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RESUMO

Tecnologias de sequenciamento de nova geracdo tém o potencial para decifrar a
diversidade gendbmica a um custo moderado. Corynebacterium pseudotuberculosis, é um
parasita intracelular facultativo, responsavel por causar enfermidades infecto-contagiosas de
carater crénico. A doenca se apresenta de diferentes formas, de acordo com o hospedeiro
acometido. Linhagens de C. pseudotuberculosis mostram alta adaptabilidade para diversos
nichos ecoldgicos e sdo capazes de crescer em algumas fontes de carbono, bem como
existem linhagens capazes de realizar a reducdo de nitrato. O objetivo deste trabalho é
analisar e propor a via de reducéo de nitrato de Corynebacterium pseudotuberculosis biovar
Equi e identificar as enzimas que constituem a cadeia de transporte de elétrons através de
analises in silico. Foram analisados 15 genomas completos de C. pseudotuberculosis, para
identificacdo in silico da cadeia respiratéria e da via de reducdo de nitrato. Genes
constituintes destas vias foram identificados. Validacdo experimental foi realizada por
fenotipagem e PCR. Com este trabalho inédito para a espécie pretende-se utilizar a
gendmica comparativa e validacdo experimental para tentar entender e caracterizar via
metabdlicas associadas a respiracdo ainda ndo conhecidas em C. pseudotuberculosis. Para
se adaptar a uma ampla variedade de condi¢cbes de crescimento e estresse ambiental, as
bactérias possuem sistemas respiratérios modulares que as permitem aperfeicoar a
producdo de energia em ambientes variaveis e que podem ser hostis. A composi¢cao do
sistema respiratorio € ajustada de acordo com condi¢des especificas em que se encontram,
por meio de uma complexa rede de regulacdo que as permitem sobreviver e prosperar em
um determinado ambiente, tais como compartimentos intracelulares fagossomais de
macréfagos humanos. Uma maior compreensdo do metabolismo respiratério de C.
pseudotuberculosis serd de grande importancia para o discernimento das interacfes

patégeno-hospedeiro e para o desenvolvimento de estratégias terapéuticas futuras.

Palavras-chave: Corynebacterium pseudotuberculosis, reducdo de nitrato, respiracéo,

adaptacao, gendmica comparativa.
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ABSTRACT

Technologies for sequencing new generation have the potential to decode the
genomic diversity at a moderate cost. Corynebacterium pseudotuberculosis is a facultative
intracellular parasite, responsible for causing chronic infect-contagious illnesses. The
disease presents itself in different ways, in accordance with the affected host. Lineages of C.
pseudotuberculosis show high adaptability to different ecological niches and are able to grow
in some carbon sources, besides the fact that some specific lineages are capable of
achieving the nitrate reduction. The objective of this study is to analyze and propose the
route of nitrite reduction of Corynebacterium pseudotuberculosis biovar Equi and to identify
the enzymes that constitute the electron transport chain, through analysis in silico. A total of
15 complete genomes of C. pseudotuberculosis were analyzed, in order to identify the
respiratory chain and the route of nitrate reduction in silico. Constituent genes of these routes
have been identified. Experimental validation was performed through phenotyping and PCR.
With this yet unpublished work for the species, comparative genomics and experimental
validation are intended to be used, in order to try to understand and characterize metabolic
routes associated with breathing still not known in C. pseudotuberculosis. To adapt to a wide
range of growing conditions and environmental stress, bacteria have modular respiratory
systems that allow them to improve energy production in variable environments, which can
be hostile. The respiratory system composition is adjusted according to specific conditions in
which they find themselves, by means of a complex network of regulation that allow them to
survive and thrive in a particular environment, such as fagossomics intracellular
compartments of human macrophages. A greater understanding of the respiratory
metabolism of C. pseudotuberculosis will be of great importance to perceive the interactions

between pathogen and host and for the development of therapeutic strategies in the future.

Key words: Corynebacterium pseudotuberculosis, reduction of nitrate, respiration,
adaptation, comparative genomics.



ESTRUTURA DA DISSERTACAO

Este manuscrito apresenta, em sua primeira secdo, uma revisdo de literatura
abordando trés assuntos principais: (i) Corynebacterium pseudotuberculosis, caracteristicas
da bactéria e da doenca causada; (i) propriedades bioquimicas do organismo,
determinantes de viruléncia e os dados gendmicos disponiveis utilizados para a identificacéo
dos genes envolvidos nas vias de reducdo de nitrato e da cadeia respiratéria de C.
pseudotuberculosis; (iii) a respiracdo por nitrato e sua associacdo com a viruléncia. Em
seguida, encontram-se 0s objetivos do trabalho e a metodologia utilizada para seu
desenvolvimento. A seguir, os resultados obtidos e a discussdo dos mesmos sé&o
apresentados em 2 partes: (i) analises in silico para identificacdo das vias de reducgdo de
nitrato e da cadeia respiratéria de C. pseudotuberculosis e (ii) andlises in vitro para
identificac@o da via respiratéria de reducdo de nitrato em C. pseudotuberculosis biovar Equi.
Por fim, as conclusbes e as perspectivas do presente trabalho serdo demonstradas,

seguindo-se as Referéncias Bibliograficas e Anexos.



1 INTRODUCAO

1.1. Corynebacterium pseudotuberculosis

A espécie Corynebacterium pseudotuberculosis € um dos representantes do filo
Actinobacteria. O género Corynebacterium, juntamente com outros géneros deste filo
(Mycobacterium, Nocardia e Rhodococcus) compde o grupo CMNR. Este é representado
por bactérias Gram positivas, com alto conteiddo G+C em seus genomas e que possuem
uma camada externa de acidos micdlicos na parede celular. Além disso, 0os organismos
deste grupo sdo de grande importancia médica, veterinaria e biotecnologica (Songer, 2005
Dorella et al., 2006a).

C. pseudotuberculosis, é parasita intracelular facultativo, responsavel por causar
enfermidades infecto-contagiosas de carater cronico. A doenca se apresenta de diferentes
formas, de acordo com o hospedeiro acometido, podendo ser: linfadenite caseosa (LC) em
caprinos e ovinos (Ayers, 1977; Brown et al.,, 1986; Doherr et al., 1998; Piontkowski &
Shivvers, 1998); linfangite ulcerativa em equinos, bovinos e bufalos (Baird et al., 2004; Baird
& Fontaine, 2007) e em humanos, a linfadenite subaguda e cronica (Peel et al., 1997; Selim,
2001; Songer et al.,, 1988). O conteudo dos abscessos € rico em material caseoso ou
purulento e contém células viaveis de C. pseudotuberculosis que podem infectar
diretamente outros animais, ou ainda permanecer viaveis no solo, 4gua e alimentos, por até
dois anos (Nairn & Robertson, 1974).

Este organismo possui dois biovares denominados Ovis e Equi, que sao
classicamente definidos pela capacidade de conversdo do nitrato para nitrito em provas
bioquimicas (Batey et al., 1986; Songer et al., 1988). As linhagens que infectam
principalmente equinos (biovar Equi) sdo redutoras de nitrato a nitrito e as linhagens que
infectam caprinos e ovinos (biovar Ovis) s&o nitrato-negativos (Batey, 1986a; Batey, 1986b;
Batey et al., 1986). Os bovinos podem ser infectados pelos dois biovares, com predominio
do biovar Equi. Dada a bordagem deste trabalho sobre a cadeia respiratéria da enzima

nitrato redutase, sera dado enfoque aos organismos pertencentes ao biovar Equi.



1.1.1. Linfangite Ulcerativa

Linfagite ulcerativa (LU) € uma doenca mundialmente distribuida, e afeta sobretudo
equinos, mas que pode atingir bovinos (Radostets et al., 2000). Ela €& considerada
moderadamente contagiosa e o indice de mortalidade é baixo.

Mais de um agente infeccioso ja foi registrado, sendo que C. pseudotuberculosis
biovar Equi € o mais comum, dito como causador da doenga classica (Singathia et al.,
2011). Outros microrganismos reportados como causadores da doenca sédo: C. pyogenes,
C. equi, Mannheimia haemolytica, Pseudomonas aeruginosa, Fusobacterium necrophorum e
Streptococcus spp. (Zavoshti et al., 2009).

A doenca é caracterizada pela infeccdo dos vasos linfaticos dos membros inferiores,
a partir de uma ferida na pele, e pelo desenvolvimento de abcessos ao longo do corpo
(Radostets et al., 2000). Abcessos no peito e pescoco de equinos também ja foram
relatados, assim como letargia, anorexia, Ulceras em diversas partes do corpo e perda de
peso (Singathia et al., 2011).

Doherr et al., (1998) realizaram estudos epidemioldgicos sobre doengas em equinos
causadas por C. pseudotuberculosis, e concluiram que a infec¢cédo ndo esta relacionada com
sexo ou acasalamento. Mas observaram que o ambiente, no qual os animais vivem, a
estacdo do ano e a idade exercem influéncia na contaminacdo pela bactéria. Segundo os
autores, logo ap6s o0 nascimento os animais estéo protegidos pelo sistema imune recebido
pela mée, e quando atingem um ano de vida, sua suscetibilidade a doenca aumenta, o que
permanece alta até os cinco anos de idade. ApGs este periodo, o risco diminui novamente.
Outra possivel explicacdo para a relacdo entre idade e suscetibilidade a doenca pode estar
vinculado a outros elementos, como a permanéncia dos animais em ambientes com um
baixo ou elevado fator de risco, ou seja, locais com higiene precéaria, com a presenca de
animais contaminados, ou mesmo, na presenca de possiveis vetores (Doherr et al., 1998).

Diferentes autores sugerem que vetores estejam envolvidos com a transmissdo de
doencas como a LU e PF, entre outras doencas causadas por C. pseudotuberculosis (Hall et
al., 2001; Selim, 2001; Spier et al., 2004). Segundo uma avaliacdo preliminar realizada por
Spier e colaboradores (2004) os padrdes sazonais de maior incidéncia de sintomas, como
abcessos, das enfermidades supracitadas coincidem com a presenca de PLD na mosca-do-
chifre (Haematobia irritans), na mosca dos estabulos (Stomoxys calcitrans) e na mosca

doméstica (Musca domestica), 0 que indica estes insetos como possiveis vetores. Os
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resultados obtidos pelos autores sugerem que a bactéria é adquirida pelas moscas através
do contato direto dessas com a secrecdo purulenta de abcessos dos equinos.

