3 L
Oxygen_wt_anaerob_rep_1 ® L
Onygen_wt_anaerob_rep_2 [} [
Oxygen_wt_anaerob_rep_3 ot
Oxygen_wt_anaerob_rep_4 il )

Ll 3 7 b= 3 10 11 12 13

Figura 4 — Padrdo de expressao de sodA e sodC.
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Log(2)-ratio
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Dovn-regulated Up-regulated
10 of 17 perturbations fulfiled the fiker criteria

Fiter values for @ sodC

115] 0.05

O @
© ©
o o
w ®»

Escherichia coli (21) Log(2)-ratic Fold-Change p-value

stationary phase (wt) / exponential phase (wt) 216 4.60 0.026
anaerobic: pH (S.7) / anaerobic: pH (7.0) 139 263  <0.001
anaerobic: pH (8.5) / anaerobic: pH (7.0) 0.83 179  <0.001
anaerobic growth study 2 (3.5h) / aerobic UTI89 culture samples (8h) -0.81 175 0.006
anaerobic growth (4.5h) / aerobic K-12 MG1655 culture samples (12h) -0.95 -1.93 0.009
anaerobic growth (3.75h) / aerobic K-12 MG1655 culture samples (8h) -0.95 -1.94 0.004
norfloxacin study 2 (60min) / untreated cell samples (60min) -1.01 -2.00 0.036
anaerobic growth study 2 (3h) / aerobic UTI89 culture samples (Sh) 171 -3.23 0.023
anaerobic growth (3h) / aerobic K-12 MG16SS culture samples (Sh) 177 -3.39 0.004
anaerobic growth (6.75h) / aerobic K-12 MG1655 culture samples (26h) 242 -5.33 0.020

Figura 5 — Padréo de expressao de sodB e sodC.

4.2.3 Andlise dos dados e literatura

Os microorganismos aerobicos possuem enzimas antioxidantes, tais como
superéxido dismutases e catalases. Estas enzimas propiciam a protecdo dos danos
diretos e indiretos causados por espécies reativas de oxigénio (ROS) tais como Oz~
e H202. Estudos mostram que E. coli mutante para superoxido dismutases sdo mais
suscetiveis a efeitos deletérios causados por H202 no DNA, proteinas e lipidios
(Mccormick, Buettner, Britigan, & Cormick, 1998). Em Salmonella spp., sodC
desempenha papel chave na patogenicidade através da interceptacdo de espécies
reativas de oxigénio produzidas pela resposta imune do hospedeiro (Uzzau, Bossi, &
Figueroa-Bossi, 2002).

Em Mycobacterium tuberculosis, SodC protege a membrana da bactéria de
espécies reativas de oxigénio (ERO) geradas no ambiente externo; bactérias com
este gene deletado ndo sobrevivem a resposta oxidativa produzida por macréfagos
(Piddington et al., 2001). A presenca de um anélogo funcional no genoma de E. coli
pode beneficiar o0 microorganismo contra os efeitos deletérios de espécies reativas

de oxigénio.
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A enzima SodC esta relacionada com viruléncia em Salmonella typhimurium
(Korshunov & Imlay, 2002), Cryptococcus neoformans (G. M. Cox et al.,, 2003) e
outras bactérias. Alguns estudos indicam que SodC possui um papel de protecdo em
bactérias durante sua infeccdo na célula hospedeira, pois a enzima atua contra
espécies reativas de oxigénios geradas por macréfagos; isto foi corroborado por
analises de mutantes deficientes para este gene, pois estas sdo menos virulentas
que a bactéria selvagem (Battistoni, 2003). Em Burkholderia pseudomallei, a delecéo
de sodC dimui a sobrevivéncia da bactéria em células de macréfagos de
camundongo (Vanaporn et al., 2011). O gene sodC ja foi isolado de Salmonella sp.

resistentes a drogas em pacientes sofrendo de febre entérica (Sanjay et al., 2010)

Estes dados sugerem que o papel biolégico de sodC em bactérias é auxiliar na
defesa e protecao contra a resposta imune do hospedeiro, em contraposi¢cao ao seu
analogo, sodB, envolvido na remocéao de radicais livres e superéxidos resultantes do
proprio metabolismo. Esse papel protetor possivelmente ocorre devido a sua
localizacdo no periplasma da célula bacteriana (Piddington et al., 2001). Na
linhagem ambiental de E. coli SMS-3-5, sodC pode possivelmente desempenhar um
papel biolégico contra espécies reativas de oxigénio produzidas em condicdes
toxicas. Esta linhagem foi isolada a partir de um estaleiro na costa de Creek,
Charleston, Carolina do Sul, um ambiente contaminado com metais industriais
toxicos. E resistente a um nimero recorde de antibiticos, em muitos casos, em

altas concentracdes (http://gsc.jcvi.org/projects/msc/e_coli_and_shigella/).

Os dados em relacdo ao contexto gendmico das distintas formas alternativas
da superéxido dismutase sugerem gque o aumento do nimero de copias de sodC nas
linhagens patogénicas de E. coli pode estar relacionado a integracédo de profagos no
genoma; neste cenario, os profagos carreiam uma coépia adicional de sodC para
estas bactérias. Em um cenério alternativo, devido a presenca proximal de
transposases, eventos de transferéncia horizontal seguidos por transposicdo no
genoma também podem estar associados ao aumento do numero de cépias de
sodC. De qualquer forma, tanto o nimero de copias quanto sua distribuicdo sao
aparentemente distintos entre sodC e sodA, comportamento este verificado em

distintas linhagens de E. coli.
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Os dados de expressdo génica obtidos no programa Genevestigator indicam
gue tanto sodC e sodA séo similares em alguns aspectos: ambas, por exemplo, sdo
reprimidas pelo antibiético norflaxacin (Figura 5). O pH também influencia na
inducdo de expresséo dos genes que codificam para estas enzimas, em condigdes
de crescimento anaerobico: nestes experimentos, os dados mostraram diferencas
significativas entre seus padrbes de expressdo. Em determinadas condicbes, a
expressdo ou presenca de uma forma enzimética especifica no citoplasma pode
fornecer maior plasticidade e adaptabilidade a condicdo imposta. Neste contexto, os
resultados de expressdo e co-expressao mostram que as diferentes superéxidos
dismutases podem ser recrutadas em momentos ou condi¢des fisioldgicas distintas

por E. coli, indicando que seu papel biologico é claramente distinto.

Como esperado, sodA e sodC, as redes de interacdo obtidas (dados nos
anexos) mostram gue ambas interagem com distintas proteinas. De acordo com a
literatura, estas proteinas possuem convergéncia estrutural em residuos do sitio
ativo e também mecanismos similares de transformacéo quimica (Gherardini, Wass,
Helmer-Citterich, & Sternberg, 2007a), mas por outro lado o distinto enovelamento
da estrutura secundaria entre ambas as formas, sugere uma distinta origem

evolucionaria (Tabela S2).

4.3 Dihidrofolato redutase (EC 1.5.1.3): FolA e FolM

A dihidrofolato redutase (EC 1.5.1.3) atua na sintese e manutencéo dos niveis
de tetrahidrofolato, uma molécula que € essencial para sintese de aminoacidos,
purinas e timidilato e consequentemente para o crescimento celular (Schnell et al.,
2004). Nos identificamos duas copias da forma enzimatica FolA (Figura 6) nos
genomas de linhagens causadoras de surtos endémicos na Georgia e Alemanha.
Estas linhagens causaram recentes surtos de diarréia hemorragica em humanos,
com varios casos fatais (http://www.cdc.gov/ecoli/general/germany.html); tais
bactérias possuem resisténcia contra varios antibioticos da classe cefalosporina, o
que esta correlacionado com a presenca de uma copia da enzima cefalosporinase
no plasmideo Incl (Ahmed et al., 2012).

53



Dihidrofolato redutase (EC 1.5.1.3)

5M5-3-5 (ambigntal)
06:K2:H1 CFTO73 (UPEC)
06:K15:H31 536 (UPEC)
018:K1:H7 UTIED (UPEC)
017:K52:H18 UMMNO26 (ExPEC)
045:K1:H7 S88 (ExPEC)
E24377A (ETEC)
APECO1 (APEC)
55988 (EAEC)
0127:H6 E2348,69 (EPEC)
055:H7 CB9615 (EPEC)
Patogénica 0157:H7 TW14359 (EHEC)
026:H1111368 (EHEC)
0111:H-11128 (EHEC)
0103:H2 12009 (EHEC)
0157:H7 EC4115 (EHEC)
0157:H7 Sakai (EHEC)
0157:H7 EDLS33 (EHEC)
0104:H4 20058EL-2071 HFola
0104:H4 2011C-34593
0104:H4 2005EL-2050
O7:K1IA139 (ExPEC)
0152:H28 5E11 (commensal)
09 HS (commensal)
08 1Al (commensal)
ED1la (commensal)
Nao Patogénica ATCC 8730 (laboratdrio)
K-12 W3110 (laboratario)
MCA100{MuLac) BW2252 (laboratorio)
BRELE06G (laboratario)
BL21-Gold{DE3) pLysS AG (laboratorio)
K-12 DH108B (laboratario)
K-12 MG1655 (laboratorio)

H FolM

Numero de copias

Figura 6 — Numero de cépias de folA e folM nas 33 linhagens de E. coli estudadas. EHEC:
Enterohemorragica, EPEC: Enteropatogénica, EXPEC: Estraintestinal, ETEC: Enterotoxigénica.

A cépia adicional de folA esta localizada em uma distinta regiao do genoma
onde varios genes vizinhos codificam transposases e também uma integrase, o que
sugere que este gene pode ter surgido a partir de um evento de transposi¢cdo no
genoma (Figura 7). O gene folM ndo esta amplificado em E. coli e seu contexto

gendmico é conservado entre linhagens patogénicas e ndo patogénicas (Figura 8).
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Figura 7 — Contexto genémico das duas copias de folA em E. coli 0104: H4 2009 EL-2050: A: Cépia 1
de folA. B: Copia 2 de folA (em destaque): Genes upstream ao gene folAl: transposase
(030_25185), integrase/recombinase (O30_25170). Genes downstream ao gene folA2: tranposase
(030_25150), Transposase TnpA, Tn21 (O30_25140).
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Figura 8 — Contexto gendmico de folM em algumas linhagens patogénicas e ndo patogénicas de E.

coli. A descricdo completa dos genes encontra-se na FiguraS2

4.3.1 Andlise da taxa de sobrevivéncia de mutantes (E. coli) folA e folM quando
submetidas a diferentes estresses ou compostos quimicos
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Através do banco de dados PortEeco (http://www.porteco.org/) obtivemos os
dados do fenétipo de mutantes para o gene folM em E. coli BW25113 (Keio
Collection, http://ecoli.aist-nara.ac.jp/gb6/Resources/deletion/deletion.html) e
analisamos os dados de sobrevivéncia e adaptacédo (Fitness) em varias condi¢des
de estresses e compostos quimicos. A atividade enzimatica mediada por FolA pode
ser inibida pelos antibidticos trimetropim, metotrexato e Sulfamethizole, enquanto
FolM é inibida apenas por metotrexato (Giladi et al., 2003). Entretanto, os resultados
da taxa de fitness evidenciam um crescimento positivo no mutante folM mesmo na

presenca de trimetropim (Figura 9).
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Figura 9 — Taxa de fitness do mutante folM de E. coli BW25113 tratados com inibidores da sintese de
tetrahidrofolato. As linhas com as mesmas cores em diferentes intensidades representam réplicas,
tratadas com concentragdes crescentes dos antibioticos Sulfamethizole e Trimetroprim. Dados obtidos
do banco de dados PortEco (http://www.porteco.org/).

A andlise da rede de interacdo de FolA em E. coli K12 indica que FolA é uma
enzima central (maior grau de conectividade) e que possui maior influéncia (maior
valor de betweenness) no metabolismo de dihidrofolato (Figura 10). Para entender
melhor o papel biolégico de FolM, obtivemos a rede de interacdo desta proteina
através do banco dos dados STRING e calculamos o grau de interacdo e
betweenness para todas as proteinas da rede. Para esta proteina nds excluimos o

analogo funcional FolA para mapear apenas as interacdes envolvendo FolM. A
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analise da rede biolégica de FolM mostra que esta proteina interage com enzimas

envolvidas no metabolismo de purinas e pirimidinas (Figura 11).

Com relacao as proteinas que participam da rede bioldgica de folA, as enzimas
GcevP, GevT, GlyA e MetH estdo envolvidas no metabolismo de aminoéacidos; FolC,
PurN, PurT e PurU fazem parte do metabolismo de tetrahidrofolato; FolX é requerida
para sintese de tetra-hidromonapterina, ThyA catalisa a conversdo de dUMP para
dTMP; LpdA é um componente de trés multicomplexos enzimaticos: a piruvato
desidrogenase, o complexo 2-oxoglutarato desidrogenase e o sistema de clivagem
de glicina (Steiert et al.,1990).

Figura 10 — Rede de interacdo de FolA. (A) Rede de interacdo de FolA em E. coli K12 obtida no
banco de dados STRING (STRING -db.org/) e geradas através de analises no programa Network
analysis, implementado no programa Cytoscape (versdo 2.8), o tamanho dos nés e intensidade das
cores correspondem a intensidade dos valores obtidos das medidas grau de interacdo e
betweenness.
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Figura 11 — Rede de interacdo de FolM. (A) Rede de interagdo de FolM em E. coli K12 obtida no
banco de dados STRING (STRING -db.org/) e geradas através de analises no programa Network
analysis, implementado no programa Cytoscape (versdo 2.8), o tamanho dos nds e intensidade das
cores correspondem a intensidade dos valores obtidos das medidas grau de interacdo e
betweenness.

4.3.2 Parametros fisico-quimicos e comparagao estrutural entre FolA e FolM

A enzima FolM é uma proteina multifuncional que catalisa a reducdo de H2-
folato (Di-hidrofolato) para H4-folato (Tetrahidrofolato) (Giladi et al., 2003) e de He-
MP (Dihidromonapterina) para H4-MP (tetra-hidromonapterina), um cofator para a
enzima PhhA (fenilaalanina hidroxilase). FolA atua especificamente na redugéo de
dihidrofolato e possui alta afinidade por este substrato, maior Km (Michaelis
constant) que sua forma analoga FolM (Tabela S8). A transformacdo quimica
mediada por FolA é essencial para a manutencéo das concentracdes intracelulares
de Di-hidrofolato.