As moscas sdo possiveis vetores, mas ndo sdo consideradas reservatérios da
bactéria (Spier et al.,, 2004). Estudos revelaram que linhagens de C. pseudotuberculosis
biovar Equi sdo capazes de sobreviverem e multiplicarem em diferentes tipos de solo
(arenoso e rochoso), sob diferentes condicbes ambientais, o que insinua o papel do solo
como reservatorio (Spier et al., 2012).

Muitas pesquisas ja foram realizadas com o intuito de melhor compreender a doenga,
além do hospedeiro e o patégeno vinculados a ela, mas muito ainda precisa ser estudado
para entender estas e outras relacdes. Muitos desses estudos envolvem genes especificos,

conhecidos como fatores de viruléncia.

1.1.2. Propriedades bioquimicas

As reacdes bioquimicas de isolados de C. pseudotuberculosis variam
consideravelmente, principalmente quanto as suas habilidades de fermentacdo. Todas as
linhagens produzem &cido, mas ndo gas, a partir de muitas fontes de carbono, incluindo
glicose, manose, frutose, galactose, e sacarose (Merchant e Packer, 1967; Buxton e Fraser,
1977; Holt et al., 1994). A bactéria é fosfolipase D e catalase positiva, oxidase negativa e
beta-hemolitica (Buxton e Fraser, 1977; Anderson et al., 2004).

Nos primeiros estudos com C. pseudotuberculosis, Biberstein et al (1971)
identificaram dois bi6tipos baseados na diferengca da capacidade de produzir a enzima
nitrato-redutase, que permite a reducdo do nitrato para nitrito. Os organismos capazes de
reduzir nitrato (nitrato-positivo), foram isolados a partir de equinos e bovinos, enquanto que
0s gue ndo possuiam tal capacidade de reducdo de nitrato (nitrato-negativo) foram isolados
a partir de ovelhas, cabras e bovinos (Biberstein et al.,, 1971). Subsequentemente, a
caracterizacdo bioquimica e a andlise de restricio do DNA cromossomal de C.
pseudotuberculosis utilizando a técnica de polimosfismo de tamanho de fragmento de
restricdo (RFLP) demonstrou que a diferenca na capacidade de reduzir nitrato coincidia com
os diferentes padrBes de restricdo, e o termos “biovar Equi” (linhagem nitrato-positivo) e
“biovar Ovis” (linhagem nitrato-negativo), foram propostos (Songer et al., 1988).
Posteriormente, outros estudos foram realizados e confirmaram a existéncia desses dois
biovares através de analises RFLP do 16S-rDNA (Vaneechoutte et al., 1995; Sutherland et
al., 1996; Costa et al., 1998) e por eletroforese em gel submetido a corrente em campo
pulsétil (PFGE; Pulse Field Gel Electrophoresis) (Connor et al., 2000). Riegel et al (1995)

através da técnica de hibridizacdo de acidos nucléicos, sugeriram que os biovares equi e



ovis de C. pseudotuberculosis ndo deveriam ser classificados como subespécies, devido a

sua grande similaridade gendmica.

1.1.3. Determinantes de viruléncia

Fatores de viruléncia estdo envolvidos nos processos de adesdo, invasao, adaptacao
e dispersdo do patégeno no hospedeiro. Os genes, que exercem estas fungbes, sao
induzidos durante a infeccdo, e 0 mecanismo que 0s ativam ou reprimem estdo muitas
vezes atrelados ao ambiente exposto ao patégeno (Schumann, 2007).

Patdgenos intracelulares sdo expostos a condi¢cdes extremas durante infeccdes, e
para sobreviverem necessitam de mecanismos que impe¢cam o seu reconhecimento pelo
sistema imune do hospedeiro, e a0 mesmo tempo permitam sua proliferacdo e permanéncia
no ambiente hostil. Caso o resultado desta interacao seja a sobrevivéncia do patdgeno, essa
evasdo por parte do microrganismo acaba por provocar a doenca no organismo infectado
(Jin et al., 2010; Raybourne and Bunning, 1994). De acordo com estes autores, apenas uma
pequena fragdo sobrevive nas fases iniciais da infeccdo, e essa corresponde aquelas
bactérias que demonstraram adaptacdes que permitiram a sobrevivéncia, por exemplo,
dentro dos macréfagos. Estes fazem parte do sistema fagocitario mononuclear, sendo
responsavel por proteger o organismo contra agentes infecciosos.

Os determinantes moleculares de viruléncia de C. pseudotuberculosis sdo pouco
conhecidos, assim como suas ac¢des sobre o controle da expressédo génica (Dorella et al.,
2006a; McKean et al., 2007), e por isso estudos nesta area sdo importantes para melhor
caracterizacdo e entendimento desses fatores essenciais para a disseminacdo de doengas.
Estudos anteriores demostraram que a fosfolipase D, lipideos da parede celular e o operon
fagABC e o gene fagD sado importantes determinantes de viruléncia em C.
pseudotuberculosis (Billington et al., 2002; Carne et al.,, 1956; Wilson et al., 1995; Pinto,
2011). Outros fatores importantes que contribuem para a patogenicidade de C.
pseudotuberculosis sdo: (i) genes envolvidos na sobrevivéncia do patégeno na célula do
hospedeiro, que pode ficar incubado por longos periodos, sem que seja detectado pelo
sistema imune, (ii) produtos génicos exportados, como as fimbrias, pili (fatores de adeséo e

colonizacao) e invasinas.



1.1.4. Projeto Genoma de Corynebacterium pseudotuberculosis

Devido a sua grande importancia na sanidade animal, diversas linhagens de C.
pseudotuberculosis tiveram 0s seus genomas completamente sequenciados e depositados
no NCBI, totalizando até agora 15 linhagens com genomas completos depositados no

genbank (http://www.ncbi.nlm.nih.gov) sendo 9 do biovar ovis e 6 do biovar Equi, e mais

aproximadamente 20 genomas em fase de seuquenciamento e/ou montagem pelo nosso
grupo.

Apesar da distingdo entre os dois biovares em relagdo reducdo de nitrato, até o
momento ndo havia sido encontrado nenhum dos genes responsaveis pela codificacdo de
nenhuma das enzimas nitrato-redutases conhecidas, consequentemente, a identidade
destes genes e 0s seus mecanismos genéticos, moleculares e bioquimicos referentes a este
processo metabolico permaneciam ainda incompreendidos.

O estudo da enzima Nitrato Redutase associada a membrana a qual atua na
respiracdo anaerdbica, pode estar associada a viruléncia de C. pseudotuberculosis biovar
Equi, proporcionando um via de producdo de energia quando a mesma se encontra em
ambientes desprovidos de oxigénio, permitindo a persisténcia do patdégeno em seu
hospedeiro. Dessa forma o entendimento desse mecanismo ira auxiliar na identificagdo de
potentes alvos tanto para o desenvolvimento de vacinas mais efetivas, tratamento, como
também para a realizag@o de diagnosticos mais acurados.

Recetemente, o0 resequenciamento da linhagem 31 de Corynebacterium
pseudotuberculosis pertencente ao biovar Equi, isolada a partir de um Bufalo do Egito (Silva
et al., 2012), Romel et al (2013) identificaram uma regido adicional em que estéo incluidos
um Corinefago e um operon referente a nitrato redutase, que também estdo presentes no
genoma de Corynebacterium diphtheriae e estdo ausentes no genoma depositado no NCBI.

Neste contexto, foi possivel evidenciar que as metodologias de seqlienciamento
empregadas nos genomas das linhagens pertencentes ao biovar Equi ndo foi capaz de
elucidar as bases genéticas responsavei pela reducdo de nitrato neste biovar, apesar da
disponibilidade de dados gendbmicos de 6 linhagens de C. pseudotuberculosis biovar Equi
depositados no NCBI. No6s esperamos que a partir dos dados gerados pelo re-
sequenciamento da linhagem 31 de Corynebacterium pseudotuberculosis que teve
modificagdes no seu protocolo de re-sequenciamento seja possivel identificar tais genes e a
partir dessa informacao seja possivel idenificar esta regido nas demais linhagens do mesmo

biovar.


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/
http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0167701213001814?np=y#bb0130
http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0167701213001814?np=y#bb0130

1.2. Reducéo do Nitrato

Nitrato € um dos componentes essenciais da biosfera terrestre. Além de servir como
nutriente para as plantas e micro-organismos, é utilizado como aceptor de elétrons por
muitas bactérias e arqueobactérias. Devido a ampla distribuicdo e padrbes filogenéticos das
enzimas envolvidas, tem-se argumentado que a respiragao por nitrato jA& era um processo
comum em microrganismos, anterior ao desenvolvimento da respiracdo de oxigénio gerado
pelo aumento da concentragdo do mesmo na atmosfera terrestre. Neste contexto, varios
processos microbianos utilizam nitrato, tais como a desnitrificacdo e a reducao dissimilatéria
de nitrato a aménio. Tais vias respiratorias, juntamente com outras vias interconectadas
constituem o ciclo de nitrogénio. Neste ciclo, o nitrogénio sofre varias reagfes de oxidacao e
reducdo gerando diferentes compostos com estados de oxidacdo que variam entre +5 e —3
(Kraft et al., 2011; Simon and Klotz, 2013a).

Uma das reacfes chaves deste ciclo € a reducdo de nitrato para nitrito, uma vez que
a mesma € sempre 0 primeiro passo na utilizacdo do nitrato, sendo que tal reacdo é
catalisada pelas enzimas nitrato redutases. Dependendo do micro-organismo e das
condigbes ambientais, o nitrito pode ser liberado ou ainda mais reduzido de diferentes
maneiras. Na reducédo de nitrato assimilatoria, o nitrato é reduzido via nitrito a aménio, que é
utilizada para a sintese de glutamina. A glutamina é entdo doadora de nitrogénio para a
sintese de outros aminoacidos e moléculas (Gonzalez et al., 2006; Kraft et al., 2011; Simon
and Klotz, 2013a).