O modelo 3D de FolA foi obtido do banco de dados PDB e o de sua forma
analoga FolM através de modelagem comparativa com a sequéncia (3GEM)
58



homologa de Pseudomonas syringae pv. phaseolicola 1448 (Figura 12). A
modelagem comparativa confirma que tais enzimas sao analogas, pois apresentam
distintos enovelamentos em suas estruturas terciarias. A enzima FolA é um
homodimero que possui o residuo Asp27 no sitio ativo, local de ligacdo do inibidor
metotrexato (B. Bennett et al., 2006), outros residuos importantes para a atividade
catalitica sdo Leub, lle5, Met20, Phe3l, Leu28, lle94 (Catalytic Site Atlas,
http://www.ebi.ac.uk/thornton-srv/databases/CSA/). A proteina FolM é um membro da
familia SDR, nesta familia os residuos importantes sdo Glyl4, Gly19, Prol81,
Alal180, HIS189, TYR194, GLU188 (Jomvall et al., 1995). Os provaveis residuos
cataliticos de folM séo Argl8, Ser87, Trp89, Aspl139, Thrl52 e Lys156 (Giladi et al.,
2003). Os dados da literatura sugerem que folA e folM possuem distintos residuos
no sitio ativo. Este € um caso particular onde analogos transformacionais possuem
distintos residuos no sitio ativo, pois, segundo Gherardini e colaboradores (2007),
analogos transformacionais possuem residuos idénticos ou similares (Gherardini et
al., 2007). Os andlogos transformacionais sdo enzimas que catalisam a mesma
transformacdo quimica (convergéncia funcional) e possuem residuos idénticos ou

similares no sitio ativo (convergéncia mecanistica) (Gherardini et al., 2007).
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NADP(Nicotinamide-adenine dinucleotide)
fosfato

NADP(Nicotinamide-adenine
dinucleotide) fosfato

Figura 12 — Estrutura 3D de FolA e FolM mostrando distintos enovelamentos estruturais entre formas analogas
de Dihidrofolato redutase em E. coli. A: O homo-dimero FolA (POABQ4). (B): Modelo de FolM (POAFS3) obtido
na presenca de metotrexato e do cofator NADP, os provaveis residuos do sitio ativo sdo Argl8, Ser87, Trp89,
Aspl39, Thrl52 e Lys156 em FolM (Giladi et al., 2003). PDB [ID]: 1DDR, 3GEM molde para FolA e FolM,
respectivamente. Ambas as figuras foram geradas pela interface do programa MAESTRO.
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4.3.3 Andlise dos dados e literatura

Em relacdo a estrutura da proteina FolM, as analises no banco de dados
SUPERFAMILY revelaram que FolM e as sequéncias homodlogas da classe
oxidorredutase (PDB: 3GEM) de Pseudomonas syringae pv. phaseolicola 1448A e
dihidropteridina redutase (DHPR) de Homo sapiens compartiham o mesmo
enovelamento (NAD(P)-binding Rossmann-fold domains). Estas proteinas sao
membros da familia Short-Chain Dehydrogenases Reductases (SDR), a qual tem
como caracteristica a conservagcao dos residuos Tyrl52 (ou Tyrl51) e Lys 156, os
quais séo funcionalmente importantes (Jomvall et al., 1995, Gourley et al., 2001).
Além destes, um motivo GlyXXXGIyXGly é caracteristico das desidrogenases em
geral formando um sitio de ligagdo a coenzimas (Rossmann et al., 1975; Wierenga
et al., 1985). Um residuo de acido aspartico (Asp) regula a especificidade para NAD
ou NADP+ (Scrutton et al., 1990). A dihidropteridina redutase (DHPR) de H. sapiens
catalisa a transformacdo quimica da dihidrobiopterina para tetradihidrobiopterina,
que é um cofator para hidroxilases de aminoécidos (Varughese et al., 1992).

Andlises bioquimicas mostram que a enzima multidominio e multifuncional
PTR1 (dihidrofolato redutase - timidilato sintase bifuncional) de Leishmania major
catalisa a reacdo de reducdo NADPH-dependente de folato para tetrahidrofolato
(Nare et al., 1997, Wang et al., 1997)

A enzima FolM consegue sintetizar tetrahidromonapterina (H4-MPt) através da
reducdo do substrato dihidromonapterina (H2-MPt) (Pribat et al., 2010), esta € uma
enzima multifuncional que também catalisa a reducéo de dihidrofolato, assim como o
analogo funcional FolA. Os provaveis residuos envolvidos na transformacgéo quimica
de dihidromonapterina por FolM sdo possivelmente os residuos conservados na
familia SDR (Figuras S1), estes residuos estdo envolvidos na atividade enzimatica
das proteinas DHPR e sdo amplamente conservados nos representantes desta
Familia (Jomvall et al., 1995, Gilard et al., 2003).

Possivelmente, a redugdo do substrato dihidromonapterina ou dihidrofolato

mediada por FolM envolve os mesmos residuos, devido a redundancia estrutural
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entre estes substratos. A atividade contra o substrato dihidromonapterina € 16 vezes
mais alta (Pribat et al., 2010), o que indica que FolM tém maior especificidade para

dihidromonapterina.

Lockyer e colaboradores (1987) (Lockyer et al., 1987) sugeriram que as
atividades enzimaticas analogas de DHPR e DHFR (FolM) contra pteridinas podem
representar homologia vestigial, pois teriam divergido a um ponto onde a
similaridade de sequéncia n&o pode ser demonstrada estatisticamente.
Alternativamente, essa analogia funcional pode refletir um evento de evolucéo

convergente.

Os dados sugerem que diferentes formas analogas podem estar sujeitas a
diferentes pressées seletivas (por exemplo, antibiéticos), onde uma forma estrutural
pode ser mais importante que sua forma estrutural alternativa, e fornecer uma

vantagem adaptativa para o organismo possuidor destas enzimas analogas.

As predicbes in silico indicam que a proteina FolA é instavel em condicéo
ambiente (Tabela S7), o qual possivelmente € mais um dos motivos pelo qual a
forma alternativa FolM € mantida no genoma, mesmo possuindo baixa atividade
para o substrato dihidrofolato, pois a sintese de tetrahidrofolato é essencial para o

crescimento de E. coli.

Como dito anteriormente, FolA tem alta afinidade (baixo valor de Km) para o
dihidrofolato em comparacdo com FolM, contribuindo significativamente para a
sintese de dihidrofolato na célula. Isto indica que o ajuste no Km pode ser uma
resposta adaptativa da célula devido a presenca seletiva para a sintese de folato.
Por outro lado, sua forma analoga FolM possui afinidade para mais de um substrato,
e consequentemente a pressao seletiva para esta enzima em direcdo a sintese do

substrato dihidrofolato seria menor.

Uma analise com o programa DISOPRED (Protein Sequence Analysis
Workbench) revelou que FolM possui uma regido ndo estruturada no sitio de ligacéo
com o cofator NADPH (Figuras S1). Sugerimos que isto pode ser um dos motivos da
menor afinidade desta enzima com o substrato dihidrofolato, pois tal flexibilidade
estrutural no sitio alostérico pode influenciar na ligacdo da enzima com o substrato,

permitindo a ligacdo de moléculas menores. Esta regido desestruturada também é
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encontrada na regido de ligacdo ao cofator (N-terminal) nos homologos pteridinas
redutases de L. donovani (Keri et al., 2010) e Trypanosoma brucei (Dawson et al.,
2010) que também catalisam a sintese de dihidromonapterina, tal por¢do € um

critico componente do sitio ativo (Figuras S1).

FolA pode ser inibida pelos antibidticos trimetropim e metotrexato enquanto
FolM é inibida apenas por metotrexato (Giladi et al., 2003). Na presenca de
trimetropim a concentracdo de dihidrofolato pode alcancar um nivel pelo qual as
enzimas com baixa atividade de dihidrofolato redutase e insensibilidade para
trimetropim sdo suficientemente ativas para sustentar o crescimento bacteriano
(Giladi et al., 2003). Outro fato a ser relatado € que formas alternativas da
dihidrofolato redutase estdo envolvidas na resisténcia contra metotrexato em L.

major, fornecendo uma via de escape para a sintese de folato (Nare et al, 1997).

Na presenca de antibioticos que inibem a atividade enzimética de FolA, a
atividade rudimentar de FolM pode significar uma rota alternativa para a sintese de
tetrahidrofolato. A dihidrofolato redutase € estudada como alvo para drogas em
bactérias (Kumar et al., 2012), parasitas (Choowongkomon et al., 2010) e tumores
(Askari & Krajinovic, 2010). O aumento da expressado génica do gene folAatravés de
mutacdes Unicas ou mdultiplas no seu promotor pode conferir resisténcia contra
trimetropim e metotrexato (Toprak et al., 2011, Maskell et al., 2001). Com isto,
sugerimos que o aumento do numero de coépias de folA nas linhagens causadoras
de surtos endémicos (Figura 6) pode prover uma vantagem adaptativa para estas
bactérias na resisténcia contra estes antibiéticos.

Em Streptococcus agalactiae, as amplificacdes génicas dos genes requeridos
para a biossintese de tetrahidrofolato levaram ao surgimento de resisténcia para
trimetropim e sulfonamida (Brochet, et al., 2008).

A copia adicional de folA esta localizada em uma distinta regido do genoma
onde varios genes vizinhos codificam transposases e uma integrase, 0 que sugere
que este gene possivelmente surgiu de um evento de transposicdo no genoma
destas linhagens (Fig. 7). Como dito anteriormente, a amplificacdo do gene folA em
E. coli K12 foi relatada em um estudo experimental populacional envolvendo o
crescimento da bactéria sobre diferentes pressdes seletivas com o antibiotico

trimetropim, onde observou-se um aumento na resisténcia bacteriana a este
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antibiotico (Toprak et al., 2011). Por isto, sugerimos que a presenca de uma copia
adicional de uma enzima chave e essencial para a sobrevivéncia de E. coli como
FolA pode aumentar a taxa de fitness (adaptacéo e sobrevivéncia) em condi¢cbes de

tratamento com antibi6ticos.

Alguns estudos de genbmica funcional por meio de analise do fendtipo do
mutante para o gene folA indica que este € um gene essencial para E. coli em
crescimento anaerdbico em meio de cultivo minimo (Gerdes et al., 2003, Baba et al.,
2006), Nichols et al., 2011); o mesmo € observado no banco de dados PEC
(www.shigen.nig.ac.jp/ecoli/pec). Porém, no trabalho de Howell e colaboradores
(1988) (Howell, Foster, & Foster, 1988), E. coli mutante para folA foi capaz de
crescer mas exibiu requerimentos adicionais de metionina, glicina, pantotenato,
adenina e guanina. Por outro lado, Ahrweiler e Frieden (1988) (Ahrweiler & Frieden,
1988) reportaram que o mutante para folA ndo necessitou de requerimentos
adicionais; provavelmente tais diferencas sdo devidas aos diferentes aparatos
metabdlicos entre distintas linhagens de E. coli. De fato, a analise das redes de
interacdo de FolA (Fig. 12) e FolM (Fig. 13) aponta para uma maior betweeness de
FolA em relacdo a FolM. Por outro lado, esta analise mostra adicionalmente que a
maioria das proteinas com as quais FolM interage também o faz com FolA, que
ainda interage com varias outras proteinas, o que esta de acordo com o relatado em

relacdo a betweeness e essencialidade de FolA.

A forma estrutural FolIM n&o € necesséria para a sobrevivéncia de E. coli, mas
pode atuar como uma forma alternativa para a sintese de tetrahidrofolato no mutante
de E. coli com a adicdo de timidina no meio de cultivo (Giladi et al., 2003). Os dados
de fitness mostram que o mutante folM ainda apresenta taxa de fithess positiva
quando tratado com concentracbes crescentes dos antibidtico trimetroprim e
sulfamethizole, ambos potentes inibidores da atividade enzimética mediada por FolA
(Figura 9). Possivelmente, a auséncia de folM induz uma maior expressao de folA,
resultando em uma menor sensibilidade ao trimetropim. Um resultado similar foi
observado por Girgis e colaboradores (2009), o que refor¢ca nossa hipotese de que o
aumento do numero de copias de FolA pode prover uma vantagem adaptativa para
E. coli, como visto nos recentes surtos causados pelas linhagens 0104: 2009 EL-
2050, 0104: 2009 EL2071 (Geodrgia) e O104: 2011-3493 (Alemanha).
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4.4 Crossover junction endodeoxirribonuclease (EC 3.1.22.4): rusA, ruvC

Para esta atividade enziméatica foram identificados os analogos funcionais
rusA e ruvC. As enzimas RusA e RuvC atuam no processo de recombinacéo e
reparo de DNA através da resolucdo da Juncdo de Holliday formada durante este
processo (Mahdi et al., 1996, Yamada, et al., 2004). ldentificamos uma expanséo do
namero de copias de rusA em linhagens patogénicas de E. coli enterohemorragica
(EHEC) como, por exemplo, nas linhagens 026: H11 11368, O157: H7 TW14359
possui 8 copias e O157: H7 EC4115 que possui 9 copias de rusA (Figura 13).