Os ions nitrato podem também ser incorporados pelas células e atuar como
aceptores de elétrons para eliminar o excesso de poder redutor através da desnitrificacdo ou
reducdo dissimilatoria de nitrato ou ainda respiracdo pelo nitrato. Através da desnitrificacdo
os ions nitrato, em condi¢Bes anaerobicas, sdo reduzidos a nitrito e subsequentemente em:
oxido nitrico (NO), oxido nitroso (N,O) e finalmente em dinitrogénio (N;). Devido a excregéo
de gases pelos microrganismos os termos reducdo de nitrato dissimilatéria, respiracdo de
nitrato ou desnitrificacdo tem sido usados equivalentemente na literatura para denominar
esta via. A respiracdo € utilizada pela célula para gerar uma forca préton motiva (PMF)
através da membrana citoplasmatica (Gonzélez et al., 2006; Kraft et al., 2011; Simon and
Klotz, 2013a). Um processo respiratorio alternativo € o de amonificagdo conhecido também
na literatura como redugédo dissimilatéria de nitrato a amoénio (DNRA), que pode ocorrer em
algumas enterobactérias e corresponde a reducédo do nitrato a amonio (NH,"), que é entdo
excretado. Em ambos os precessos de respiracdo e ammonificacdo ha a conservacgéo de

energia e podem ser, portanto, utilizados como um dissipador de elétrons. Além disso, a



amonificacdo pode desempenhar um papel importante na desintoxicagéo celular (Gonzélez
et al., 2006; Kraft et al., 2011; Simon and Klotz, 2013a)..

Quatro tipos de nitrato redutases catalizam a reducdo de dois elétrons de nitrato a
nitrito (NOs+ 2H" + 2e -> NO, + H,0): a assimilatéria eucaridtica e trés enzimas
procarioticas. Neste contexto, os procariotos podem metabolizar o nitrato de trés diferentes
formas dependendo do tipo de nitrato redutase que cada espécie possui. Estas variam tanto
em relacdo a localizagdo celular, estrutura quimica e propriedades bioquimicas como
também na organizacdo e regulacdo génica. Tais enzimas procaridticas podem ser sub-
agrupadas em: nitrato redutase respiratéria ligada a membrana (Nar), nitrato redutase
periplasmatica (Nap) e nitrato redutase assimilatdria (Nas) (Gonzélez et al., 2006; Kraft et
al., 2011; Simon and Klotz, 2013a).

Em comum, as trés diferentes nitrato redutases contém como cofator dois grupos
molibdopterina guanina dinucleotideo (MGD) coordenados a um atomo de molibdénio.
Andlises de genomas de procariotos mostram que essas trés enzimas sao filogeneticamente
muito difundidas. Entretanto, nem sempre as trés nitrato redutases estdo presentes em uma
mesma bactéria (Gonzalez et al., 2006; Kraft et al., 2011; Simon and Klotz, 2013a).

Nas sessdes seguintes, serao descritas em detalhes as vias respiratorias de redugéo
de nitrato através da desnitrificacdo e reducdo dissimilatéria de nitrato a amonio, assim

como as enzimas envolvidas em cada etapa de ambas as vias.

1.2.1. Desnitrificacéo

Entre as diferentes vias de reducao de nitrato microbiana, desnitrificacdo bacteriana
estda mais extensivamente descrita e varios estudos tém sido realizados para elucidar esta
via. A desnitrificacdo é um processo redutivo e, portanto, uma forma de respiragdo no qual o
nitrato (NO3) é reduzido gradualmente a nitrogénio gasoso (N,). Em bactérias, este € um
processo respiratorio alternativo utilizado sob baixas concentragbes de oxigénio ou na
auséncia do mesmo. Tal como na respiracao aerébica, a cadeia de reacdes ¢é dividida sobre
0 compartimento periplasmético e citoplasmatica, e permite a geracdo de uma forca préton
motriz através da membrana bacteriana, que € entdo utilizada para a sintese de ATP (Kraft
et al., 2011; Rodionov et al., 2005; Simon and Klotz, 2013a).

A reacdo global da desnitrificacdo, reducdo do nitrato a nitrogénio molecular com a
participacao de 10 elétrons e 12 protons (2NO3- + 10e- + 12H+ JIIN2 + 6H20), é realizada
por quatro classes de metaloenzimas diferentes :

NO; +2e-+2H+ > NO, + H,O ()
NO, + e- + 2H+ -> NO + H,0 (I)
2NO + 2e- + 2H+ 2> N,O + H,0 (lll)
N-O + 2e- + 2H+ 2> N+ H,0 (IV)



Na equagéo (I), a reducao de nitrato a nitrito é catalisada tanto pela nitrato redutase
ligada a membrana (NarGHI), como também pela nitrato redutase periplasméatica (Nap); a
reacdo apresentada na equacéo (Il), reduc&o do nitrito a 6xido nitrico, pode ser catalisada
por dois tipos de redutase do nitrito, citocromo cdl (cNIR) ou uma enzima contendo dois
centros de cobre (cuNIR); em (lll), duas moléculas de 6xido nitrico sdo conjugadas para
formar oxido nitroso e 4gua, reacdo que é catalisada pela enzima redutase do éxido nitrico,
gue podem ser dependentes de citocromo ¢ (c(NOR) ou dependentes de quinol (qNOR); por
fim, a Ultima reacdo da desnitrificacdo, correspondente a equacéo (IV), reducdo do 6xido
nitroso a nitrogénio molecular, é catalisada pela redutase do 6xido nitroso (NosZ), a qual
possui dois centros de cobre distintos (centro CuA e centro CuZ) (Figura 1) (Kraft et al.,
2011; Nojiri et al., 2009; Rodionov et al., 2005; Simon and Klotz, 2013a).

Nitrato
Redutase
(NarGHI)
Nitrato | IR SVI [MNitrito Osido nitrico
(NO;) | —| O;) |[—> (NO)

Oxidonitroso
re dutase
(Nos7)

Oxido nitroso Nitrogénio gasoso
N,0) |———> Ny

Figura 1 - Via de desnitrificacdo e as suas respectivas enzimas responsaveis por cada uma das
quatro etapas de reducdo.

A seguir, sdo descritas cada uma das sete enzimas que podem compor a via

completa de desnitrificagdo conforme descrito nas equagdes | a IV.

1.2.1.1. Nitrato redutase respiratéria ligada a membrana NarGHI

A reducao de nitrato através da nitrato redutase respiratoria associada a membrana
plasmética, estd acoplada com a geracdo de um gradiente de prétons através da
membrana, o que dirige a formagdo de ATP através da ATPase. Esta enzima é encontrada
tanto em bactérias desnitrificantes, como também em n&o desnitrificantes que a utilizam
para respiracao por nitrato em ambientes anaerdbicos (Bertero et al., 2003; Gonzélez et al.,
2006; Jormakka et al., 2004; Kraft et al., 2011; Simon and Klotz, 2013a).

Esta enzima possui o0 sitio ativo voltado para o citoplasma e é usualmente
composta por trés subunidades NarGHI, sendo que a estrutura tridimensional da mesma é
conhecida apenas por Escherichia coli, uma bactéria ndo desnitrificante, mas pode ser
facilmente explorada por suas homadlogas desnitrificantes. A estrutura desta enzima consiste
em um heterotrimero composto pelas subunidades citoplasmaticas a e e pela subunidade
transmembrana y. A subunidade catalitica a, codificada pelo gene narG, contém um cluster
[4S-4Fe] e um cofator molibdopterina (Mo-bisMGD) que é o sitio de reducdo de nitrato
(Bertero et al., 2003; Gonzalez et al., 2006; Jormakka et al., 2004; Simon and Klotz, 2013a).
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O gene narH codifica a subunidade B, uma proteina globular que contém trés
clusters [4Fe-4S] e um cluster [3Fe-4S]. JA a subunidade y, codificada pelo gene narl,
apresenta cinco hélices transmembranares, dois grupos hemes (bp € bp) e o ‘sitio-Q’, onde
quinol se liga e é oxidado. Narl ancora NarGH no lado citoplasmatico da membrana celular
(Figura 2). O produto do gene narJ (NarJ) atua como uma chaperona especifica requerida
para insercao do cofator Mo-bisMGD em NarG (Bertero et al., 2003; Gonzélez et al., 2006;
Jormakka et al., 2004; Simon and Klotz, 2013a).

Peripl
eriplasma NO, NO,

Citoplasma

Figura 2: Nitrato redutase respiratéria ligada @ membrana. E mostrada a organizag&o da enzima e
0 transporte de elétrons para a respiracdo de nitrato na membrana plasmatica. A enzima utiliza o
“pool de quinonas” como doador de elétrons fisioldgicos e produz uma forca proton motriz. Narl oxida
0 quinol presente na membrana e libera dois prétons para o periplasma. Os elétrons sdo passados
para NarG através do centro Fe-S de NarH para reduzir o nitrato, com o consumo de dois prétons
citoplasmaticos. O nitrito produzido pela reducéo de nitrato é exportado para fora da célula através da
proteina de transporte NarK ancorada a membrana plasmatica. Fonte: Gonzélez et al (2006)

Tanto ubiquinol como menaquinol podem ser utilizados como doadores fisioldgicos
de elétrons para NarGHI. Apés a oxidagcao do quinol no sitio-Q, os elétrons sao transferidos
dos grupos heme da subunidade y para os grupos Fe-S da subunidade . Esta, por sua vez,
transfere os elétrons para o sitio catalitico da subunidade a, onde nitrato sera reduzido. A
oxidacao do quinol no lado periplasmatico da membrana interna e o langamento de dois
prétons no compartimento periplasméatico leva a formacdo de um gradiente de prétons
transmembrana, que dirige a formacao de ATP (Bertero et al., 2003; Gonzélez et al., 2006;
Kraft et al., 2011).

Como o sitio ativo de NarGHI (subunidade a) esta localizado no citoplasma, o nitrato
deve ser transportado para dentro da célula para ser reduzido. Esta funcdo €
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desempenhada por NarK, uma proteina transmembrana membro da superfamilia dos
facilitadores principais (MFS). Os membros desta familia caracterizam-se por serem
polipeptideos Unicos, 0s quais transportam pequenas moléculas em resposta ao gradiente
guimiosmotico. Andlises genéticas e fisiologicas revelam que as proteinas NarK podem ser
divididas em dois tipos. Os membros do tipo 1 realizam antiporte nitrato/nitrito e simporte
nitrato/préton e os do tipo 2 estdo envolvidos no efluxo de nitrito (Jia and Cole, 2005; Jia et
al., 2009; Yan et al., 2013).

A proteina NarK foi primeiramente identificada em E. coli e se localiza a montante
dos genes estruturais do complexo da nitrato redutase (operon narGHJI). Estudos
demonstraram que no mutante narK- de E. coli a taxa de transporte de nitrato nao foi
significativa quando comparada a linhagem selvagem, o que sugeriu o envolvimento da
proteina NarK no transporte de nitrato nesta bactéria (Jia and Cole, 2005; Jia et al., 2009;
Yan et al., 2013). Outro transportador, denominado NarU, foi identificado posteriormente em
E. coli. Esta proteina possui altissimo grau de similaridade com a proteina NarK e sua
funcdo esta ligada a captacdo de nitrato e nitrito para o meio intracelular bem como a
exportacdo de nitrito para o meio extracelular. (Clegg, 2006; Jia and Cole, 2005; Jia et al.,
2009; Yan et al., 2013).