Crossover Junction endodeoxiribonuclease
(EC 3.1.22.4)

SMS-3-5 (ambiental)

06:K2:H1 CFT073 (UPEC)

06:K15:H31 536 (UPEC)

018:K1:H7 UTI89 (UPEC)
017:K52:H18 UMNO026 (ExPEC)
045:K1:H7 S88 (EXPEC)

E24377A (ETEC)

APECO1 (APEC)

55989 (EAEC)

0127:H6 E2348/69 (EPEC)

055:H7 CB9615 (EPEC)
Patogénica 0157:H7 TW14359 (EHEC)
026:H11 11368 (EHEC)

0111:H-11128 (EHEC)

0103:H2 12009 (EHEC)

0157:H7 EC4115 (EHEC)

0157:H7 Sakai (EHEC)

0157:H7 EDL933 (EHEC) W RusA

0104:H4 2009EL-2071 B RuvC
0104:H42011C-3493

0104:H4 2009EL-2050

07:K11AI39 (EXPEC)

0152:H28 SE11 (commensal)

09 HS (commensal)

08 1AI1 (commensal)

EDla (commensal)

ATCC 8739 (laboratdrio)

N50 Patogénica K-12 W3110(Iaboratc,5r'io)
MC4100(Mulac) BW2952 (laboratério)
BREL606 (laboratério)
BL21-Gold(DE3) pLysS AG (laboratdrio)
K-12 DH10B (laboratério)

K-12 MG1655 (laboratdrio)

0 1 2 3 4 5 6 7 8 9
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Figura 13: Numero de copias de rusA e ruvC. EHEC: Enterohemorragica, EPEC: Enteropatogénica,
EXPEC: Estraintestinal, ETEC: Enterotoxigénica.
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As linhagens comensais e de laboratorio possuem apenas 1 copia de rusA,
exceto a linhagem Edla que possui 5 copias de rusA e ATCC8739 que ndo possui

tal forma estrutural. O numero de cépias de rusA oscilou entre 1 e 9 coOpias por
genoma.
Na linhagem O6: K2:H1 CFT073 foram identificadas 3 cOpias do gene rusA,

upstream a uma das copias de rusA (l6cus: ¢1556) foi identificado uma sequéncia

gue codifica a proteina de insercao transposase 1S629 (l6cus c1553) (Figura 14).

1553 1554 555 {1556 .m[ [ ¥bed > RIS ] B i
msu,‘@@ 1L S R EE——m)

.
155989 EC55080 1720

ECO26_0593

ECO26_0857 ECD26_0858 e

FCO25_101 [ 1 MEC0O26_1943 5
v
(0262648 :X EC026_2643

coli 0252 | | e P, T WA R [ ECOZ8 3897y ECOZ6.3698 )| ECOZE_360% o0

ruvC (a), Operon ruvC(b), Operon ruvAB (¢) em E. coli K12

() R | w5 —{ s e
®) — a5ps D—{nudt A vebC - >

) Rl —)

Figura 14: Contexto gendmico das diferentes copias do gene rusA em diferentes linhagens de E. coli.
O contexto gendmico de ruvC encontra-se na parte de baixo da figura. A legenda completa com a
descricdo de todos os genes encontra-se na Figuras S2.
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Na linhagem 55989 (EAEC) foram identificadas quatro copias de rusA (Figura
14), upstream a sequéncia de uma das coépias de rusA (l6cus: EC55989 1046)
foram identificadas sequéncias que codificam as proteinas IS1 repressor protein
InsA (l6cus: EC55989 1043) e IS1 transposase InsAB (l6cus: EC55989 1042)
(anexos). Foi também observado, downstream ao gene rusA, sequéncias que
codificam tRNAs (loci EC55989 tRNA15 e EC55989 tRNA16), InsA e InsAB sé&o
transposons ativos em bactérias; IS1 € responsavel por varios rearranjos genémicos,

delec¢Bes e cointegracao de plasmideos (Machida & Machida, 1989).

Na linhagem 026: H11 11368 (EHEC) foram identificadas 9 copias de rusA e
tanto upstream ou downstream em relagéo a varios destes genes foram identificados
genes que codificam proteinas de profagos, pseudogenes e sequéncias de insercao

(anexos 3).

Nas linhagens 0104: H4 str. 2009 EL-2050, O104: H4 2011C-3493, 0104: H4
2009EL-2071 e O81 ED1a (comensal) identificamos que uma das copias de rusA
esta localizada downstream ao gene lexA e que a linhagem 045: K1: H7 S88 possui
trés copias do gene lexA, sendo duas localizadas a downstream aos genes rusA
(I6cus: ECS88 0550 e ECS88 2899). Nas demais linhagens estudadas neste
trabalho, como, por exemplo, K12, lexA esta em um locus onde rusA ndo esta
presente; estas linhagens possuem apenas uma coépia de lexA. As cOpias do gene
lexA nédo localizadas proximas a rusA, assim como seu contexto genémico, também
foram identificadas nas linhagens 0104: H4 str. 2009 EL-2050, O104: H4 2011C-
3493, 0104: H4 2009EL-2071 e 081 ED1a (Figuras S2).

4.4.1 Andlise da taxa de sobrevivéncia de mutantes (E. coli) rusA ou ruvC
guando submetidas a diferentes estresses ou compostos quimicos

Para tentar elucidar o papel biolégico de rusA em E. coli obtivemos através do
banco de dados PortEco os dados das taxas de adaptagdo e sobrevivéncia de
mutantes de E. coli para os genes rusA e ruvC durante o tratamento com inibidores
de sintese da parede celular, da membrana e com substéncias que causam danos
no DNA.
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Como esperado, E. coli BW25113 mutante para ruvC apresenta uma taxa de
fithness negativa quando tratada com diferentes substancias que causam danos ao
DNA. Em contraste, o mutante rusA de E. coli BW25113 ainda apresenta um valor
de fitness ligeiramente positivo em alguns tratamentos com componentes que

causam danos ao DNA, exceto com brometo de etidio (TabelaS4).

Observamos que o0 mutante rusA, quando tratado com vancomicina,
dibucaina, Chir-090 e bacitracina, apresenta taxa de fitness negativa, e em contraste
o mutante ruvC apresenta uma taxa de fitness ligeiramente positiva em algumas
condicles; sua taxa de fithess, mesmo quando negativa, ainda € normalmente maior

gue a do mutante para rusA (TabelaS4).

Através do banco de dados PortEco, observamos que a taxa de fithess
observada pelo fenétipo de crescimento do mutante rusA tem um valor de
coeficiente de correlacdo de 44% com o mutante para o gene IpxC. Os mutantes
rusA e IpxC apresentaram uma taxa de fitness similar quando ambos foram tratados
com 0S mesmos compostos que atuam na inibicdo da sintese de membrana, parede
celular ou dano ao DNA. O gene IpxC codifica a UDP-3-O-acil-N-acetilglicosamina
deacetilase (LpxC), esta enzima hidrolisa UDP-3-O-(3-hidroximiristoil)-N-
acetliglucosamina em UDP-3-O-(3-hidroximiristoil) glicosamina e acetato; este € o
primeiro passo na biossintese do lipidio A, que é o componente béasico do

lipolissacarideo (LPS) da membrana extracelular (Young & Silver, 1991).

Correlacbes mais fortes (entre um total de 323 compostos quimicos e
comoponentes estressantes) foram obtidas para os mutantes ylcG (67%), ninE
(67%) e asmA (48%). A proteina NinE também é codificada dentro do profago
DLP12, YlcG é uma proteina que € expressa na fase estacionaria (Hemm et al.,
2008), mas seu papel biolégico ainda ndo foi elucidado; AsmA é uma proteina
envolvida na montagem de proteinas, localizada na membrana extracelular. O
mutante ruvC de E. coli é condicionalmente letal na presencga de piocianina (Nichols

et al.,, 2011), tal substancia € um fator de viruléncia da bactéria Pseudomonas
aeruginosa (Muller, 2002)
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4.4.2 Comparacao estrutural entre RusA e RuvC através de modelagem

comparativa e identificacdo dos residuos do sitio ativo e sitio alostérico

Os analogos RuvC e RusA (Crossover junction endodeoxiribonuclease) estao
envolvidos na resolucdo da juncdo de Holliday durante a recombinacdo homologa
em E. coli. A estrutura da proteina RuvC foi classificada no SCOP com o
enovelamento “Ribonuclease H-likemotif [53066]” e “Superfamilia Ribonuclease H-
like [53098]” (Tabela S2)

RuvC é uma proteina dimérica dependente de Mg?* para a catdlise e sua
estrutura € constituida de cinco a-hélices (oA, aB, aC, aD e aE) e uma mistura de
folhas-B com cinco fitas (B1, B2, B3, B4 e B5) (Ariyoshi et al., 1994). A resolucéao da
juncao por clivagem de RuvC ocorre em sequéncias simetricamente relacionadas
dentro do grupo de homdélogos pareados, especificamente ao lado do residuo 3’-
timina, na maioria dos casos em sequéncias contendo 5'-TT lGC-3’, e em menor
numero 5’-GTlCC-3’ e5-TT ¢GT-3’ (R. J. Bennett, Dunderdale, & West, 1993)

O analogo RusA foi classificado no banco de dados do SCOP com o
enovelamento “Bacillus chorismate mutase-like” [55297] e Superfamilia “Holliday
junction resolvase RusA [103084]" (Tabela S2). E uma proteina dimérica com
estrutura N-B1-al-p 2-a2-p3-p4-C (Rafferty et al., 2003).

A especificidade de clivagem de RusA em sequéncias homodlogas pareadas é
diferente de RuvC, pois a clivagem ocorre na regidao 5 de CC-dinucleotideos. Os
residuos do sitio ativo de RuvC e RusA envolvidos na clivagem da ligacédo
fosfodiéster do fosfato do DNA sdo mostrados nos anexos (Figuras S1). A clivagem
da sequéncia de DNA envolve um ataque nucleofilico de uma molécula de agua e os
residuos Lys107 em RuvC e Lys76 em RusA podem estabilizar um estado de
transicdo negativo gerado durante a hidrolise da ligacdo do fosfato (Rafferty et al.,
2003). A convergéncia dos residuos do sitio ativo nos analogos RuvC e RusA
(Figuras S1) e os dados da literatura indicam que os mecanismos de transformacao

guimica destes analogos sao similares.

69



4.4.3 Andlise dos dados e literatura

Em vérios organismos, a replicacdo seguida por recombinacdo homoéloga € o
principal processo bioldgico responsavel por gerar a diversidade genética. Durante
este processo 0 genoma é remodelado através da mistura de genes entre 0s
cromossomos homologos e também ocorre a reparacdo de moléculas de DNA
danificadas por agentes externos tais como radiacdo e produtos quimicos (West,
1997) A recombinacdo homologa envolve a interagcdo e pareamento entre dois
segmentos de DNA idénticos ou similares um a outro, cada fita de DNA parental fica
pareada a fita homdéloga do DNA parental oposto, em seguida o DNA ¢é clivado e
ocorre a troca de fitas de DNA entre as sequéncias homadlogas através da formacao
de um intermediario heteroduplex e finalmente ocorre a separacdo das fitas
recombinadas. Este mecanismo de recombinacdo genética que envolve a formacao
de uma estrutura heteroduplex foi proposto por Robin Holliday em 1964 e
denominado crossover, mas agora a estrutura formada é mais conhecida como
juncao de Holliday (Watson, & Ho, 2003)

Durante a recombinacéo em E. coli K12 a proteina RecA catalisa a reacao de
troca de fitas entre as sequéncias homologas de DNA e depois o tetramero RuvA se
liga especificamente na juncdo de Holliday e guia a ligacdo da proteina RuvB
formando um complexo RuvAB; em seguida, RuvC também se liga formando o
complexo RuvABC, a enzima RuvB é uma ATPase que atua como um motor
molecular que possibilita a migragdo do complexo RuvAB na fita de DNA (Bradley et
al., 2011), RuvC atua na resolucdo da juncdo através de uma clivagem

endonucleotidica dependente de metal (Shinagawa & Iwasaki, 1996)

Os genes ruvA e ruvB constituem um Unico operon que é regulado
negativamente pelo repressor LexA (produto de lexA) (Lloyd, 1991); a expressao
deste operon é induzida em resposta a danos causados no DNA (Benson et al.,
1998). O produto dos genes ruvA, ruvB e ruvC é necessario para a sobrevivéncia de
E. coli apos o tratamento com luz ultravioleta (Sharples et al.,1990). Os mutantes de
E. coli para os genes ruv exibem um fenotipo de aumento de sensibilidade para
radiacdo ionizante (UV), mitomicina C e em baixas doses de tratamentos com

compostos téxicos que danificam o DNA; estas bactérias exibem viabilidade
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reduzida e formam longos filamentos ndo septados (Otsuji, lyehara, & Hideshima,
1974).

As linhagens comensais e de laboratério estudadas neste trabalho possuem
apenas uma copia de rusA e ruvC com excecao da linhagem comensal E. coli 081
ED1la, que possui 5 cépias de rusA (Figura 13). Esta linhagem é especifica de
humanos, tendo sido isolada nas fezes de um individuo saudavel na Franca em
2000; aparentemente, a frequéncia desta cepa esta aumentando em seres humanos
(Clermont et al., 2008). A aquisicdo de genes de viruléncia por meio de transferéncia
génica horizontal durante a evolugdo de microorganismos pode alterar seu estilo de
vida, de uma forma comensal para patogénica. A linhagem 081 EDla esta
filogeneticamente mais relacionada com a linhagem Uropatogénica O6: K2: H1
CFTO073 (Touchon et al., 2009). Podemos especular que a perda de genes de
viruléncia pode ser um dos fatores associados a ndo patogenicidade da linhagem
081 ED1a.

A selecdo natural é um processo fundamental que afeta todas as populacfes
de organismos. Em casos simples, a selecdo positiva aumenta a frequéncia dos
alelos em uma populagdo com mutacdes que conferem uma habilidade individual
para sobreviver e reproduzir em um ambiente. Uma possivel evidéncia de selecéo
positiva € o aumento da frequéncia de um alelo em uma populacdo. Ja a selecdo
negativa remove os alelos ou mutacdes deletérias que diminuem o fitness (Lemey
et al., 2009). Em outras palavras, em uma determinada populacdo uma mutagao
benéfica é aquela que aumenta a fitness individual em relagdo ao tipo selvagem,
enquanto as mutacfes deletérias a reduzem (Lemey et al., 2009). Os dados aqui
obtidos sugerem que o gene rusA pode estar sendo selecionado através de selecéo
positiva e possivelmente o aumento do nimero de cépias deste gene em algumas

linhagens de E. coli esta relacionado ao aumento de fitness nestas linhagens.