Em E. coli, a expressdo de narGHJI e nark é ativada pela proteina Fnr em resposta a
anaerobiose, o qual é encontrado em varias bactérias gram-negativas e em algumas
bactérias gram-positivas. Fnr é uma regulador de transcrigdo global que ativa a expresséo
de genes que codificam muitas das enzimas necessarias para o metabolismo anaerébico. A
ativacao de Fnr exige a formacao de um aglomerado sensivel ao oxigénio Fe-S, sendo que
na presenca de oxigénio, ocoore a desmontagem do conjunto instavel Fe-S, o que impede
desta forma, a ativacdo da transcricdo dos genes alvo (Bertero et al., 2003; Crack et al.,
2008; Jervis et al., 2009).

E. coli apresenta outra nitrato redutase ligada a membrana: a NarZYV, que apresenta
propriedades muito semelhantes a NarGHI. Entretanto, NarZYV é expressa em niveis muito
baixos e de modo independente de oxigénio (FNR) e nitrato/nitrito, estando presente nas
células apenas em niveis basais. Essa expressao constitutiva sugere que NarZYV poderia
auxiliar a bactéria na transicdo do metabolismo aerdbio para o anaerdbio (Gonzélez et al.,
2006; Simon and Klotz, 2013a).

Entre as actinobactéria os organismos mais estudados a respeito da atividade desta
enzima sdo Corynebacterium glutamicum e Mycobacterium tuberculosis, 0s quais séo
capazes de realizar a respiracdo por nitrato em ambientes anaerdbicos através da enzima

nitrato redutase ligada a membrana. No entanto, tais organismos ndo possuem as demais
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enzimas presentes nas vias de desnitrificacdo e reducao dissimilatéria de nitrato a aménio
(Sohaskey, 2008; Takeno et al., 2007).

Estudos com C. glutamicum, demonstraram que a mesma cresce anaerobicamente
utilizando nitrato como aceptor final de elétrons e que essa propriedade € atribuida pela
presenca do operon narKGHJI, o qual apresenta grandes similaridades de sequéncias com
0 gene narK e o operon narGHJI de E. coli que codificam um transportador nitrato/nitrito e os
componentes do complexo nitrato redutase, respectivamente. O Nitrito é excretado para o
exterior da célula como um produto final da redugcédo anaerébica do nitrato, e, além disso,
nem sequer nitrato quanto nitrito sdo utilizados como fonte de nitrogénio para o seu
crescimento, sugerindo que este microrganismo carece de um aparelho enzimatico eficiente
para reduzir o nitrito obtido de tal reacdo (Bott and Niebisch, 2003; Nishimura et al., 2011,
2014; Takeno et al., 2007)

O operon narKGHJI de C. glutamicum é induzido por anaerobiose e pela presenca
de nitrato, assim como em outras bactérias redutoras de nitrato. Porém, em C. glutamicum
uma nova proteina reguladora transcricional do operon narKGHJI chamada de ArnR
(aerobic repressor of nitrate reductase) foi identificada. ArnR reprime a expressédo do operon
narKGHJI se ligando a uma regido especifica do promotor, em condi¢cdes aerdbicas. A
repressao € aliviada pela mudanca para condicbes anaerdbicas através da respiracao por
nitrato, resultando em uma elevada expressado genes nar. Esta funcdo desempenhada por
ArnR como um repressor aerébio em C. glutamicum contrasta com o regulador transcricional
global sensivel a oxigénio FNR de E. coli, que ativa ou reprime a expressao de varios genes
envolvidos no metabolismo aerébio e anaerdbio, incluindo aqueles envolvidos na respiracao
do nitrato (Nishimura et al., 2008, 2014).

Ja em M. tuberculosis, a privacdo de oxigénio induz a reducao respiratoria de nitrato
para nitrito. Esta atividade respiratéria é catalisada pela enzima nitrato redutase codificada
pelo operon narGHIJ. Além disso, a andlise do genoma sequenciado revelou a presenca de
qguatro copias de narK, nomeados de narKl, narK2, narK3 e narU. Neste microrganismo,
nenhum dos narK homalogos estéo localizados a montante de narGHIJ. Porém, narK2 esta
localizado a montante do gene denominado narX, que foi proposto para codificar uma
“nitrato redutase fundida”. Esta proposta foi feita porque o produto previsto de narX seria
uma proteina com homologia para partes de NarG, Narl e NarJ, embora a sua fungéo seja
desconhecida. Uma mutacdo em narG eliminou por completo a atividade de nitrato redutase,
a qual foi restabelecida com a insercdo de um plasmideo contendo tal gene. JA& uma
mutacdo em narX, nenhum efeito em relacdo a atividade de reducdo de nitrato foi
encontrado, o que indica que apenas narGHJI é responsavel pela atividade de nitrato
redutase (Giffin et al., 2012; Sohaskey, 2008; Sohaskey and Wayne, 2003).
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Além disso, em M. tuberculosis, a expressdo do operon narGHJI é constitutiva,
independentemente da presenca de oxigénio. Neste micro-organismo, a atividade celular da
enzima nitrato redutase é regulada por controle do nivel de transcricdo do gene nark2 que
codifica um transportador de nitrato/nitrito (Nark2). A transcricdo do gene narK2 é induzida
pela auséncia de oxigénio ou quando os niveis deste se encontram muito baixos, enquanto
gue a atividade deste transportador é controlada pelo estado redox da célula, permitindo que
0 nitrato seja transportado sob condi¢cdes redutoras e ndo oxidantes. Mesmo na presenca de
oxigénio, NarK2 permanece ativo se a respiracao € inibida, por exemplo, pela a¢do do 6xido
nitrico (Giffin et al., 2012, 2012; Khan and Sarkar, 2012; Sohaskey, 2005a; Sohaskey and
Wayne, 2003). O é6xido nitrico produzido por células do sistema imunoldgico, tais como o
macrofago, € um composto nocivo para bactérias, devido a sua capacidade de formar
intermediarios reativos de nitrogénio (Watmough et al., 2009; Zumft, 2005).

M. tuberculosis utiliza a nitrato redutase para se adaptar a um ambiente intracelular
de mudanca. O 6xido nitrico inibe a respiracdo aerébia em M. tuberculosis, por competicdo
com o0 oxigénio para a disponibilidade do citocromo c oxidase. No entanto, o 6xido nitrico
nao inibe a enzima nitrato redutase. (Khan and Sarkar, 2012; Sohaskey, 2005b, 2008) A
inativacdo do citocromo oxidase pela falta de oxigénio ou pela presen¢a de 6xido nitrico
resulta em um aumento do nivel de componentes reduzidos da cadeia de transporte de
elétrons. Como resultado, uma diminuigdo do fluxo de elétrons pode fazer parte do sinal
necessario para a atividade de NarK2. Por ser uma proteina de membrana, NarK2 esta
idealmente localizada para sentir os componentes da cadeia de transporte de elétrons. As
guinonas/quinols de M. tuberculosis que sdo componentes ndo proteicos de transporte de
elétrons e se apresentam livremente difusiveis na membrana, podem servir ndo s6 como
fonte de elétrons para a nitrato redutase, mas também como um indicador dos niveis de
oxigénio (Giffin et al., 2012; Khan and Sarkar, 2012; Sohaskey, 2005b; Sohaskey and
Wayne, 2003).

O nitrato como um substrato para a atividade da enzima em M. tuberculosis pode ser
fornecido em quantidades suficientes nos pulmdes, figado e rins de individuos infectados
(Khan and Sarkar, 2012). Dentro do tecido, o nitrato € principalmente um produto da
degradacdo espontanea do o6xido nitrico, sendo que este Ultimo apresenta uma elevada
instabilidade e se decomp®fe rapidamente produzindo nitrato como um dos produtos finais
estaveis de tal decomposi¢cédo. J4 a sintese de 6xido nitrico € obtida a partir da reacdo de
oxidacdo do aminoacido L-arginina catalisada principalmente pela 6xido nitrico sintase
indutiva (INOS), sendo a mesma expressa em resposta a mediadores inflamatérios e pro-
inflamatérios (Khan and Sarkar, 2012; Zumft, 2005). Uma variedade de células, incluindo

hepatdcitos, podem ser induzidas para sintetizar o 6xido nitrico. Quantidades significativas
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de nitrato sdo detectados na urina de ratos infectados com as bactérias, o que sugere que o
nitrato estd disponivel no rim, especialmente nos animais submetidos a um processo
inflamatorio. Partanto, tem sido proposto que o processo inflamatério, devido a infeccéo
micobacteriana nos pulmdes, no figado e nos rins pode aumentar a quantidade de nitrato

dentro dos granulomas e, assim, proporcionar uma fonte adicional deste nutriente para o

metabolismo anaerébico do patdégeno (Figura 3Quadro 3).

IFN-y

L-Arginina

NOs b«

NO (Oxido nitrico)

Macrofago

NO, (Nitrito)

NO; (Nitrato)

NO;

NO;

Respiracao . NG
por Nitrato

Citoplasma

Micobactéria

Figura 3 - Modelo hipotético para o papel do éxido nitrico em macréfagos humanos infectados por
micobactérias. O tratamento com interferon-gama (IFN-y) e L- Aginina aumentou a expressdo da
enzima o6xido nitrico sintase (NOS). Estes macréfagos produzem NO e conduz a disponibilidade de
nitrato. O nitrato pode ser adquirido por micobactérias através do transportador NarK2, que é
regulado por NO e pela disponibilidade de oxigénio em macréfagos humanos. O nitrato € entdo
reduzido a nitrito pelas bactérias, sendo que este dltimo é transportado para fora das bactérias
através de NarK2. Figura adaptada a partir de JUNG et al (2013).
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1.2.1.2. Nitrato redutase periplasmatica

A nitrato redutase periplasmatica (NAP) € um complexo enzimético que participa da
via dissimilatéria do nitrogénio. As enzimas NAP estdo localizadas no periplasma e foram
primeiramente identificadas em R. sphaeroides. S&o dimeros que consistem em uma
subunidade catalitica (NapA), contendo um cofator bis-molibdopterina guanina dinucleotideo
(bis-MGD) e um cluster [4Fe-4S] que formam um complexo juntamente com NapB, um
pequeno citocromo ¢, uma proteina de membrana (NapC), envolvida na transferéncia de
elétrons da membrana para o complexo NapAB que se localiza no periplasma e uma
chaperona NapD responsavel pela maturacdoo de NapA (Gonzalez et al., 2006; Kraft et al.,
2011; Simon and Klotz, 2013a; Sparacino-Watkins et al., 2014) Outros genes nap foram
descritos em algumas bactérias tais como napF, napG e napH, codificando diferentes
proteinas ferro-enxofre, e napE e napK codificando proteinas transmembranas sem funcao
definida (Figura 4) (Gonzalez et al., 2006).