A recombinacdo genética é uma potente forca que dirige a evolucédo de
patdgenos microbianos e facilita a aquisicdo de resisténcia a antibidticos,
determinantes antigénicos e fatores de viruléncia, que resultam em alteracdo da
patogenicidade (Loughlin et al., 2003). As enzimas RusA e RuvC sdo chaves no
processo de recombinacgédo e reparo de DNA e atuam na resolugcédo da juncao de

Holliday formada durante a recombinacdo genética e reparo de DNA (Mahdi 1996, ,
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Yamada et al.,, 2004). O aumento do numero de coOpias de rusA pode estar
relacionado ao aumento da producdo de variantes antigénicas e ao aumento da
variabilidade genética; consequentemente, tais mecanismos podem resultar em
bactérias com uma maior viruléncia ou com inova¢des em mecanismos de evasao

da resposta imune do hospedeiro.

O gene rusA em E. coli K12 esté localizado no fago defectivo DLP12, que é
provavelmente derivado de um fago relacionado ao fago 82 e PA-2. O gene rusA é
pobremente expresso, mas pode ser ativado pela insercdo de sequéncias 1S2 ou
IS10 upstream a sequéncia promotora da transcricdo; tais inser¢cdes surgem
espontaneamente em linhagens de E. coli como supressoras do fenétipo dos
mutantes ruv (Mahdi et al., 1996). A mutacéo rus-1 (localizada na posi¢ao entre 580-
590 pb, upstream ao gene ompT) também ativa e suprime o defeito na
recombinacdo em mutantes ruvAB ou ruvABC (Mandal et al., 1993, Mahdi et al.,
1996).

Adicionalmente, uma selecéo de linhagens de E. coli mutantes para o gene
ruvA identificou insercbes de transposases (Tnl1000) upstream ao gene rusA que
suprimem o fenétipo deste mutante (Mahdi et al., 1996). As Tnl000 s&o
transposases conhecidas por carregarem sinais que podem ativar a transcricdo de
genes adjacentes (Tsai et al., 1987). A expressao de varias copias do gene rusA em
plasmideos suprime o fenétipo de sensibilidade a radiacdo ultra-violeta (UV) nestes
mutantes, tornando tais bactérias resistentes aos efeitos deletérios da radiacdo, e
também resolvendo os problemas na recombinacéo (Mahdi et al., 1996).

Como dito anteriormente, RusA ¢é uma endonuclease que cliva
especificamente as juncdes de Holliday (Sharples et al.,, 1994), tal estrutura é
formada pela acdo da enzima RecA (Robu et al., 2001). A reacao catalitica de
clivagem mediada por RusA em células irradiadas com UV requer a presenca de
RecG, uma enzima que catalisa a migracdo do complexo RuvABC. Algumas
linhagens de E. coli ainda sobrevivem quando desprovidas de RecG e RuvABC
devido a atividade funcional de RusA em um processo que é dependente apenas da
enzima RecA (Bolt & Lloyd, 2002).

A tranposase 1S629 € muito prevalente no genoma de E. coli 0157: H7 (Rump

et al.,, 2011) e pode possivelmente se replicar através de um mecanismo de
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copy/paste (Duval-Valentin et al., 2004); esta linhagem possui uma alta taxa de
transposicdo de sequéncias (Kusumoto et al., 2004). Sabe-se que 0s rearranjos
relacionados as sequéncias de inser¢cao podem alterar significantemente a viruléncia
e outros fendtipos em E. coli (Ooka et al., 2009). Ndés sugerimos que a presenca de
1S629 (I6cus: ¢1553) upstream ao promotor de rusA na linhagem O6: K2:H1 CFT073
e em outras linhagens pode possivelmente ativar a expressao de rusA nos genomas
destas bactérias, pois € um fato conhecido que a integracdo de elementos moveis
podem modificar a expressao génica em E. coli e outros organismos (Schnetz &
Rak, 1992, Mahillon & Chandler, 1998, Saier & Zhang, 2014).

Neste trabalho, identificamos que algumas copias de rusA estdo localizadas
dentro de profagos, como por exemplo na linhagem O157: H7 EDL93. Nesta
linhagem, as diferentes copias de rusA estdo localizadas em um dos seguintes
profagos: CP-933M, CP-933N, CP-933X, CP-9330 (Figuras S2). Os dados sugerem
gue a amplificacédo de rusA nas linhagens patogénicas pode ter ocorrido por eventos
de integracdo de profagos nos genomas e possivelmente também por eventos de
transposicdo. Além disso, verificamos que algumas destas coOpias encontram-se
inseridas com diferentes sentidos de orientacédo ou polaridades no genoma (Figuras
S2). Isto sugere a ocorréncia de multiplos eventos de integracéo de rusA no genoma
de algumas linhagens de E. col..

O produto do gene lexA controla a expresséo de varios genes que controlam
a resposta SOS, esta proteina atua como um repressor transcricional através da
ligacdo especifica em sequéncias localizadas nos promotores dos genes regulados
por lexA (Ferndndez De Henestrosa et al., 2000). O repressor LexA também regula
sua proépria sintese (Little, Mount, & Yanisch-Perron, 1981). Quando a molécula de
DNA é danificada, a proteina RecA se liga a uma fita de DNA simples para formar
um filamento (Cox, 2007, Chen, et al., 2008) este filamento interage com o dimero
LexA para ativar sua autoclivagem por um mecanismo alostérico, causando a
dissociacao de LexA de seu DNA alvo com a ativacao do regulon SOS para o reparo
do DNA danificado (Kuhner et al.,, 2004, Giese et al., 2008). A flexibilidade
conformacional de LexA é o elemento chave para estabelecer uma resposta SOS
coordenada (Butala et al., 2011). A proteina LexA possui um dominio N-terminal
envolvido na ligacdo ao DNA via uma regido de alfa-hélice-volta-alfa-hélice e um

dominio C-terminal envolvido na dimerizagdo e clivagem autocatalitica (Luo et al.,
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2001). A resposta SOS é essencial para a manutencdo do genoma, modula a
resposta de resisténcia a antibioticos e controla a tolerancia a multidrogas em sub-

populacées de células persistentes (Butala et al., 2011).

A presenca do gene lexA upstream e em um mesmo operon (informacao do
banco de dados EcoCyc) juntamente com o gene rusA dentro de profagos em
algumas linhagens de E. coli (Figuras S2) sugerem que estes genes S&o co-
transcritos e que possivelmente a expressdo do gene rusA nestas linhagens pode

ser regulada pelo repressor LexA.

A partir desta evidéncia, sugerimos um circuito adicional e alternativo na
resposta de reparo a danos causados no DNA, onde este circuito é possivelmente
ativado pela proteina RecA. Neste suposto modelo de ativacdo, RecA se liga ao
DNA danificado clivando LexA de seu operador proximo ao operon, isto ativa a
expressdo génica de lexA, incluindo o gene rusA que € o0 gene mais proximo
downstream ao gene lexA. Se a expressdo génica e a regulacdo génica deste
circuito adicional forem confirmadas através de estudos experimentais, isto pode ter
implicacdes nos estudos de resisténcia microbiana em E. coli, pois as linhagens que
possuirem lexA e rusA em um mesmo operon podem apresentar vantagens
adaptativas na resposta de reparo, recombinacdo do DNA e na producdo de
variantes genéticas de E. coli, o que pode levar a modificacbes nos padrées de

resisténcia a antibidticos e mecanismos de patogenicidade.

Os estudos de fitness relativos aos mutantes rusA e ruvC envolveram mais de
300 compostos (http://ecoliwiki.net/tools/chemgen/). Entre esses compostos, 0s que
tiveram maior efeito na taxa de crescimento foram a dibucaina, o composto Chir-090
e a vancomicina. A dibucaina tem propriedades detergentes e atua na membrana
plasmética, aumentando a fluidez na membrana e também afetando a forca proton
motriz mediada pelo gradiente de prétons no envelope celular, o que resulta na
diminuicdo da concentracdo celular de ATP (Andersen, Holland, & Jacq, 2006). Esta
substancia é utilizada em laboratério em um meétodo desenvolvido para retirar o
flagelo de bactérias (Withan et al., 1978). O composto Chir-090 inibe a biossintese
de lipopolissacarideos (LPS), o maior componente da membrana externa de
bactérias (Bodewits, Raetz, Govan, & Campopiano, 2010), esta substancia é o mais

potente inibidor da enzima N-acetilglicosaminadeacetilase, uma enzima essencial
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para a biossintese de lipidios em bactérias Gram-negativas (Barb et al., 2007). A
vancomicina € um antibiético que atua na inibicdo da sintese da parede celular em
bactérias Gram-positivas. Escherichia coli e outras espécies de bactérias Gram-
negativas possuem uma resisténcia inata a este antibidtico, porque a membrana
externa destas bactérias funciona como uma barreira intrinseca a vancomicina
(Chen et al., 2011).

Os altos valores de correlacdo entre rusA e ylcG, asmA e IpxC (todas
envolvidas em processos relativos a membrana plasmatica), juntamente com os
resultados individuais da dibucaina, do composto Chir-090 e da vancomicina (todos
compostos com efeitos severos na fitness e também envolvidos em processos
relativos a membrana plasmatica) nos leva a especular sobre uma possivel
participacdo de rusA em algum processo relativo a membrana plasmatica, mas isto

deve ser melhor investigado.

Na linhagem K12 o gene rusA (I6cus: Y75 p0535) esta localizado dentro do
profago DLP12 (defectivo). Além de rusA, os genes essD, rzpD e ybcS (codifica uma
lisozima anotada em E. coli K12 como o gene rrrD) também estdo localizados no
profago DLP12 e estédo envolvidos na formacéo de biofilmes,a delecéo destes genes
previne a formacdo dos mesmos e afetam a integridade da parede celular (Toba et
al., 2011a). Por isto, especulamos que rusA possa também estar envolvido na
formacdo de biofilmes em E. coli e na manutencado da integridade da parede celular.
Neste contexto, cabe ressaltar que ybcS (rrrD) também foi identificada como uma
NISE neste trabalho, e também encontram-se amplificadas no genoma de linhagens

de E. coli patogénicas (Figura 24 e Figuras S1)

Outro dado ainda ndo mencionado € que alguns estudos de mutante indicam
que rusA e ruvC sao essenciais para E. coli em crescimento anaerébico em meio de
cultivo minimo (Gerdes et al.,2003, Baba et al., 2006, Nichols et al., 2011), 0 mesmo

€ observado no banco de dados PEC (www.shigen.nig.ac.jp/ecoli/pec).

Mahdi e colaboradores (1996), demonstraram que RuvC e RusA néo
possuem similaridade entre suas sequéncias de aminoacidos. Posteriormente,
Aravind e colaboradores (2000) sugeriram que a enzima RusA evoluiu
independentemente de quaisquer outras resolvases. Em nosso trabalho

aprofundamos um pouco mais estes dados, mostrando os distintos enovelamentos
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adotados por RusA e RuvC além de identificarmos que estas sequéncias possuem
convergéncia de residuos no sitio ativo, o que indica que estas enzimas utilizam um
mesmo mecanismo de transformacao quimica (convergéncia mecanistica) (Figuras
S1).

4.5 Glicerol-3-fosfato1-O-aciltransferase (EC 2.3.1.15): plsX, plsB e plsY

Uma enzima pertencente a classe transferases, a glicerol-3-fosfato 1-O-
aciltransferase esta envolvida na biossintese de lipideos da membrana plasmatica e
possui trés formas analogas em todas as linhagens de E. coli estudadas neste
trabalho, ou seja, possui trés distintas formas estruturais que catalisam a sintese de
1-acil-sn-glicerol 3-fosfato (Tabela S2), todas as linhagens possuem apenas uma
forma estrutural enzimatica de cada enovelamento. A via metabdlica dos

glicerofosfolipideos é mostrada na Figura 15.
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Figura 15: Representacdo esquematica da via do metabolismo de glicerofosfolipideos obtida do
KEGG com a ferramenta KEGG Mapper. Os retangulos em vermelho representam as atividades
enziméticas presentes em E. coli K12 que foram mapeadas com o programa AnEnPi, e a atividade
enziméticas glicerol-3-fosphato 1-O-aciltransferase (EC 2.3.1.15, quadro vermelho) nas quais foram
identificados casos de analogia.

4.5.1 Rede de interacéo, contexto gendmico e essencialidade dos genes plsX,

plsB e plsY

Para a glicerol-3-fosfato aciltransferase identificamos as formas analogas
intragendémicas PIsB, PIsX e PIsY. Estas enzimas atuam na via metabdlica de
biossintese de lipidios catalisando a transferéncia de um grupo Acil-CoA para sn-
glicerol 3-fosfato. Através do banco de dados STRING obtivemos a rede de

interacdo de PIsB e observamos que esta enzima interage com proteinas do
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metabolismo de glicerol e com a proteina LexA (regulador global da resposta SOS),

entre diversas outras (Figura 16).

Figura 16. Rede de interacdo de PIsB. Os dados foram obtidos no banco de dados STRING
(STRING -db.org/). Resultado da representacdo da intensidade dos valores obtidos das medidas grau
de interacdo e betweenness através de andlises no programa Network analysis, implementado no
programaprograma Cytoscape (verséo 2.8). O tamanho dos n@s e a intensidade das cores na rede
representam os valores obtidos de grau de interacdo e betweenness, as cores mais intensas denotam
maiores valores. Os analogos plsX e plsY foram excluidos. A legenda completa com a descri¢cdo de
todos os genes encontra-se nos (FigurasS3).

O contexto gendmico dos analogos funcionais plsB, plsX, plsY obtidos com o
programa GeneContextToolll € mostrado na Figura 17. Através da predicdo do
contexto gendmico, identificamos que as sequéncias dos genes lexA, prsB e folB,
localizados upstream aos genes plsB, plsY e plsX, respectivamente, contém
riboswitches em seus RNA mensageiros (Figura 17). Através da analise da rede de
interacdo plsX (Figura 18), identificamos que a mesma interage com enzimas
envolvidas no metabolismo de lipidios e com proteinas envolvidas na sintese de

proteinas ou no metabolismo de acidos nucléicos.
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A: Contexto gendmico de plsB, plsX e plsY

(a) (o K 4O — T — (T e ——( e

B: Presenca de riboswitches em genes vizinhos aos anadlogos funcionais plsB, plsX e plsY

(@) wl TexA > “Riboswitches RLE: RLE0237.
3: AATTAAGGCAGGCATTTTAAACTGGGCGC (174 bp antes ATG)
2: GCCTTTTTCTTTGACTATAT (48 bp antes ATG)
(b) R 1: TTACAACGATAATATGCGCGCCC (24 bp antes de ATG).
=----¥'—9----.-ﬂ sk > C0OG1399: “Predicted metal-binding and possibly nucleic acid-binding protein”.