Diferentes funcbes fisiol6gicas tem sido propostas para o sistema Nap, incluindo
balanceamento redox, desnitrificagdo e adaptagdo ao crescimento anaerdbico. Por ter
diferentes funcgdes, ha diversos niveis de controle de expressdo dos genes nap de acordo
com o organismo e funcao fisiolégica. Em geral a atividade da NAP ocorre em baixas
condicbes aerodbicas e ndo € afetada por aménio (Gonzéalez et al., 2006; Kraft et al., 2011;
Rodionov et al., 2005; Simon and Klotz, 2013b). Em E. coli, as nitrato redutases
periplasméticas sdo altamente expressas em baixas concentragfes de nitrato, condi¢cdes
anaerdbicas e sdo reguladas pelo produto dos genes fnr e narP. Em Ralstonia eutropha a
maéaxima expressdo dos genes nap ocorre em condi¢des aerbbicas, na fase estacionaria de
crescimento e ndo € induzida por nitrato. Ja em Paracoccus pantotrophusa expressao
maxima de nap ocorre durante o crescimento aerébico com a presenca de butirato e na
auséncia de nitrato. Em razdo a toda esta disparidade do sistema Nap, ndo h4a uma fungéo
comum sugerida (Gonzélez et al., 2006; Kraft et al., 2011; Rodionov et al., 2005; Simon and
Klotz, 2013b).
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Figura 4: Organizacdo das proteinas da via dissimilatéria de nitrato codificadas por genes
presentes em E. coli, Paracoccus denitrificans, Rodobacter sphearoides, e Shewanella
putrefaciens. Fonte: Morozkina; Mvyagilskaya, 2009.

1.2.1.3. Nitrito redutases

A reducao de nitrito para Oxido nitrico € catalisada por duas diferentes enzimas nitrito
redutases, as quais sdo evolutivamente independentes e estdo localizadas no periplasma de
bactérias Gram-negativas: um homodimérico citocromo cd; nitrito redutase (cd;NIR) e uma
homotrimérica nitrito redutase dependente de cobre (CuNIR), as quais sdo comumente
conhecidas pelo nome do produto de seus genes NirS e NirK, respectivamente. O fluxo de
elétrons para tais enzimas ocorre por meio de proteinas periplasméticas de transferéncia de
elétrons que consistem em: pequenas proteinas que contém cobre nomeadas de azurinas,
pseudoazurinas ou cupredoxinas; e citocromos c, tais como citocromos Cssg € Css; (Kraft et
al., 2011; Nojiri et al., 2009; Simon and Klotz, 2013b).

Em NirS, cada um dos dois monomeros possuem dois grupos protéticos heme, heme
c e heme d;. Os elétrons séo transferidos através do citocromo css; para o heme ¢ e
posteriormente para heme d;, onde ocorre a ligacdo do nitrito e este é reduzido para 6xido
nitrico. Estudos in vitro demonstraram que NirS também aceita elétrons de diferentes
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doadores, tais como citocromo Csso € azurinas (Kraft et al., 2011; Nojiri et al., 2009; Simon
and Klotz, 2013b).

Ja em NirK, cada mondmero contém dois centros de cobre, tipo 1(T1Cu) e tipo 2
(T2Cu). Esta enzima é classificada em dois subgrupos de acordo com as propriedades
espectroscopicas de T1Cu, que séo azul e verde. Em geral, CuNIR verde recebe elétrons de
pseudoazurinas (Paz), enquanto que para CuNIR azul, tem sido sugerido que os doadores
de elétrons sé@o azuin (Az) ou citocromo c. Em ambos os casos, um elétron é transferido
através de T1Cu para T2Cu, onde ocorre a reducdo de nitrito para 6xido nitrico(Fukuda et
al., 2014a; Kraft et al., 2011; Leferink et al., 2014; Nojiri et al., 2007, 2009; Simon and Klotz,
2013Db).

Tanto para CuNIR quanto para cd;NIR, as proteinas de transferéncia de elétrons sao
reduzidas pelo complexo de citocromo bc; via quinol. A oxidagdo do quinol permite a
translocacdo de préotons do citoplasma para o periplasma, sendo, portanto, uma reacao
eletrogénica (Kraft et al., 2011; Simon and Klotz, 2013b).

Em algumas espécies do género Neisseria foi identificada uma nitrito redutase
nomeada de AniA, que encontra-se localizada na membrana externa e a estrutura de cristal
revelou que tal enzima € homéloga a NirK (Boulanger and Murphy, 2002; Kraft et al., 2011)
Ja em Bacillus azotoformans, uma bactéria Gram-positiva desnitrificante, foi detectada a
presenca de uma nitrito redutase dependente de cobre que se encontra ligada a membrana.
Foi proposto que tal enzima em B. azotoformans desempenha uma fungédo dupla, na qual
pode utilizar tanto menoquinol quanto um reduzido citocromo ¢ como doadores de elétrons
(Heylen and Keltjens, 2012; Kraft et al., 2011; Suharti and de Vries, 2005).

1.2.1.4. Oxido nitrico redutase

Em bactérias, a reducao de oxido nitrico (NO) para 6xido nitroso (N,O) é catalisada
pela enzima oxido nitrico redutase (NOR), a qual se encontra ligada a membrana, sendo que
esta € uma enzima envolvida no processo de desnitrificacdo microbiana (Kraft et al., 2011,
Simon and Klotz, 2013b; Watmough et al., 2009; Zumft, 2005). Para além do seu papel na
desnitrificacdo, bactérias patogénicas utilizam NOR como um mecanismo de defesa contra o
sistema imune do hospedeiro, uma vez que os macrofagos utilizam o 6xido nitrico como
uma arma quimca contra agentes infecciosos. Sendo assim, inibidores especificos desta
enzima podem representar uma estratégia potencialmente importante para combater
infecgBes bacterianas (Philippot, 2005; Watmough et al., 2009). O estudo de NORs também
€ uma area de interesse para as ciéncias ambientais, uma vez que o N,O produzido por tais

enzimas é um gas que provoca tanto a destruicdo da camada de ozénio como também
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contribui para o efeito estufa e aquecimento global, sendo cerca de 310 vezes mais potente
do que o didxido de carbono (Ravishankara et al., 2009; Watmough et al., 2009).

A analise de sequéncias de aminoacidos conhecidas de NORs bacterianas evidencia
a existéncia de dois subgrupos, os quais consistem em combinacdes distintas de
subunidades e cofatores. O primeiro subgrupo de NORs bacterianas, conhecidas como
cNOR séo compostas por duas subunidades (NorB e NorC) e sdo encontradas apenas em
bactérias desnitrificantes. O segundo subgrupo conhecido como gNOR (NorZ) sdo enzimas
compostas por uma unica subunidade sdo encontradas em bactérias patogénicas ndo
desnitrificantes como também em bactérias desnitrificantes e arqueas (Kraft et al., 2011,
Matsumoto et al., 2012; Simon and Klotz, 2013b; Watmough et al., 2009).

A subunidade grande NorB apresenta elevada similaridade e tracos caracteristicos
com a principal subunidade catalitica da superfamilia heme/cobre oxidases (HCOs) Os
membros desta superfamilia sdo também conhecidos na literatura citocromo c oxidase
terminal ou complexo IV oxigénio redutases. (Gao et al., 2012; Ravishankara et al., 2009;
Simon and Klotz, 2013b; Watmough et al., 2009). HCOs catalisam a reducdo de quatro
elétrons do oxigénio molecular a agua e finalizam as cadeias respiratérias aerdbias de
bactérias e mitocéndrias. Grande parte da energia libertada nesta reacdo exergbnica €
conservada movendo protdes através da membrana celular, contribuindo assim para o
gradiente electroquimico de prétons que é subsequentemente utilizado para dirigir a sintese
de ATP (Gao et al, 2012). No entanto, ndo ha nenhuma evidéncia de que NORs
contribuem, para a geracdo do gradiente de prétons através da membrana (Gao et al., 2012;
Kraft et al., 2011; Simon and Klotz, 2013b). HCOs sdo enzimas transmembrana que
possuem na subunidade | uma heme de baixa rotacdo e um sitio ativo bimetalico composto
por um heme de alta rotacdo e um ion de cobre chamado Cug Apenas a subunidade | é
comum a todas as enzimas HCOs (Gao et al., 2012).

J& nas enzimas 6xido nitrico redutases, a posicdo de atomo de cobre é geralmente
ocupada por um ion de ferro (Feg). Ambos os grupos heme de NorB séo do tipo b, no qual
os elétrons sdo transferidos através do heme b de baixa rotacdo para o centro catalitico
binuclear. NorC é um citocromo ¢ ancorado a membrana e o gene responsavel por codificar
tal subunidade (norC) encontra-se localizado a montante do gene norB, 0s quais,
juntamente com outros genes, foram um operon. Tal complexo NorBC é conhecido como
cNOR, pois os elétrons doados através de um citocromo ¢ sollvel ou por cupredoxinas, tais
como pseudoazurinas (Kraft et al., 2011; Simon and Klotz, 2013b; Watmough et al., 2009).

A primeira estrutura de cristal de uma NOR foi publicada em 2010 a patir de cNor de
Pseudomonas aeruginosa. A estrutura revela que a subunidade NorC é uma proteina

ancorada a membrana contendo heme c no seu dominio hidrofilico, orientado para o
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periplasma, e que a subunidade NorB € uma proteina com 12 hélices transmembranares
contendo heme b e um centro catalitico binuclear (heme bz e um ferro ndo-heme Feg) (Shiro
et al., 2012).

O segundo subgrupo de NOR consiste de uma unica subunidade que utiliza
menoquinol ou ubiquinol como doadores de elétrons e, por este motivo, foi nomeada de
gNOR. Comparada a NorB, gNOR apresenta uma extensdo N-terminal que foi proposta
como responséavel pela ligacdo ao quinol. A andlise da sequéncia indica que tal regido N-
terminal pode dobrar-se em duas a-hélice transmembrana conectadas por um dominio
periplasmatico hidrofilico. A sequéncia desta extensdo € similar a NorC e é sugerido que
gNOR é uma fusdo de NorB e NorC no qual durante a evolucéo, foi perdido o centro heme ¢
e obtido um sitio de ligagdo ao quinol (Matsumoto et al., 2012; Simon and Klotz, 2013b;
Watmough et al., 2009).