“Riboswitches™ RLE: RLE0189.
. 2 ACGCCGTCCCGTTTAATAAGGGTCGTTTT (194 bp antes ATG)
(c) m_‘r’-!ﬂI:} 1: ATACGCACATTCCGTCGGAAGTGGTATCCG (56 bp antes antes ATG).

COG1539: Dihydroneopterin aldolase.
Presenca de riboswitches em genes vizinhos a plsB, plsX e plsY. (a) lexA, (b) yceD, (c) folB.

Figura 17. A: Contexto genémico de plsB, plsX e plsY.em E. coli K12. (a) plsB, (b) plsX e (c) plsY B:
Presenca de riboswitches em genes vizinhos a plsB, plsX e plsY. (a) lexA, (b) yceD, (c) folB.
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Figura 18. Rede de interacdo de PIsX. Dados obtidos no banco de dados STRING (STRING -db.org/).
Resultado da representacdo da intensidade dos valores obtidos das medidas grau de interacdo e
betweeness através de andlises no programa Network analysis, implementado no programa
Cytoscape (versao 2.8). O tamanho dos nés e a intensidade das cores na rede representam os
valores obtidos de grau de interagdo e betweeness, as cores mais intensas denotam maiores valores.
A legenda completa com a descricdo de todos os genes encontra-se nos anexos (FigurasS3).

yiiaK

P

s

Figura 19. Rede de interacdo de PIsY. Dados obtidos no banco de dados STRING (STRING -db.org/).
Resultado da representacdo da intensidade dos valores obtidos das medidas grau de interacdo e
betweeness através de andlises no programa Network analysis, implementado no programa
Cytoscape (versao 2.8). O tamanho dos nés e a intensidade das cores na rede representam 0s
valores obtidos de grau de interacdo e betweeness, as cores mais intensas denotam maiores valores.
A legenda completa com a descricao de todos 0s genes encontra-se nos anexos (FigurasS3).
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4.5.2 Analise da taxa de sobrevivéncia de mutantes plsB, plsX e plsY quando

submetidas a diferentes estresses ou compostos quimicos

Para tentar elucidar o papel biolégico de plsX, obtivemos os dados de fithness
do mutante para este gene em E. coli BW25113 através do banco de dados PortEco
e analisamos a taxa de fitness durante o tratamento deste mutante com os

antibiéticos spectinomicina, eritromicina, trimetropim e sulfamethizole (Figura 20).

A Fitness no nocaute folA VS Inibidores da sintese B: Fitness no nocaute plsX VS Inibidor da sintese
de Tetrahidrofolato de proteinas

SULFAME THIZOLE -
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©w @
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C: Fitness no nocaute plsX VS Inibidor da sintese o Fitness no nocaute plsX VS indugéo do
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E: Fitness no nocaute plsX VS inibidores da
biossintesse de Tetrahidrofolato

Inibidores da sintese Tetrahidrofolato

Taxa de Fitness

Figura 20: A: Taxas de fithess dos mutantes pIsX, pIsY e folA para Escherichia coli BW25113 tratado
com inibidores da sintese de proteinas e indutor de estresse Paraquat. A: Taxas de fitness no
mutante folA com inibidores da sintese de tetrahidrofolato. B: Taxas de fitness no mutante plsX
tratado com spectinomicina. C: Taxas de fithess no mutante plsX com eritromicina. D: Taxas de
fithness no mutante plsX tratado com o agente indutor de estresse Paraquat. E: Taxas de fithess no
mutante plsX tratado com o inibidor da sintese de tetrahidrofolato. Dados obtidos do banco de dados
PortEco.
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4. 5.3 Andlise dos dados e literatura

O primeiro passo da via metabdlica dos glicerofosfolipideos é a sintese de sn-
glicerol 3-fosfato (G3P) proveniente de dihidroxiacetona fosfato, catalisada pela
enzima GpsA (Glicerol-3-fosfato dehidrogenase (NAD (P) (+)). No proximo passo da
via, a enzima PLSB (acil-ACP: sn-glicerol-3-fosfato 1-O-aciltransferase) liga o
primeiro acido graxo com G3P (glicerol 3-fosfato) para formar monoacil-G3P (acido
lisofosfatidico). Esta mesma reacdo pode ser catalisada pelos analogos funcionais
PlsX, PIsB e PIsY. A enzima PIsB € pobremente conservada fora do clado das Alfa e
Gama proteobactérias e micobactérias (Cronam et al., 2003). O proximo passo €&
realizado pela enzima PIsC (acil-ACP: 1-acil-sn-glicerol-3-fosfato 2-O-aciltransferase)
que catalisa a ligagdo do segundo acido-graxo para formar um intermediario de
acido fosfaditico que vai ser convertido em CDP-di-glicerideo (CDP-diacilglicerol)

pela enzima CDP-di-glicerideosintase.

A molécula de CDP-di-glicerideo pode seguir duas distintas rotas metabdlicas:
pode ser utilizada para a sintese de fosfatidiletanolamina, passo catalisado pela
enzima PssA, ou pode ser utilizada para a sintese de fosfatidil glicerol e cardiolipina
pela enzima PgsA (Cronan, 2003). As enzimas PssA e PgsA também sdo analogos
funcionais (Omelchenko et al., 2010), mas nao identificamos este caso de analogia
em nosso trabalho. Os analogos PssA e PgsA fornecem rotas alternativas para a
sintese de componentes da membrana plasmatica, sendo um claro exemplo de que
0s analogos intragendmicos podem ser utilizados como rotas alternativa em uma via

metabdlica.

Os estudos de mutantes (Gerdes et al. 2003, Baba et al., 2006, Nichols et al.,
2011) e dados obtidos do banco de dados PEC indicam que plsB é essencial para a
sobrevivéncia de E. coli. A enzima PIsB é localizada na membrana interna e
integrada na membrana, PIsY é localizada integrada na membrana plasmatica e

PlsX é localizada no citoplasma (Tabela S8).

De acordo com a literatura, a enzima PIsB interage com a multi-subunidade
glpABC (Ehrmann et al., 1987) e com ACP, YbgC e PssA formando um complexo na

membrana interna (Gully e Bouveret et al., 2006). A proteina GlpC é responsavel por
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ancorar as proteinas GIpA e GIpB na membrana (Cole et al., 1988). Estudos em E.
coli indicam que PgsA, analogo funcional de PssA é essencial para a sobrevivéncia
da mesma (TabelaS5), mas o analogo funcional PgsA nao é essencial. As enzimas
PlsB, GIpABC, GIpD e LexA estdo envolvidas na formagédo de células persistentes

gue tém como caracteristica a resisténcia a multidrogas (Spoering et al., 2006).

A superexpressdo de glpD resulta em um aumento na formacéo de células
persistentes, enquanto sua delecdo ndo diminui a persisténcia em fase exponencial,
mas elimina a maioria da persisténcia em fase estacionaria. Isto indica um
envolvimento do metabolismo de glicerol na formacdo de células persistentes
(Spoering et al., 2006). Popula¢cBes de bactérias sdo capazes de produzir células
dormentes que sédo resistentes para todos os antibiéticos atualmente em uso e a
populacdo de células persistentes, especialmente em biofilmes, protege as células
do sistema imune; em E. coli as células persistentes sdo formadas e aumentam
acentuadamente na fase estacionaria atingindo 1% de frequéncia na populacéo
(Spoering et al., 2006).

Com relacdo a funcdo das proteinas que interagem com PIsB, YciS é uma
proteina localizada na membrana interna com dois dominios transmembrana e com
uma regido C-terminal localizada no citoplasma (Daley et al., 2005); dados de Klein
e colaboradores (2014) sugerem que esta proteina coordena a montagem de
proteinas envolvida na sintese de LPS na membrana plasmatica e regula a
reciclagem de LpxC (N-acetilglicosaminadeacetilase) para assegurar o balanco da
biossintese de LPS e fosfolipidios; SurA é uma peptidil-prolil cis-transisomerase
(também identificada em nosso trabalho como uma NISE, TabelaS2) necessaria
para o correto enovelamento de proteinas acopladas na membrana extracelular,
sendo essencial para a formacéo de biofilmes (Niba et al., 2007) e a formacao de
células de persisténcia (Hansen et al., 2008); LptC € um componente do sistema de
transporte de lipopolissacarideos, essencial para o crescimento de E. coli (Baba et
al., 2006, Sperandeo et al., 2006); Tus é uma proteina que bloqueia a fungcédo da
helicase, impedindo o progresso da forquilha de replicacdo durante a duplicacdo do
DNA (Henderson et al., 2001) reprimindo a replicacdo (Hill et al., 1989); UspB
(universal stress protein B) € uma proteina de resposta a diferentes condi¢bes de
sobrevivéncia e estresses (Farewell et al., 1998); YbaJ € uma antitoxina altamente

induzida durante a formacao de biofilmes, que possivelmente forma um complexo
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com a toxina Hha para inibir a acdo desta proteina, a qual € responsavel pela
diminuicdo da formacéo de biofilmes e lise celular (Garcia-Contreras et al., 2008);
MdoH (também denominada OpgH) é uma glicosiltransferase que catalisa a sintese
de oligossacarideos de membrana localizados no espaco periplasmatico (Weissbornl
et al., 1984).

Modelos matematicos sugerem que a interacdo conjunta de multiplos sistemas
toxina e antitoxina (TA) podem regular o fenétipo de células de persisténcia (Fasani
& Savageau, 2013). Interessantemente, todos os componentes da rede PIsB que
mapeamos estdo envolvidos na sintese e transporte de LPS, que sdo moléculas
envolvidas na formacao de biofilmes (Nakao et al., 2012) e na formacao de células
de persisténcia, reforcando o papel biolégico de PIsB e seus interatores na formacéo

de células de persisténcia e biofilmes.

Nossos dados estdo de acordo com a hipGtese sugerida por Spoering e
colaboradores (2006) sobre o envolvimento do metabolismo de glicerol na formacao
de células de persisténcia. Em condi¢des deletérias para E. coli, como por exemplo,
na presenca de antibidticos, a via de resposta de formacdo de células de
persisténcia € ativada promovendo a adaptacdo e resisténcia da bactéria. Modelos
matematicos também mostram que a persisténcia pode assegurar a sobrevivéncia e
adaptacao (fitness) em populacBes de bactérias que vivem em ambientes que

mudam frequentemente (Kussell et al., 2005).

A via de ativacdo de resposta SOS € uma via de sinalizacdo que regula o
reparo de DNA e esta envolvida na formacao de células persistentes; mutantes de E.
coli com deficiéncia em genes que participam da resposta SOS (como lexA, recA ou
recB) exibem niveis de persisténcia reduzida quando tratados com o antibidtico
ciprofloxacin, sugerindo um mecanismo ativo de formacgéo de células persistentes

mediado pela resposta SOS (Dorr et al., 2009).

Os riboswitches séo sequéncias regulatorias em RNAs mensageiros que séo
capazes de se ligar a metabdlitos ou ions de metais e regular a expressdao do mRNA
através da formacao de estruturas alternativas em resposta a estes ligantes (Nudler
e Mironov 2004; Tucker e Breaker 2005; Winkler 2005). Os riboswitches podem
detectar a presenca de uma variedade de ligantes tais como: ions de magnésio,

precursores de acidos nucléicos, cofatores enzimaticos e residuos de aminoacidos
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(Hammann e Westhof 2007). A presenca de riboswitches proximos a plsY e ao gene
folB também sugere uma possivel ligacdo ente a enzima glicerol-3-fosfato 1-O-

aciltransferase e o metabolismo de sintese de folato.

Nas espécies Streptococcus pneumoniae e Bacillus subtilis as enzimas PISY e
PlsX catalisam um passo para a formacéo de fosfolipideos (Yoshimura et al., 2007).
Em E. coli, a delecdo concomitante de plsY e plsX é letal (Larson et al., 1984).
Yoshimura e colaboradores (2007)(Yoshimura et al., 2007) propuseram que as
enzimas PISY e PIsX atuam no citoplasma regulando a concentracao intracelular de
acyl-AcP. O gene plsX esta localizado no genoma de E. coli upstream aos genes
fabH, fabD e fabG, tais genes codificam trés [(-cetoacil-ACP sintases, enzimas
envolvidas na biossintese de acidos graxos (Verwoert, et al., 1992).

Com relacdo ao papel biolégico de PIsX, os dados sugerem que esta enzima
participa de uma rede biolégica que atua na traducdo e sintese de proteinas. Com
relacdo a funcdo das proteinas que interagem com PIsX, a enzima DusB é
responsavel por sintetizar 5,6-di-hidrouridina que € uma base nitrogenada
modificada encontrada abundantemente em tRNAs (Bishop et al., 2002); TrmD é
uma enzima essencial para o crescimento de E. coli (Baba et al., 2006), ela catalisa
a adicdo de um grupo metil para G37 de certos tRNAs (Hjalmarsson et al., 1983);
RpsP € um dos componentes da subunidade 30S do ribossomo, é essencial para a
viabilidade (Person et al., 1995) e pode atuar como uma endonuclease dependente
de Mg?* (Oberto et al., 1996), podendo também se ligar a Zn?* (Katayama et al.,
2002); esta atividade de endonuclease em ribossomos foi descrita ha 60 anos por
Lehman e colaboradores (1962); RimM é um fator de montagem para a subunidade
30S do ribossomo estabilizando a estrutura do RNA ribossémico (Guo et al., 2013),
mutantes para esta proteina exibem uma lenta taxa de traducdo (Lovgren et al.,
2004); CmK (citidilatocinase) atua na refosforilacdo de CMP e dCMP (Bertrand et al.,
2002); YceD ainda ndo tem fungéo conhecida; RpsA (também denominada proteina
S1) é essencial para E. coli, € um componente da subunidade 30S do ribossomo:
durante a traducéo, S1 se liga a sequéncia lider do mRNA upstream a sequéncia
Shine-Delgarno (Komarova et al., 2002), € também necessaria para ligar o tRNA ao
ribossomo durante a traducdo (Bordeau e Felden, 2002); RpmF (também
denominada L32) € um componente da sub-unidade 50S, localizada préximo ao

centro da peptidiltransferase (Muralikrishna e Cooperman, et al., 1995); PyrH é uma
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enzima essencial envolvida na sintese de novo de pirimidinas (Serina et al., 1995);
NudB catalisa a remocéo hidrolitica de pirofosfato de dihidroneopterina trifosfato
para produzir dihidroneopterina fosfato, € uma enzima chave na via de biossintese
de folato: mutantes para este gene exibem uma reducdo marcante na biossintese de
folato (Gabelli et al., 2007); HfID atua na lise do bacteriéfago A (Kihara et al., 2001);
FstY é o receptor para a particula SRP, a qual atua na insercao de proteinas recém
traduzidas na membrana plasmatica interagindo com o transportador de
translocacdo SEC (Luiring et al., 1994); YbgF é um dos componentes do sistema
Tol-Pal que atua na manutencédo da integridade da membrana plasmatica permitindo
a formacdo de um complexo trans-envelope entre a membrana interna e externa
(Walburguer et al., 2002).

Os resultados de interacao da rede biologica de PIsX (Figura 18) sugerem uma
ligacdo entre a via de sintese de proteinas e a enzima PIsX que participa do
metabolismo de glicerol. Tal associacao foi proposta inicialmente por Podkowyrov e
Larson (1995) e nossos dados de predicdo computacional e andlise de mutantes de
E. coli dao suporte para uma rede de regulacdo coordenada entre PIsX e a sintese

de proteinas.

A rede de interacdo do analogo PIsY envolve algumas das proteinas
supracitadas e FolB (Figura 19) que € uma importante enzima da via de sintese de
folato usada como alvo antibacteriano. Esta enzima catalisa a clivagem de 7,8-di-
hidro-d-neopterina (DHNP) para formar 6-hidroximetil-7,8-dihidropterina (HP) e
glicolaldeido (Wang et al., 2007), catalisando a epimerizagéo reversivel da posi¢ao 3'
de di-hidroneopterina produzindo dihidromonapterina (HaulBmann et al., 1998), um

substrato para a enzima FolM (dihidrofolato redutase).

O metabdlito glicoaldeido pode induzir a ativacdo de membros do sistema
regulon SoxRS (familia de ativadores da transcricdo) que induzem a expressao das
enzimas fumarato hidratase C e nitroredutase A; esta inducdo € dependente da
auto-oxidacéo de gliceraldeido através de superoxidos (O2-). Este sistema (SoxRS)
induz uma resposta ao estresse que protege a célula contra o estresse oxidativo
causado por superoxidos (O2-) e gas de 6xido nitrico dissolvido (Benove Fridovich et
al., 2002). A enzima nitroreductase A é induzida em E. coli na presenca de Paraquat

de forma dependente de soxR (Liochev et al., 1999).
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Os genes rpmF, plsX, fabH, fabD e fabG s&o co-transcritos e organizados em
um operon e regulados por um promotor upstream ao gene rpmF, sugerindo que isto
pode representar um papel na regulacdo coordenada da sintese de ribossomos e
membrana celulares (Podkowyrov e Larson et al., 1995). Upstream ao gene fabH
existe um segundo promotor que regula a expressdo dos genes fabH, fabD e fabG,
localizado dentro da sequéncia plsX. Isto indica que estes dois promotores podem
responder a diferentes estimulos (Podkowyrov e Larson et al., 1996). De acordo com
Zhang e Cronan (1998), 60% da transcricdo do gene plsX inicia-se no promotor
localizado upstream ao gene rpmF, mas plsX tém seu proprio promotor que é

suficiente para o crescimento normal de E. coli.

A spectinomicina atua na inibicdo da sintese de proteinas através de sua
ligacdo na hélice 34 do RNA na cabeca do dominio da subunidade 30S do
ribossomo, o que resulta em uma mudanca na conformacdo desta subunidade; isto
inibe a translocacédo do tRNA e do mRNA sobre o ribossomo (Borovinskaya et al.,
2007). A eritromicina se liga na sub-unidade 50S e inibe a liberacdo do tRNA no sitio
doador do ribossomo, consequentemente inibindo a translocacdo (Tanaka et al.,
1973).

O metabdlito tetrahidrofolato é sintetizado pelos analogos funcionais FolA e
FolM e é um precursor da biossintese de aminodcidos, purinas e pirimidinas que
serdo utilizados para a sintese de proteinas. Células de E. coli tratadas com
inibidores da sintese de tetrahidrofolato mediada por FolA utilizam como rota de
catalise alternativa a enzima FolM. Por isto, a linhagem deficiente para folA ainda
apresenta uma taxa de fithess positiva (Figura 20A). Mas, interessantemente,
observamos que o mutante plsX tratado com inibidores da sintese de folato
apresentaram uma taxa de fitness negativa (Figura 20). Em nossa rede de interacéo
observamos que plsX interage com nudB (dihidroneopterina trifosfatopirofosfatase);
esta enzima catalisa a sintese de di-hidroneopterina fosfato, passo anterior a etapa
mediada peladihidrofolato redutase. Portanto, os dados sugerem um papel adicional
de plsX na regulacdo da via metabolica de biossintese de tetrahidrofolato e sintese
de proteinas.

Outro fato que concerne o papel biolégico de plsX é que o mutante para este

gene apresenta uma taxa de fitness negativa quando tratado com Paraquat (Figura
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20D). NOs sugerimos que plsX também participa da resposta SOS, assim como seu
analogo funcional plsB., que € essencial e aparentemente esta ligado & producéo de

biofilmes).

Em resumo, os dados indicam uma possivel participacdo de plsX na sintese de
proteinas, de plsY no metabolismo de tetrahidrofolato e de plsB na formacédo de
biofilmes, evidenciando distintos papéis biolégicos destas proteinas. Adicionalmente,
a essencialidade de plsB, juntamente com seu possivel papel na formacédo de

biofilmes, torna necessaria uma maior investigacdo sobre este gene.
4.6 5'-nucleotidase (EC 3.1.3.5): SurE, UshA, YfbR, YjjG

4.6.1 Numero de cépias de surE, ushA, yfbR e yjjG

Nossas andlises mostram que a atividade enzimatica 5'-nucleotidase possui 4
distintas formas enziméticas em E. coli K12: SurE, UshA, YfbR e YjjG. Em algumas
linhagens patogénicas de E. coli, observamos um maior nimero de cOpias de ushA
(Figura 21).
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5'-nucleotidase (EC 3.1.3.5)
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ATCC 8739 (laboratdrio)

K-12 W3110 (laboratdrio)
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BREL606 (laboratdrio)
BL21-Gold(DE3) pLysS AG (laboratério)
K-12 DH10B (laboratério)
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o
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Figura 21: Numero de coOpias de surE, ushA, yfbR e yjjG nas 33 linhagens estudadas. EHEC,
Enterohemorragica, EPEC: Enteropatogénica, EXPEC: Extraintestinal, UPEC: Uropatogénica, APEC:
patogénica de aves.
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As enzimas 5'-nucleotidases catalisam a hidrolise ou transferéncia de um
fosfato esterificado para a posicdo 5' de nucleosideos mono-fosfato e sdo as
responsaveis pela regulacdo dos niveis de nucleosideos e nucleotideos na célula;
elas estdo diretamente envolvidas nas vias de biossintese de purinas e pirimidinas
(Bogan, 2010).

Os nucleosideos e nucleotideos séo os blocos construtores essenciais para a
sintese de DNA e RNA, e consequentemente essenciais para a existéncia da vida.
A manutencdo apropriada da razdo de nucleotideos é critica para a manutencéo e
acuracia no reparo e replicacdo de DNA (Bogan, 2010). Neste contexto, a origem
independente de quatro distintas formas de 5'-nucleotidase e a manutencdo destas
enzimas no genoma de E. coli durante sua evolucéo reflete a importancia desta
atividade enzimatica para a manutengcdo do metabolismo de nucleotideos e

perpetuacdo da espécie bacteriana.

s

Em Xylella fastidiosa a 5’-nucleotidase € altamente expressa durante a
formacdo de biofilmes (Santos et al., 2013). Esta atividade foi associada com
patogenicidade em Staphylococcus aureus (Thammavongsa et al., 2009), Bacillus
anthracis, Streptococcus sanguinis (Fan et al., 2012) e Haemophilus influenza
(Zagursky et al., 2000)

Em Staphylococcus aureus, durante a infec¢do de células sanguineas, o
aumento da expressdo da proteina de superficie AdsA (também uma 5'-
nucleotidase) é responsavel pelo aumento de adenosina extracelular, um potente
imunosupressor (Kim et al., 2011). Observamos (dados ndo mostrados) que as 5'-
nucleotidases AdsA (S4X8DO0) e NucA (Q9X6T9, Haemophilus influenza) estéao
classificadas dentro das mesmas superfamilias no banco de dados SCOP, ou seja,
tais proteinas sdo ortdlogas. Nossos dados sugerem que a presenca de coépias
adicionais de ushA em linhagens patogénicas de E. coli pode estar relacionada com

mecanismos de patogenicidade ou supressao da resposta imune do hospedeiro.

O anélogo SurE é codificado por um operon que é regulado durante a fase
estacionaria pelo fator sigma e tém o papel de aumentar a viabilidade da bactéria
durante condicbes de estresse (Pappachan, Savithri, & Murthy, 2008a). Portanto,
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analogos para a atividade 5’-nucleotidase também possuem distintos papeis

biolégicos.

4.6.2 Comparacgéo estrutural e modelagem comparativa

Como dito anteriormente, a 5'-nucleotidase (EC 3.1.3.5) possui 4 distintas
formas enzimaticas em E. coli, codificadas pelos genes surE, ushA, yfbR e yjjG. Isto
proporciona uma oportunidade impar de examinarmos a evolucdo, em termos
estruturais, dos sitios ativos desta enzima, uma vez que sabemos que suas

estruturas terciarias sao distintas.

A enzima YjjG é um membro da superfamilia haloacidodehalogenase (HAD)-
likehidrolase; a maioria destas proteinas ndo tém funcdo conhecida. Entre as
funcbes conhecidas destacam-se as atividades de haloacido dehalogenase,
fosfonohidrolase, fosfatase, fosfoglucomutase ou ATPase (Proudfoot et al., 2004).
Algumas destas proteinas catalisam a defosforilagdo de pequenas moléculas
(fosfoserinas ou fosfoglicolato) ou fatores de transcricdo (Proudfoot et al., 2004). A
enzima YjjG de E. coli é uma proteina dependente de Mn*? que atua na
defosforilagdo de dUMP, dTMP e UMP. Os resultados de predicdo de estrutura
secundaria indicam que Yjj possui 9-12 regides de a-hélices e seis regides de folhas-
B (dados ndao mostrados); sua estrutura global foi classificada no banco de dados
SUPERFAMILY com o enovelamento “HAD-like” [56783] e Superfamilia “HAD-like”
[56784] (Tabela S2).

Os membros desta superfamilia catalisam uma reacdo de substituicdo
nucleofilica no fésforo ou centros de carbonos, usando um residuo de acido
aspartico, o qual atua como nucleofilo e cliva ligacdes covalentes de substratos
fosforilados (Jeremy, 2001, Collet et al., 1998). Na proteina homdloga
fosfonoacetaldeido hidrolase de Bacillus cereus, a plataforma do sitio ativo é
formada por 4 segmentos de peptideos que fazem parte do dominio central, estas
alcas possuem sequéncias conservadas que geralmente sdo usadas para identificar
os representantes da familia HAD (G. Zhang et al., 2004). Cada uma destas alcas

contribui para um ou mais grupos cataliticos. A primeira algca posiciona o nucleofilo
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ASP que é usado para mediar a transferéncia do grupo fosforil. A segunda alca
posiciona um doador da ligacdo de hidrogénio (Thr ou Ser) para possibilitar a ligacdo
ao substrato (como UMP, dUMP e dTMP). A terceira al¢a contribui com um residuo
positivamente carregado (Arg ou Lys) para orientar o eletrofilo ou nucledfilo (G.
Zhang et al., 2004)

Neste trabalho, nés obtivemos o modelo tridimensional da proteina YjjG de
E. coli através de modelagem comparativa com a proteina YfnB de Bacillus subtilis
subsp. subtilis str. 168 e identificamos os provaveis residuos do sitio ativo (Figura
22). Verificamos que YjjG possui os mesmos residuos (Asp e Thr) envolvidos na
catalise encontrados em outras fosfotransferases (como na fosfoglicomutase,
fosfoserina fosfatase e P-typeATPase), assim como membros da familia acido 2-

haloalcandico dehalogenase (HAD).

Através do alinhamento com a sequéncia Fosfonoacetaldeido (PDB: 1FEZ) de
Bacillus cereus e informagfes do UNIPROTKB n@s identificamos o residuo do sitio
ativo (http://www.uniprot.org/uniprot/POA8Y1). De acordo com estas informacdes, o
Asp9 coordena o Mg?* e serve de catdlise nucleofilica, outros residuos que
participam deste processo sado Asp9, Thrl6, Aspl76, Aspl81, Lys150 (numeracao
em E. coli). O residuo Asp9 é mostrado na Figura 22.
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Figura 22: Modelo 3D de SurE, UshA, YfbR e YijjG. (A) Modelo obtido para a estrutura monomérica de
YjiG e o residuo Asp9 coordena o Mg?* e serve para a catalise nucleofilica. B) O modelo obtido do
homotetramero SurE, e alguns residuos do sitio ativo, descritos por Pappachan, et al., 2008. C) O
homotetramero UshA (P07024) e a regido onde esta localizada a diade catalitica (Asp120 e His117).
D) O homotetramero yfbR (P76491) e a regido préxima aos residuos do sitio ativo Glu72 ou Asp77
(Zimmerman et al., 2008). A regido da figura amplificada mostra detalhes do sitio ativo em uma
distancia de 5 A (angstrom) do ligante, figuras foram geradas com o programa MAESTRO. PDB [ID]:

3TY2 (molde para SurE), 1USH (UshA), YfbR (2PAQ), 3ED5 (molde para YjjG).
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A proteina 5'/3'-nucleotidase SurE € uma proteina multifuncional que possui
especificidade contra varios substratos, podendo defosforilar varios ribo- e
deoxiribonucleosideos 5'-monofosfatos e ribonucleosideos 3'-monofosfatos (3’-AMP,
5-dGMP, 5-GMP, 3’-CMP e 5-AMP) com alta afinidade para 3'-AMP; também
hidrolisa polifosfatos (atividade de exopolifosfatase) com a preferéncia de substratos
de cadeias de curto comprimento (Proudfoot et al., 2004). A familia SurE é um grupo
de proteinas conservadas encontrada em nas Eubacteria, nas Archaea e nos

Eucariotos.