Recentemente a estrutura de cristal da gNOR pertencente a bactéria Gram-positiva
Geobacillus stearothermophilus foi caracterizada. A estrutura revelou um canal de agua do
citoplasma que pode servir de entrega de prétons. Assim, ndo pode ser excluida a
possibilidade de que gNor possa catalisar a oxidagdo do quinol acoplada a reducao de 6xido
nitrico ser eletrogénica (Matsumoto et al., 2012).

Um tipo incomum de enimza NOR pertencente ao subgrupo gNOR foi purificada a
partir da bactéria Gram-positiva Bacillus azotoformans. Tal enzima consiste de duas
subunidades, a subunidade maior NorB e uma subunidade menor que possui um atomo de
cobre em sua estrutura, sendo por esta razdo, denominada como qCu,NOR. Esta enzima é
capaz de utilizar tanto menoquinol como um citocromo css; ligado @ membrana como

doadores de elétrons (Heylen and Keltjens, 2012; Suharti and de Vries, 2005).

1.2.1.5. Oxido nitroso redutase

A enzima O6xido nitroso redutase é uma das quatro enzimas necessdarias para a
desnitrificacdo completa, sendo a mesma uma enzima periplasmética em bactérias gram-
negativas e ligada a membrana na bactéria gram-positiva B. azotoformans. Esta ezima
denominada NosZ, é um homodimero com dois centros de cobre por mondmero,
denominados Cu, (centro de cobre dinuclear) e Cuz (centro de cobre tetranuclear). Cup 0
local de entrada de elétrons em cada mondmero, € um centro de cobre binuclear. A
localizacdo dos centros de cobre no dimero NosZ sugere que a transferéncia eletrénica de
recursos provenientes Cu, de uma subunidade para Cu; de outra subunidade, em que o
Oxido nitroso esté reduzido a nitrogénio gasoso. Para varias espécies, tais como Paracoccus
denitrificans e R. sphaeroides, foi demonstrado que a transferéncia de elétrons para NOS

ocorre através do citocromo c, e que o citocromo complexo bcl esta também envolvido no
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processo de reducdo de oOxido nitroso, o que implica transferéncia de prétons através da
membrana citoplasmatica. No entanto, em muitos micro-organismos desnitrificantes esta
enzima nao esta presente devido a auséncia de um gene nosZ, sendo nestes casos 0 N,O o
produto final na via de desnitrificacdo. Na pratica, um "verdadeiro desnitrificante" converte,
pelo menos, 80% do nitrato ou nitrito consumido para a N,O ou N,. (Heylen and Keltjens,
2012; Kraft et al., 2011; Simon and Klotz, 2013b) .

1.2.2. Reducdao dissimilatoria de nitrato a aménio (DNRA)

A reducado dissimilatéria de nitrato a aménio (DNRA) ocorre quando o carbbnico
organico de um determinado ambiente é limitante. A reducéo de nitrato para nitrito através
da reducdo DNRA é descrita como sendo catalisada principalmente pelo sistema Nap da
reducao de nitrato periplasmatico, embora a nitrato redutase ligada a membrana NarGHI
pode também estar presente no mesmo organismo (Kraft et al., 2011; Richardson, 2000;
Simon, 2002; Simon and Klotz, 2013a).

Em DNRA, a energia € obtida através da geragcdo de um potencial eletroquimico de
protons através da membrana. Os elétrons sdo transportados a partir do substrato (por
exemplo, hidrogénio, sulfureto, formiato) para o nitrito. A cadeia de transporte de elétrons é
constituida por uma enzima que oxida o doador de elétrons, por exemplo, uma NADH
desidrogenase ou formato desidrogenase. Em seguida, os elétrons séo transferidos para
uma menaquinona respiratoria e posteriormente transferidos para o citocromo c nitrito
reductase (Kraft et al., 2011; Richardson, 2000; Simon, 2002; Simon and Klotz, 2013a).

A reducdo de seis elétrons de nitrito para amonio € realizado pelo sistema Nrf, no
gual a enzima nitrito redutase é um citocromo ¢ penta-heme chamado NrfA, sendo que,
dependendo do organismo, a mesma apresenta-se como uma proteina periplasmatica
soltvel (em E. coli, por exemplo) ou como uma subunidade de um complexo menoquinol
reativo associado a membrana, o qual € composto por NrfA e um citocromo c tetra-heme
chamado de NrfH, sendo que este ultimo, € membro da familia de citocromos ¢ multi-hemes
NapC/NrfH (Kern et al., 2008; Kraft et al., 2011; Rodrigues et al., 2006; Simon, 2002; Simon
and Klotz, 2013b). As proteinas pertencentes a esta familia sdo citocromos c tetra ou penta-
hemes que se encontram associadas a membrana e apresentam na sua estrutura uma
hélice transmembranar na regido N-terminal, assim como um dominio globular de citocromo
¢ situado no lado de fora da membrana. Tal familia NapC/NrfH foi referida anteriormente
como NapC/NirT, pois a primeira proteina identificada foi a NirT de Pseudomonas stutzeri
(Kern et al., 2008; Simon, 2002; Simon and Klotz, 2013b; Simon et al., 2002).

20



A MEMBRANA

PERIPLASMA CITOPLASMA

NITRITO + 8 H*

AMONIO + 2 H,0

6 H+
B MEMBRANA
PERIPLASMA CITOPLASMA
3 MK
6 H* |[3 MKH,
NrfA NrfB N
NITRITO + 8 H' - G
Heme el Heme il 4F € NrfD
AMONIO + 2 H,0 c 3
NrfC

Figura 5 - Modelo de sistemas Nfr respiratdrios. (A) Sistema Nfr de Wolinella succinogenes
formado por um complexo menoquinol reativo associado a membrana, o qual € composto por NrfA e
um citocromo c tetra-heme chamado de NrfH; (B) Sistema Nfr de Escherichia coli. NrfA é uma
proteina soltvel no periplasma a qual NrfB atua como doadora de elétrons a partir de um “pool” de
menoquinol através da oxidagcdo de um complexo proteico integrado a membrana NrfC-NrfD. Fonte:
Simon; Klotz, 2013.

Tais complexos NrfHA estéo presentes em Delta- e Epsilonproteobacteria, como por
exemplo em Wolinella succinogenes, no qual NrfH ligado a membrana medeia o transporte
de elétrons a partir de menoquinonas para NrfA, a qual esta Ultima por sua vez, apresenta o
sitio catalitico orientado para o pariplasma (Figura 5A) (Kern et al., 2008; Kraft et al., 2011;
Rodrigues et al., 2006; Simon, 2002; Simon and Klotz, 2013b). Em tal bactéria, NrfA e NrfH
sdo codificadas pelo operon nrfHAIJ juntamente com o gene nrfl que esta envolvido na
biogénese do citocromo ¢, sendo necessario para a maturacdo da proteina NrfA. Tal Nrfl é
similar a proteina CcsA de Helicobacter pylori (Einsle et al., 2000; Kraft et al., 2011; Simon
and Klotz, 2013b) Proteinas semelhantes a CcsA sao também deduzidas das seqlencias
gendmicas de varias bactérias Gram-positivas, tais como Bacillus subtilis (ResC protein) e
espécies do género Mycobacterium. A biogénese do citocromo ¢ em bactérias é dividido em
dois sistemas que diferem em seus componentes enzimaticos (Allen et al., 2003; Kranz et
al., 2009a). Conforme Kranz et al (2009), o sistemas Il esta presente em bactérias Gram-
positivas assim como em cyanobacterias, equanto a sistema | foi descrito em E. coli. Pelo
menos quatro proteinas (CcsA, Ccsl, ResA and CcdA) estdo envolvidas no sistema I,
sendo que algumas destas, tais como CcsA, estdo provavelmente envolvidas na entrega do
heme através da membrana e/ou na sua ligacdo ao apocitocromo (Allen et al., 2003; Kern
and Simon, 2009; Kranz et al., 2009a).
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Por outro lado, em Gammaproteobacterias entericas, como por exemplo, E. coli, uma
proteina pentaheme periplasmatica nomeada de NrfB atua como doadora de elétrons para
NrfA. Tal proteina NrfB transfere elétrons de um “pool” de menoquinol através da oxidacao
de um complexo proteico integrado a membrana NrfC-NrfD (Figura 5B) (Clarke et al., 2008;
Einsle et al., 2000; Kraft et al., 2011; Simon, 2002; Simon and Klotz, 2013b).

Além de catalisar a redugcdo de nitrito para amoénio, foi comprovado que NrfA
também é capaz de converter substratos alternativos, tais como 6xido nitrico, hidroxilamina,
peréxido de hidrogénio e sulfito. Tal versatilidade reativa de NfrA indica que a mesma
apresenta uma funcdo desentoxificante na fisiologia celular sob condicbes de estresse
correspondentes (Clarke et al., 2008; Kern and Simon, 2009; Kern et al., 2011; Simon and
Klotz, 2013a).

1.2.3. Respiragé&o de nitrato e viruléncia

Levando em consideracdo as caracteristicas microbianas envolvidas na interacao
entre microrganismos patogénicos e seus hospedeiros, foi sugerido que a respiracdo de
Oxidos de nitrogénio fornece energia para o0 metabolismo bacteriano em ambientes
anaerobicos, permitindo a persisténcia de bactérias patogénicas em seu hospedeiro
(Philippot, 2005).

Em M. tuberculosis a respiracdo por nitrato tem sido identificada como um importante
fator de viruléncia. Foi sugerido que os niveis elevados de atividade da nitrato redutase de
algumas linhagens pode ter aumentado a sua viruléncia, e assim, 0 seu sucesso evolutivo.
Sohaskey (2008) verificou que a presencga de nitrato no meio aumentou a sobrevivéncia de
M. tuberculosis quando a mesma foi submetida a anaerobiose subita indicando que a nitrato
redutase pode desempenhar um papel importante durante a interrupcdo brusca da
respiragdo aerdbia causada pela falta de oxigénio ou por 6xido nitrico in vivo (Sohaskey,
2008). Além disso, a respiragédo de nitrato também poderia ajudar a M. tuberculosis a gerar
resisténcia a condicbes acidas. Na auséncia de nitrato durante a privacdo de oxigénio,
condicbes moderadamente acidas promoveram a dissipacdo da forca proton motriz, a
diminuic@o rapida dos niveis de ATP e a morte celular. A sobrevivéncia de M. tuberculosis
foi restaurada quando o nitrato, um efetivo receptor terminal de elétrons para a respiracéo
anaerobica, foi adicionado ao meio (Tan et al., 2010).