Obtivemos o modelo 3D de SurE (Figura 22B) através de modelagem
comparativa com o molde SurkE de Coxiella burnetii e identificamos os residuos do
sitio ativo (Figura 22). Estes residuos os mesmos presentes na sequéncia homologa
SurE de S. typhimurium (Pappachan et al., 2008), estas proteinas possuem 91.7%

de identidade (dados ndo mostrados).

O sitio ativo de SurE de S. typhimurium é encontrado na interface dos dois
mondmeros € uma regido parcialmente acida devido a presenca dos residuos Asp8
e Asp9, o ion de Mg?* é coordenada por estes dois residuos (Pappachan et al.,
2008). A estrutura de SurE possui seis regides a-hélice e entre 11 a 13 regifes de
folhas-B preditas (dados n&o mostrados); sua estrutura global foi classificada no
banco de dados SCOP com o enovelamento SurE-like [64166] e superfamilia Surk-
like [64167].

Pappachan e colaboradores (2008) propuseram um mecanismo para SurE
de S. typhimurium baseado em um ataque nucleofilico similar ao encontrado em
TAO017, uma fosfoglicolato fosfatase membro da superfamilia HAD. Nesta
transformacao quimica mediada por SurE, possivelmente o residuo Asp8 esta
envolvido no atague nucleofilico, a interacdo do fosfato com Mn?* no carbono C2-
SurE (Asp8) pode ajudar a polarizar a ligagdo fosfato para ataque nucleofilico e o
metal (Mn?*) pode também orientar o nucledfilo Asp8, entdo, este pode atacar o
atomo de fosforo do monofosfato. O proximo passo requer uma molécula de agua
ativada para produzir um OH-, pelo qual ira hidrolisar intermediario Asp8 fosfato para

liberar o fosfato e regenerar a enzima ativa (Pappachan et al., 2008).

A forma analoga UshA é uma enzima multifuncional dependente de zinco.

Esta enzima possui os residuos de 1-25 que constituem uma sequéncia que sinaliza
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para exportacdo para o espaco periplasmatico, onde pode catalisar as seguintes
reagbes: (1) UDP-sugar + H20 = UMP + alfa-D-aldose 1-fosphate; (2) 5'-
ribonucleotideo + H20 = a ribonucleosideo + fosfato. Através de analises no banco
de dados SCOP classificamos UshA com o enovelamento “Metallo-
dependentphosphatases [56299]” e “5'-nucleotidase (syn. UDP-sugar hydrolase), C-

terminal domain [55815]".

As regides importantes para a catélise na estrutura de UshA sdo uma diade
catalitica de His117 e Aspl120 (Figura 22C), localizadas na regido N-terminal, e o
centro dimetal com seus residuos ligantes e agua potencialmente ligada, localizados
na interface entre os dois dominios (ligados por uma a-hélice de 19 residuos) (Knéfel
& Strater, 2001, Knofel & Strater, 1999). Os residuos Asp41l, His43, GIn254, Asp84
estdo ligados a primeira molécula de metal sdo e os residuos Asnl1l16, His217 e
His252 estdo ligados a segunda molécula de metal, e Arg375, Arg379, Arg419
contribuem para o potencial positivo distinto no sitio ativo, estabilizando um estado
de transicdo (Knofel e Strater, 2001, Knofel e Strater, 1999).

A enzima UshA catalisa a clivagem hidrolitica de 5'-mononucleotideos para
nucleosideos e fosfato. O mecanismo de transformacdo quimica proposto € um
ataque nucleofilico de duas moléculas de agua ou hidroxila ligadas ao &tomo de Zn?*
gque podem atacar o atomo eletrofilico de fésforo, mas véarias propostas de
mecanismos tém sido feitas a para hidrélise da ligacdo éster-fosfato mediado por
Ser/ThrPP se fosfatases acidas (PAPs) (Knofel e Strater, 1999).

A forma analoga YfbR (Figura 22D) € uma 5'-nuclecotidase que pertence a
superfamilia “dominio HD”; esta enzima é especifica para 2'-deoxiribonucleotideo-5'-
monofosfatos (ANMPs). A estrutura de YfbR foi classificada no banco de dados
SCOP com o enovelamento “HD-domain/PDEase-like [109603]” e Superfamilia “HD-
domain/PDEase-like [109604]”. O mecanismo de transformagédo quimica mediada
por Yfbr ainda ndo € conclusivo. Acredita-se que a enzima atue sobre o substrato
através de um mecanismo de substituicdo nucleofilica que envolve o residuo Glu72
ou Asp77, o qual pode doar um préton mediado por uma ligacdo com agua ou um
ataque nucleofilico de um ion hidroxila ligada ao metal que cliva a ligagédo
fosfodiéster do substrato liberando o fésforo; de outra forma, o atague nucleofilico

pode ser também mediado pelo oxigénio de Aspl37 ndo coordenado ao metal, 0
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qual pode formar um intermediario fosfoaspartil e no passo seguinte o fosfato pode
ser liberado por uma segunda reacéo de substituicio com uma molécula de agua ou
uma molécula de agua ligada a um residuo acidico (acido glutdmico e &acido
aspartico), mecanismo similar ao da proteina UshA (Zimmerman et al., 2008). Os
residuos importantes para atividade catalitica de YfbR sé&o Glu72 ou Asp77, Aspl37,
His33, His68, Asp69 e Aspl137 (residuos de ligacdo a Co?*), Argl8, Glu72 e Asp77
(Zimmerman et al., 2008).

Concluindo, nossas analises sugerem que, apesar de sua origem evolutiva
distinta, resultando em uma estrutura terciaria também distinta, houve ndo somente
convergéncia estrutural como também mecanistica entre as formas analogas SurE,
UshA, YfbR e YjjG.

4.7 Lisozima (EC 3.2.1.17): rrrD, yefX, chiA, endolisina

As lisozimas sdo enzimas que os peptideosglicanos da parede celular de
bactérias através da hidrolise de ligacbes glicosidicas B-1,4 entre os residuos do
carbono C-1 de N-acido N-acetiimuramico (MurNAc) e o carbono C-4 do N-
acetilglicosamina (Davis & Weiser, 2011). Para a atividade enzimatica lisozima
identificamos 4 distintas formas estruturais, RrrD, YefX ChiA e endolisina
(lisozima_1, 2, 3 e _4). O gene rrrD € encontrado em um maior nimero de copias

em algumas linhagens enterohemorragicas. (Figura 23).
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Lisozima (EC3.2.1.17)
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Figura 23: Numero de copias de rrrD (lisozima_1), yefX (lisozima_2), chiA (lisozima_3) e endolisina
(lisozima_4) nas 33 linhagens estudadas. EHEC: Enterohemorragica, EPEC: Enteropatogénica,

EXPEC: Estraintestinal, UPEC: Uropatogénica.

O gene rrrD (Lisozima_1) de E. coli K12 é uma endolisina codificada pelo
profago DLP12, que como visto acima desempenha um papel importante na
formacao de biofilmes (Toba et al., 2011b), pois foi verificado que a delecdo destes
profagos impede a formacédo de biofiimes (Wang et al., 2010). As lisozimas e holinas
presentes em bacteri6fagos atuam na lise da parede celular da bactéria infectada,
dissolvendo a parede celular rica em peptideoglicanos (Srividhya & Rishnaswamy,
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2007). A morte celular em bactérias € importante para formacao e desenvolvimento
de biofilme nas micro-colénias; apos a morte celular o DNA liberado participa na
adesdo e estabilidade do biofilme, a holina estd envolvida no controle deste
processo (Bayles, 2007), tal proteina também € codificada dentro do profago DLP12

(Krishnaswamy, 2012).

Foram identificados trés casos de analogia funcional no genoma de E. coli
K12: RrrD (primeira forma estrutural), YefX (segunda forma estrutural) e ChiA
(terceira forma estrutural), a quarta forma estrutural (anotada como endolisina) nao
foi encontrada nesta linhagem. Por outro lado, tal forma estrutural esta presente em
vérias linhagens patogénicas e apenas em algumas das linhagens ndo patogénicas
(Figura 23). A enzima ChiA esté presente em linhagens comensais, Extraintestinais
(EXPEC), Uropatogénica (UPEC) e APECO1 (Figura 23).

A proteina codificada por yefX estd anotada no UNIPROTKB como uma
proteina ndo caracterizada, mas no banco de dados CDD do NCBI este gene é
caracterizado por conter um dominio catalitico da familia glicosilhidrolase que é
similar para lisozimas CH-type (Chalaropsis-type) da familia GH25 de endolisinas.
Em fagos, as proteinas que degradam a parede celular sdo denominadas
genericamente de endolisinas (Young, 1992), alguns dos genes identificados estéo
anotados com este termo no NCBI (dados ndo mostrados). O gene chiA codifica
uma enzima bifuncional com atividade de lisozima e quitinase (EC 3.2.1.14)
(Francetic et al., 2000). Esta lisozima é secretada no meio estracelular (Francetic et
al, 2000)

Conforme mostrado na Figura 23, encontramos um aumento do numero de
copias da forma estrutural lisozima_1 (RrrD) em linhagens de E. coli patogénicas. A
linhagem O157: H7 Sakai (EHEC), por exemplo, possui 11 cépias de rrrD (Figura 24)

contidas em profagos no genoma.
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Figura 24: Contexto gendmico de lisozima_1 (rrrD) em E. coli O157:H7 Sakai (EHEC). Cada linha é
mostrado um I6cus no genoma (1-11) que codificam rrrD, cada cépia esta assinalada por um
retdngulo vermelho. A legenda completa, com a descricdo de todos 0s genes, encontra-se nos anexo
(Figuras S2).

Na linhagem K12, a super-expressao do gene rrrD (lisozima_1) resulta em lise
da célula (Srividhya & Rishnaswamy, 2007). O gene rrrD é codificado dentro do
profago DLP12, o mutante de E. coli para este gene ndo € capaz de sintetizar
biofilme e isto pode ser associado a um efeito indireto devido a alteragdes na parede
de peptideoglicano (Toba et al., 2011).
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Nés observamos que upstream ao gene rrrD estd o gene holin, também
associado a formacado de biofilmes (Srividhya & Rishnaswamy, 2007), esta proteina
atua como um relégio molecular em um processo que resulta em morte celular
programada em bactérias (Bayles, 2007, Wang et al., 2000). Este gene parece estar
associado com toxicidade em Clostridium difficile e participa do transporte de

proteinas toxicas como TcdA e TcdB (Tan, Wee, & Song, 2001)

A atividade de profagos em E. coli ttm sido diretamente associada com um
aumento da taxa de crescimento em varias condicbes. Recentemente, foi
demonstrado que a delecdo dos profagos CP4-6, DLP12, el4, rac, Qin, CP4-44,
CPS-53, CPZ-55 e CP4-57 resultaram em uma diminuicdo do crescimento de E. coli
durante o tratamento com os antibiéticos da classe quinolona: &cido oxolinico, acido
nalidico, segunda geracdo de enoxacina, iomfloxacina e ofloxacina (Wang et al.,

2010) e também aboliu completamente a formacéao de biofilmes.

Com base nesses dados, especulamos que 0 aumento no numero de cépias
de rrrD pode estar associado aos mecanismos de morte celular programada, que
resulta na formacédo de biofilmes. Como visto, tal fenotipo pode contribuir para um
aumento de fitness em diversas situacdes, inclusive processos relacionados a

patogenicidade.

4.8 Arginina decarboxilase (EC 4.1.1.19): SpeA e AdiA

Na transformacao quimica catalisada pelos analogos SpeA e Adia ocorre a
decarboxilacdo de uma molécula de arginina produzindo uma molécula de agmatina,
consumindo um préton no processo, a reacdo €é mostrada como: L-
arginine<=>agmatine + CO(2). As formas estruturais AdiA e SpeA estéo contidas em
apenas um numero de copias em todas as linhagens estudadas (Tabela S3), AdiA é
altamente expressa em pH acido (2,5) e esta enzima,juntamente com a proteina
AdiC, compde um sistema que protege a célula bacteriana durante condi¢cdes de pH
acido com valores extracelulares menores que 2,5; neste processo, AdiC transporta
agmatina para fora da célula em troca de arginina, prevenindo a acumulacdo de

protons no interior da célula (Andréll et al., 2009).
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A forma enzimatica SpeA participa na biossintese de poliaminas (putrescina,
espermidina e espermina); a hidrélise de arginina catalisada por agmatinase resulta
em putrescina e uréia (Buch & Boyle, 1985). As poliaminas estdo envolvidas em
varios processos celulares nas células vivas, tais como crescimento celular,
diferenciacéo, replicacdo e reparo de DNA, sintese e processamento de RNA,
metabolismo e sintese de proteinas (Forouhar et al., 2010). Na bactéria Yersinia
pestis 0s genes speA (arginina decarboxilase) e speC (ornitina decarboxilase) estao
envolvidos na formacédo de biofiimes (Patel et al., 2006); bactérias mutantes para
estes genes perdem a habilidade de produzir biofiimes in vitro. A atividade
enzimatica de SpeA € induzida na presenca de arginina em condi¢cdes de pH neutro
e meio minimo (Morris, & Morris, 1973). As enzimas SpeA e AdiA estdo localizados
em distintos compartimentos celulares e possuem distintos valores de pH 6timos
para sua atividade catalitica (Tabela 4), sendo portanto recrutadas e utilizadas em

distintas condic¢des fisiologicas.