A respiracdo por nitrato foi encontrada para ser igualmente importante na protecado
de M. tuberculosis contra as espécies reativas de nitrogénio que sao susceptiveis de serem
encontradas pelo patégeno no hospedeiro infectado. Quanto a isso, € proposto que a

protecdo contra o0 estresse pela respiracao nitrato € mediada pela manuteng&o do potencial
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de membrana e altos niveis de ATP, sendo este Ultimo necessario para os mecanismos de
reparagao induzidos por nitrosilacdo. Recentemente, estudos in vitro realizados com
macrofagos humanos infectados com M. tuberculosis demonstraram que o 6xido nitrico
produzido por tais macréfagos ndo mostrou ser bactericida ou bacteriostatico para o
patégeno. Em vez disso, o numero de micobactérias vidveis foi aumentado em macréfagos
gue produzem o6xido nitrico, e isso requer a utilizacdo da nitrato redutase e a expressao de
narK2. Linhagens mutantes que ndo possuiam a enzima nitrato redutase foram incapazes
de crescer em tais macréfagos humanos. Os autores concluem que na presencga de Oxido
nitrico, a reducdo de nitrato pode permitir que M. tuberculosis utilize esse substrato para
produzir energia. Isto sugere que uma via respiratoria anaerdbia € ligada dentro do
macro6fago e talvez seja um ponto critico para o crescimento da bactéria. Assim, a reducéo
de nitrato pode desempenhar um papel importante no crescimento intracelular e
sobrevivéncia do patégeno em macréfagos humanos (Jung et al., 2013).

Em estudos utilizando um mutante de Mycobacterium bovis sem a enzima nitrato
redutase ligada a membrana (NarGHI), Fritz et al., (2002) revelou que a reducao anaerdbia
de nitrato é essencial para o metabolismo das bactérias nos pulmdes, no figado e nos rins
de camundongos imunocompetentes.

J& em estudos investigativos onde se analisou o0 conjunto de genes necessarios pela
viruléncia de Brucella suis, um patdégeno que reside e se multiplica dentro de um vacuolo
fagocitico de sua célula hospedeira, o macrofago, foi relatado que a enzima respiratéria
nitrato redutase ligada & membrana esta associada a multiplicagdo intramacrofagica deste
microrganismo. Mutantes narG foram incapazes de produzir nitrito a partir de nitrato e a
exigéncia de um narG funcional para o crescimento intracelular indica que o vacuolo
existente em B. suis é desprovido de oxigénio e pode ser interpretado como a capacidade
de B. suis em utilizar o nitrato para a respiracdo durante o crescimento intracelular
(Philippot, 2005)
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2. OBJETIVOS

2.1. Objetivo geral

Analisar e propor a via de reduc¢éo de nitrato de Corynebacterium pseudotuberculosis
biovar Equi e identificar as enzimas que constituem a cadeia de transporte de elétrons

através de analises in silico.

2.2. Objetivos especificos

e Identificar os repertérios de proteinas relacionadas a reducao de nitrato

e Correlacionar os resultados obtidos com o genoma de C. pseudotuberculosis biovar
Equi.

e Analisar e propor a via de redugdo de nitrato através de abordagens in silico.

e Identificar as enzimas responsaveis pela cadeia respiratdria aerobica e anaerébica de
Corynebacterium pseudotuberculosis.

e Analisar a conservacdo dos residuos envolvidos na ligacdo a cofatores através de
alinhamento multiplo.

e Realizar validacdo experimental por fenotipagem da reacdo de reducao de nitrato para
nitrito.

e Confirmar a presenca dos genes envolvidos na reducgéo de nitrato por PCR.
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3. MATERIAIS E METODOS

3.1. Andlises in silico

3.1.1. Dados gendmicos do resequenciamento das linhagens 31 e 258 de
Corynebacterium pseudotuberculosis

Estes dados foram obtidos a partir do novo sequenciamento da linhagem 31 de
Corynebacterium pseudotuberculosis pertencente ao biovar Equi, isolada a partir de uma
lesdo em um bufalo alo no Egito (Silva et al.,, 2012). Esta linhagem foi sequenciada na
plataforma lon Torrent PGM com bibliotecas gendbmicas mate-paired, ap6s sequenciamento
e analise dos contigs, foi encontrada uma regiao adicional de aproximadamente 91 kb de
sequéncia, na qual consiste em 248 sequéncias codificadoras (CDS), representando um
Corinefago e um operon contendo genes da nitrato redutase, este operon também esta
presente em Corynebacterium diphteriae e estavam ausentes na sequencia gendmica de C.
pseudotuberculosis 31 depositada do NCBI (Ramos et al., 2013).

Recentemente, a linhagem 258 de C. pseudotuberculosis que pertence ao biovar
Equi também foi resequénciada (dados ndo publicados) e possui no seu genoma oS
mesmos genes referentes a nitrato redutase que foram encontrados na linhagem 31 de C.
pseudotuberculosis, e assim como esta, tais genes estdo ausentes no genoma atualmente
depositado no NCBI. As andlises dos genes envolvidos com a redugdo de nitrato foram

realizadas usando 0s genes presentes no genoma de C. pseudotuberculosis 31.

3.1.2. Identificacao in silico da Nitrato Redutase

Para analisar o conteludo e a disposi¢do dos genes de nitrato redutase no operon foi
utilizado o] programa Artemis, disponivel para download em
(http://www.sanger.ac.uk/Software/Artemis). Esse programa € um algoritmo desenvolvido
para visualizacdo de genomas e realizacdo da anotacdo e curadoria manual. O Artemis
permite a visualizacdo de diversas caracteristicas das sequéncias gendmicas, como:
produto codificado pelo gene predito; busca por similaridade proteica e nucleotidica em
bancos de dados biolégicos; visualizacdo de provaveis dominios e familias protéicas
conservadas; visualizacdo de contetdo G+C, entre diversas outras funcGes (Rutherford et

al., 2000).
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3.1.3. Predicdo das vias metabdlicas e enzimas envolvidas na cadeia
respiratéria, reducédo de nitrato

Para predicdo computacional das vias metabdlicas de C.pseudotuberculosis 31 foi
utilizado o software Pathway Tools desenvolvido pelo SRI International (Karp et al., 2002). O
Pathway Tools utiliza como referéncia para suas predicbes uma base de dados de vias
metabolicas e enzimas, conhecida por MetaCyc (Caspi et al., 2008). As vias metabdlicas
contidas no MetaCyc sdo extraidas da literatura e elucidadas experimentalmente. Para
predicdo das vias metabdlicas, o Pathway Tools oferece um componente conhecido como
Pathologic no qual foi utilizado um arquivo no formato Genbank, o que permitiu a criacédo de
um banco de dados do organismo modelo chamado Pathway/Genome Database (PGDB).

Na primeira etapa, conhecida como trial parse, o arquivo foi preliminarmente
analisado no intuito de se validar o formato. Nessa fase, além de serem exibidas mensagens
para cada campo que foi localizado durante o processo, e exibido um pequeno relatério que
nos indica o nimero de genes encontrados, de EC numbers e de produtos. Na segunda
etapa, conhecida como automated build, o banco de dados de vias metabdlicas foi
efetivamente construido utilizando-se basicamente os atributos EC number e produto. O
processo de predicdo das vias metabodlicas ocorre através da inferéncia da presenca das
reacdes catalisadas com base no produto dos genes anotados. Se um EC number foi
atribuido ao produto do gene, entdo o software infere a presenca da reagdo com base neste
identificador. Caso contrario, o software compara o produto do gene com um extenso
dicionario de nomes de enzimas para, entdo, inferir a presenca da reacdo. Apds esse
processo, as vias metabdlicas de reducdo de nitrato que continham enzimas ausentes
(holes), ou seja, enzimas que nao foram localizadas através de seus atributos foram
submetidas ao Hole Filler (Green et al., 2004). O Holle Filler € um modulo do Pathologic
utilizado para localizar enzimas ausentes nas vias metabdlicas através de andlise de
similaridade de sequéncia.

Para inferir a presenca de tais enzimas, esse moédulo gera um arquivo contendo
todas as sequéncias de proteinas obtidas do UNIPROT (UniProt Consortium, 2008) que se
referem ao EC number das enzimas ausentes, independentemente do organismo a que elas
pertencem. Utilizando o software BLAST (Altschul et al., 1997), as sequéncias de enzimas
do UNIPROT séo comparadas com todas as enzimas contidas no arquivo de anotacéo. Ao
final desse processo, é exibida uma janela contendo todas as inferéncias feitas pelo Hole

Filler para que sejam manualmente confirmadas.
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3.1.4. Andlise de similaridade
A andlise de similaridade dos genes envolvidos na via de redugdo de nitrato foi
efetuada utilizando o banco de dados UNIPROTKB na categoria BLASTp.

3.1.5. Andlise dos dominios proteicos e das familias das proteinas estudadas

As familias das proteinas assim como os dominios protéicos conservados, presentes
no operon e em genes adjacentes, foram analisados através do banco de dados

InterProScan, que pode ser acessado através do endereco (https://www.ebi.ac.uk/interpro).

3.1.6. Alinhamento Multiplo de Sequéncias

3.1.6.1. Coleta de dados bioldgicos

Para ter acesso as sequéncias de aminoacidos de proteinas ortdlogas referentes as
subunidades da enzima nitrato redutase resperatoria (NAR), foi utilizada a base de dados
Uniprot, que pode ser acessada por: http://www.uniprot.org/. Para tal foi utilizado o “BlastP”
para procurar os mesmos polipeptideos nas demais espécies do género Corynebacterium.
Em adig&o, foram acrescentadas as sequéncias obtidas das espécies E. coli pois é a Unica
enzima do tipo NAR que possui a estrutura de cristal determinada até o presente momento,
M. tuberculosis e M. bovis por serem bactérias patogénicas filogeneticamente proximas a C.
pseudotuberculosis as quais ja possuem varios estudos referentes reducdo de nitrato
respiratéria por meio desta enzima e também Bacillus subtillis representar um dos
organismos gram-positivos ja bem caracterizados na literatura quanto a presenca desta
enzima. No Quadro 1, podem ser visualizadas as espécies usadas nesta etapa do trabalho.