Tabela 4: Pardmetros bioguimicos das enzimas analogas adiA e speA

Enzima Localizacéo pH
AdiA citoplasmatica [PMID:20472543] 5.2 [PMID: 4870599]
SpeA espacoperiplasmico [PMID: 2198270] 8.4 [PMID: 4571773]

Apesar de parcial, esta analise de adiAe speA evidencia um distinto papel
biolégico, onde especulamos sobre uma possivel participacdo de speA na formacgéo
de biofilmes, indicando que esta atividade também deve ser examinada em maiores

detalhes.
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5 DISCUSSAO

As NISEs sdo enzimas que catalisam a mesma transformacdo quimica
(func@o bioquimica) e que ndo compartilham um ancestral em comum, ou seja, sdo
enzimas com origens evolutivas independentes originadas por processos de
convergéncia evolutiva. Trabalhos anteriores objetivaram a identificacdo de casos de
analogia funcional em uma série de genomas (Galperin, et al 1998, Omelchenko et
al.; Galperin, et al., 2010). Neste trabalho, com o objetivo de analisar o significado
biol6gico da manutencdo de NISEs em um mesmo genoma, escolhemos identificar
NISEs intragendmicas em E. coli, por ser um dos organismos-modelo mais
estudados e pela ampla disponibilidade de informacdes em diferentes bancos de

dados biologicos.

Dentre os 33 casos de analogia identificados, através da compilacdo de
dados da literatura sobre estudos de mutantes em E. coli verificamos que 10
atividades enzimaticas possuem ao menos uma forma estrutural que é essencial em
condi¢cdes de meio minimo (Tabela S5), isto indica que este genes ndo apresentam
0 mesmo papel bioldgico, pois este termo é descrito para casos onde uma mutacao
ou defeito em um gene ira ter um pequeno efeito no fitness do organismo, pois tal

funcdo pode ser substituida por outro gene (Kanaoka et al., 2005).

O trabalho realizado Gerdes e colaboradores (Gerdes et al., 2003), mostraram
que PpiB e SlyD (Peptidil prolil isomerase, EC 2.1.2.2) sdo essenciais durante
condi¢cbes de crescimento em meio minimo, mas resultado similar ndo foi observado
em outros estudos (Tabela S5), estas enzimas apresentam distintos papeis
biolégicos, SlyD esta envolvida na inser¢cdo de Niz+ (Niquel) durante maturagéo das
hidrogenases (Zhang et al., 2005), forma um complexo com HypB e estabelece

comunicacéo entre hidrélise de GTP e liberagdo de Ni?* (Kaluarachchi et al., 2011).

A andlise do fendtipo de crescimento de mutantes em resposta a uma
pertubacdo (por exemplo, tratamentos quimicos) ou durante uma condi¢do
fisiologica tem sido uma maneira de indentificar genes com redundéncia funcional
(Cutler & Mccourt, 2005), pois na auséncia de um gene, sua funcdo pode ser

complementada por um gene com funcéo similar (Laeremans et al., 1997).
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A redundéncia funcional pode ser identificada pela comparacéao dos perfis de
expressao génica; utilizamos este parametro porque € um indicativo da resposta
transcricional e das redes de regulacdo envolvidas em determinado fendtipo
(Hughes et al., 2000).

Algumas NISEs quando mutanteadas possuem taxas negativas de fithess
enquanto seu analogo funcional possui uma taxa de fitness positiva, mas tal situacao
varia de acordo com as condi¢des de tratamentos no meio de cultivo (Tabela S4),
indicando que o sistema metabdlico € altamente flexivel. Quando tratado com
Paraquat, o mutante sodA apresenta uma taxa de fitness negativa (Tabela S4). Isto
indica que na auséncia de sodA a bactéria ndo consegue responder aos efeitos
deletérios de Paraquat, mesmo possuindo um analogo funcional para a mesma
atividade enzimatica. Gort e colaboradores mostraram que mutantes sodC néo
foram mais sensiveis a presenca de Paraquat do que a E. coli do tipo selvagem
(Gort et al., 2002). Portanto os conjuntos de dados compilados para sodC e sodA

mostram que estas enzimas ndo sao casos de redundancia funcional.

Além de sodA e sodC, os mutantes PurN e PurT (Fosforibosil glicinamida
formiltransferase, EC 2.1.2.2), PIdB e TesA (Lisofosfolipase, EC 3.1.1.5), PgpB e
PgpA (Fosfatidilglicerofosfatase, EC 3.1.3.27), AdiA e SpeA (Arginina decarboxilase,
EC 4.1.1.19), PpiA e SurA (Peptidil prolil isomerase, EC 2.1.2.2) possuem distintos
perfils de fithess durante o tratamento com compostos que causam danos ou
estresses na bactéria. Os dados de expressao indicam que tais NISEs possuem
distintos padrbes de expresséo e co-expressdo no genoma, isto sugere que o papel
destas enzimas é diferente e que para cada forma enzimatica existe uma via de
regulacdo transcricional especifica envolvida. Neste contexto, a identificacdo de

redes de transcricdo génica pode contribuir no aprofundamento deste trabalho.

Com relagédo a localizacdo de NISEs, algumas estdo alocadas em distintos
compartimentos (Tabela S8), e tal variavel pode influenciar no papel bioldgico destas
enzimas; por exemplo, SodA esta localizada no citoplasma e é altamente efetiva em
proteger as enzimas do citoplasma contra espécies reativas de oxigénio (Hopkin,
Papazian, & Steinmane, 1992); SodC, por outro lado, é localizada no periplasma de

bactérias gram-negativas e tem papel biolégico na protecdo contra as espécies
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reativas de oxigénio produzidas pelas células hospedeiras (Wilks et al., 1998,
Sansone et al., 2002, Pacello et al., 2008, McCrea et al., 2010).

As redes de interagdo permitem uma visdo holistica da interacdo de cada
proteina com outros respectivos componentes na célula, pois cada proteina pode
formar rede de associacdes formando um ou mais grupos funcionais. Analisamos a
classificacdo funcional das redes de interacdo das NISEs, e observamos que tais
enzimas podem formar diferentes grupos funcionais, como por exemplo, a rede
interacdo AdhP (Alcool desidrogenase, EC 1.1.1.1) foi classificada em 9 grupos
funcionais, enquanto AdHE foi classificada em 22 grupos funcionais (Figura S3); tal
comparagcdo pode fornecer uma evidéncia dos distintos papeis biolégicos
empregados por NISEs. Porém, para uma andlise mais acurada dos resultados

obtidos é necessaria uma revisao minuciosa da literatura.

Os estudos de pan-genoma tém como objetivo descrever todo o complemento
de genes de um organismo, variagdes no numero de cépias génicas, entretanto,
geralmente ndo sdo mensuradas. (Laing et al., 2010, Rasko et al., 2008). Dentre as
abordagens computacionais utilizadas neste trabalho, a analise do nimero de copias
das diferentes formas estruturais das atividades enziméticas analisadas possibilitou
a identificagdo de amplificagdo génica em algumas das NISEs. Interessantemente,
observamos uma possivel associa¢do entre o niumero de copias de algumas destas
formas com diversos mecanismos de patogenicidade em E. coli. Estas enzimas
participam em processos biolégicos impares, como por exemplo na resisténcia a
antibiéticos (folA: Di-hidrofolato redutase, EC 1.5.1.3), morte celular programada e
formacdo de biofilmes (rrrD: lisozima, EC 3.2.1.17), recombinacdo genética (rusA:
Crossover junction endodeoxiribonuclease, EC 3.1.22.4) e subversao da resposta
imune do hospedeiro (ushA: 5'-nucleotidase), detoxificacdo de espécies reativas de
oxigénio (sodC: Superoxido dismutase, EC 1.15.1.1).

Isto sugere que amplificagcbes no metabolismo central podem ter um papel
fundamental na adaptacdo e sobrevivéncia de E. coli em seus hospedeiros. De
forma geral, a maioria dos estudos tem associado estes processos biolégicos as
variacdes presentes no genoma acessorio, através da perda e aquisicdo de genes;

nés mostramos que estes processos também podem ser encontrados no genoma
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ndcleo através de amplificacdo génica, em alguns casos possivelmente devido a

integracao de profagos no genoma ou a eventos de transposicao.

Dentre as enzimas que identificamos no metabolismo central e genoma
nacleo, a amplificacdo de sodC ja havia sido descrita em E. coli O: 157, por D’Orazio
e colaboradores (D’Orazio et al., 2008) que propuseram que tal fendbmeno pode
estar associado a viruléncia, pois as duas cépias de sodC oriundas de profagos
possuem diferentes propriedades fisicas quimicas, tais como eficiéncia catalitica,
afinidade ao metal, resisténcia a protease e estabilidade, o que torna estas enzimas
mais adequadas para resistir as condicbes encontradas por estas bactérias nos
hospedeiros (D’Orazio et al., 2008).

A enzima FolA é uma enzima chave e essencial para o crescimento de E. coli
e tem sido largamente estudada como alvo para drogas. Recentes estudos
demonstraram que a amplificacéo artificial (em laboratério) deste gene através de
superexpressdo € um determinante para a resisténcia ao antibidtico trimetroprim
(Soo et al., 2011). Em nosso estudo observamos que linhagens 0O104: H4
causadoras de surtos endémicos contém uma coépia adicional deste gene, este
parece ser o primeiro trabalho que descreve amplificacdo de folA em isolados
naturais de E. coli. Entretanto, neste caso particular isso deve ser confirmado com
um numero maior de linhagens, pois esta amplificacéo foi verificada em apenas trés

linhagens muito proximas.

A amplificacdo génica € um processo que pode contribuir para uma rapida
adaptacdo pelo aumento simultaneo da expressdo de genes que estdo agrupados
no cromossomo. A amplificagdo génica tem sido detectada como um fendmeno
transitério em culturas de bactérias (Brochet et al., 2008). Foi observado inicialmente
que muitas amplificacées séo instaveis, e tipicamente desaparecem na auséncia de
selecdo apOs somente umas poucas geracdes de crescimento (Brochet et al., 2008);
mas quando sujeita a uma forte pressdo seletiva, esta amplificagcdo pode estar

presente em 100% das células em uma populacédo (Andersson & Hughes, 2009).

O Sistema SOS é um estado de alta atividade de reparo de DNA em células de
bactérias expostas a agentes mutagénicos; esta resposta tem uma forte ligacdo com
processos adaptativos e esta envolvida em diversos fendtipos significantes, tais

como a disseminagdo de fatores de viruléncia (Guerin et al., 2009), formacdo de
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biofilmes, células de persisténcia e resisténcia a drogas (Bernier et al., 2013). Em
um paciente hospitalizado, a emergéncia de um isolado de P. aeruginosa resistente
a antibidticos (cefalosporinas, ceftazimida) foi associada com a recombinag¢do de um
integron induzida pela resposta SOS (Hocquet et al., 2012).

Circuitos adicionais de resposta SOS regulados por LexA foram descritos
presentes em regifes upstream a integrons cromossdmicos e moéveis; a regulacdo
destas integrases € dependente da resposta SOS (Guerin et al., 2009). Noés
sugerimos que a amplificacdo de lexA-rusA (Figuras S2), localizadas dentro de
profagos no genoma de algumas linhagens patogénicas de E. coli pode fornecer um
circuito adicional de resposta ao sistema SOS, podendo ser um determinante de
resisténcia presente em linhagens enterohemorragicas, aumentando a taxa de

recombinacdo genética nestas bactérias patogénicas.

As linhagens EPEC n&o produzem toxinas e o modo pelo qual tais bactérias
causam diarréia ndo € conhecido, Crane e colaboradores (Crane et al., 2002),
propuseram gue, durante a infeccao por linhagens EPEC, a atividade 5’-nucleotidase
(ushA) da célula hospedeira ativa a liberacdo de ATP que funciona como um
mediador que causa a diarréia. Em nosso trabalho, verificamos uma amplificacéo do
namero de copias de ushA em linhagens patogénicas de E. coli, mostrando uma

possivel associacdo com a patogenicidade.

Conforme mostrado, ocorreu uma expansédo de lisozimas (RrgD) em
linhagens patogénicas de E. coli. A literatura indica um possivel papel bioldgico
desta forma estrutural com mecanismos de lise celular, formacdo de biofilme;

aderéncia celular e necrose da célula hospedeira (Horing, et al 2012)

Finalizando, as enzimas andélogas intragenémicas, apesar do seu pequeno
namero em relacdo ao total de enzimas em E. coli, parecem realmente
desempenhar papéis distintos, ndo sendo casos de redundancia funcional.
Interessantemente, varias parecem estar envolvidas com diversos mecanismos
relacionados a patogenicidade, de uma forma geral, mas poucos dados sobre essas
associacbes foram encontrados na literatura. Supomos que iSSO possa estar
relacionado ao fato da maioria dos estudos visando a identificacdo de genes
relacionados a patogenicidade procurar por genes especificos de linhagens

patogénicas ou virulentas (em outras palavras, presentes no genoma acessorio),
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relegando genes compartilhados (presentes no genoma nucleo) a um segundo
plano. A analise de caracteristicas simples, como o humero de copias de cada forma
estrutural no genoma, foi sugestiva de uma possivel associacdo entre essas
atividades enzimaticas, e mais particularmente de uma forma estrutural especifica,
com mecanismos de patogenicidade. Além disso, tentamos, com base nos dados
gerados e na analise da literatura, propor um modelo que explicasse o possivel

papel biolégico de algumas NISEs.
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6 CONCLUSOES

As enzimas andalogas intragendémicas nao representam casos de redundancia
funcional. A maioria dos dados obtidos aponta para um distinto papel biolégico para
cada forma estrutural alternativa das atividades enzimaticas encontradas neste

grupo de enzimas.

As enzimas analogas intragendmicas aparentam desempenhar importantes
fungbes no metabolismo de Escherichia coli, com a maioria das mesmas sendo

encontradas no genoma nucleo e/ou participando do seu metabolismo central.

Algumas NISE aparentam estar associadas com diversos mecanismos de
patogenicidade em E. coli. Algumas atividades enzimaticas apresentam uma
possivel ligacdo entre o niumero de coépias de uma de suas formas estruturais
particulares com algum destes mecanismos, como a formacdo de biofilmes,
detoxificacdo de drogas, morte celular programada e formacdo de células de

persisténcia.
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