As sequéncias homodlogas de aminoacidos de cada organismo em estudo
correspondentes ao mesmo polipeptideo foram salvas em um documento multifasta que
serviram como arquivos de entrada para realizar a préxima etapa, o alinhamento mdultiplo de

sequéncias.
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Quadro 1 - Espécies utilizadas no alinhamento multiplo de sequéncias.

Espécies Genes Referéncias
Corynebacterium pseudotuberculosis narG; narH; narl; Ruiz et al., 2011
Corynebacterium diphtheriae narG: narH: narl; Cerdefio-Tarraga et al., 2003
Corynebacterium glutamicum narG; narH; narl; Ikeda & Nakagawa, 2003
Corynebacterium striatum narG; narH; narl; Qin X et al., 2009
Corynebacterium efficiens narG; narH; narl; Nishio et al., 2003
Corynebacterium casei narG; narH; narl; Monnet et al., 2012
Mycobacterium bovis narG; narH; narl; Garnier et al., 2003
Mycobacterium tuberculosis narG; narH; narl; Cole et al., 1998; Sohaskey & Wayne, 2003
Escherichia coli narG; narH; narl; Blasco et al., 1989
Bacillus subtillis narG; narH; narl; Hoffmann et al., 1995; Kunst et al., 1997
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3.1.6.2. Clustal W

ClustalW é uma ferramenta para alinhar trés ou mais sequéncias em conjunto de
uma maneira computacionalmente eficiente.

O acesso a ferramenta Clustal W foi realizado pelo site da EMBL — Europe Molecular
Biology Laboratory, a partir do site:
http://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustal\W/

Executar a ferramenta a partir do formuléario on-line é um processo simples de etapas

multiplas, que se resumem em:
Etapa 1: Arquivo de entrada contendo as sequéncias no formato FASTA,;

Exemplo:

Arquivo  Editar Formatar Exibir Ajuda

»>C_pseudotuberculosis narl ol
MHSYDMFLWVAFPWLATAAFAVGVSWRNRTDQFGWTTHSSQIYESTLLRLSSPLFHYGMM
FVILGHVMGLAFPKSWTRAVGINDHAYHLIATIPGTIAGIAAVVGLCGLIYRRVSNKAVE
LSTSKSDKVMYILLTLAILSGFIATVSTQVFGGPHGYDYRETISPHLRQLFVFNPVPELM
MDVPUQFKVHVVAGFTMLAVWPFTRLVHAFSAPVGYVHRPYVWYRSRDITTQPSQQHVAW
APVQHDKNQSKDEAGWNAGA

>C7diphtheriae| narl
MHSYDMFLWVAFPHLATAAFAVGYSHRWRTDQFGWTTHSSQIYESTLLRLSSPLFHYGMM
FVILGHVMGLAFPKSWTRAVGINDHAYHLIATIPGTIAGIAAVIGLCGLIYRRVSNKAVL
LSTSKSDKVMYTLLALATFSGFIATVSTQVFGGPHGYDYRETISPHLRQLFIFNPTPELM
LDVPWQFKVHVISGFTMLAVIWPFTRLVHAFSAPVGYVNRPYVWYRSRDITTQPSQQHVAKW
APVQHDKNQSKDEAGWTGA

>C_glutamicum narl
MSNFETFLWVAYPHLCIAAYITGISWRWRADQFGWTTHSSQIYESKLLRIASPLFHWGMY
FVWIGHLMGLAIPKSWTQAVGISDAAYHLIATIPGTIAGIAAVLGLIGLIIRRVINKTVF
LSTSRSDKVMYVLLGAALLSGFIATVSTQVFGGAHGYDYRETISPHLRQLLIFNAQPELM
ADVPWEFKVHIVAGFTLIALWPFTRLVHAFSAPVGYVTRPYVWYRTRDTTSEPARQNVAW
EPTIRSVKNQLDNDSKWHGA

»C_striatum narl
MDYFNNFLWGAFPWLATAAFFVGIFWRWRTDQFGWTTHSSQIYESKLLRLSSPLFHWGMY
FVWIGHLMGLAFPKSWTRAVGISDHAYHLLATIPGSIAAVAVILGFLGLLYRRIVNRSVF
LSTSSSOKVMYFFLALALLSGTIATFSTQVFGGPQGYDYRETISPHLRQLLIFNIHPEWM
ADVPUQFKVHVLCGFTIIAVWPFTRLVHAFSAPVGYVTRPYVVYRSRDQRTTOMRSHTAW
EPVRSHRAQLDANETPAHGA

>(_efficiens narl
MSNFETFLWVAFPWLCIAAFITGISWRNRTDQFGWTTHSSQIYESKLLRLSSPLFHWGMY
FVWIGHLMGLAIPKSHTAAVGISDAAYHLIATIPGTIAGVAVILGLIGLLYRRIANRTVF
LSTSKSDKVMYLLLGAATLSGFIATVSTQVFGGPHGYDYRETISPHLRQLLIFNAQPELM
ADVPWEFKVHVVAGFTLIAVWPFTRLVHAFSAPVGYTTRPYVWYRSRDITARPVRHDSGH
DPVRSVKAQHDDEARWHGA

»C_casei narl
MEYFENFLWGAFPWLAIVAFFVGIFWRNRTDQFGWTTHSTQIYESKLLRVSSPLFHWGMY
FVIVGHLMGLAIPKSWTQSVGISDEFYHLIATYPGALAATATCLGLAGLIYRRVVNRSVF
LATSRSDKVMYVLLGGAILTGTIATLTLQLFDIQGTHGYDYRESISPHWLRNLLIFNIQPE
LMSEVPUPFKLHVLAGFTLIAVWPFTRLVHAFSAPVGYVHRPYVWYRSRDSRTTDMRSHY

VI

Figura 6 - Formato multifasta do arquivo de entrada para alinhamento multiplo no CLUSTALW.

Etapa 2: Defincdo dos pardmetros. Os parametros utilizados para gerar o
alinhamento ndo foram alterados, foram realizados na definicdo padrdo, como sugeridos
pelo site e pelos autores da ferramenta. Somente o formato do arquivo de saida foi alterado
para formato FASTA;

Etapa 3: Submisséo e execucdo do alinhamento.

29


http://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalW/

3.1.6.3. Edic&o do alinhamento e analise de similaridade

Para tal, foi utilizado o software Jalview (http://www.jalview.org/). Os residuos foram

coloridos de acordo com as suas propriedades fisico-quimicas, como se segue:

Quadro 2 - Correlacdo entre as propriedades fisico-quimicas dos residuos e as cores
utilizadas no alinhamento mdltiplo de sequéncias.

Alinfatico/Hidrofébico ILVAM

Aromatico FWY
Positivo

Negativo

Hidrofilico STNQ

Conformacionalmente especial
Cisteina C

O indice de conservacdo em cada posicdo do alinhamento foi avaliado pela
modificagdo na intensidade de cor em cada posi¢do. As colunas mais conservadas em cada
grupo apresentaram as respectivas cores em um tom mais forte, enquanto que as colunas
com residuos menos conservados apresentam as cores mais desbotadas dos seus

respectivos residuos.

3.2. Analises in vitro
3.2.1. Obtencao das amostras

3.2.1.1. Linhagens bacterianas e condi¢gdes de cultivo

As linhagens bacterianas utilizadas neste estudo para avaliacdo fenotipica e
genotipica foram provenientes da bacterioteca do LGCM e estdo apresentadas no Quadro 3.
As referidas linhagens foram cultivadas em aerobiose a 37° C em meio - Infusédo Cérebro-
Coracdo (BHI), por 48 horas, apds esse tempo foram testadas quanto a capacidade de

reducdo de nitrato.



Quadro 3 - Linhagens utilizadas nas andlises fenotipicas e genotipicas referentes a atividade da nitrato redutase.

Espécie Anlmal{ Pais de origem Laboratorio referéncia Accesso NCBI
Hospedeiro
C. pseudotuberculosis 31* Bufalo Egito, Cairo University Mohammad Salah / Selim, S.A. NC 017730.1
C. pseudotuberculosis 162* Camelo UK, Veterinary Laboratories Agency Prof. C_hrlstopher .G' Dowson NC 018019.1
(University of Warwick)
C. pseudotuberculosis 1002* Cabra Brazil, UFBA UFBA NC 017300.1
C. pseudotuberculosis 258* Cavalo Belgium, University of Ghent Prof. C_hnstopher .G' Dowson NC_017945.1
(University of Warwick)
C. pseudotuberculosis 1/06 A* Cavalo USA, University of California gglﬁloizg)d Walker (University of NC_017308.1
C. pseudotuberculosis FRC41* Humano Franca, Hospital Necker-Enfants Malades | Dr. Samer Kayal NC 014329.1
C. pseudotuberculosis C231* Ovelha Australia, CSIRO Robert Moore NC 017301.1
C. pseudotuberculosis PAT10 Ovelha Argentma, Universidad Nacional de la Dra. Silvia Belchior NC_017305.1
Patagonia San Juan Bosco
: . . . : Prof. Christopher G. Dowson
C. pseudotuberculosis 262 Bovino Belgium, University of Ghent (University of Warwick) N30 sequenciada
C. pseudotuberculosis 137 , Israel, ~The  Hebrew  University of Dr. Nahum Shpigel ~ .
Bovino Jerusalem N&o sequenciada
C. pseudotuberculosis EG37 Bufalo Egito, Cairo University Mohammad Salah / Sefim, S.A. N&o sequenciada
C. pseudotuberculosis EG42 Bufalo Egito, Cairo University Mohammad Salah / Sefim, S.A. N&o sequenciada
. - .
C. pseudotuberculosis CIP5297 Cavalo Kenia Institut Pasteur, Franca. N30 sequenciada

*Linhagens testadas genotipicamente




3.2.2. Avaliacéo fenotipica das linhagens de C. pseudotuberculosis

3.2.2.1. Prova de reducéo de Nitrato

A reducédo de nitrato foi determinada semeando-se o microrganismo em caldo BHI
contendo nitrato. Este meio € um caldo nutritivo suplementado com 0,5% de nitrato de
potassio (KNO3) como fonte de nitrato. Foi adicionado 0,1% de agar o que Ihe permitiu ser
semi-sélido de modo a impedir a difusdo do oxigénio para o meio e assim favorecer um
ambiente anaerdbio necessario para a redugdo do nitrato. Apés a incubacao (48h a 37°C), a
cultura foi examinada para verificar a presenca de ions nitrito no meio. A capacidade do
microrganismo para reduzir o nitrato a nitrito foi testada pela adicdo de dois reagentes:
solucdo A (ac. Sulfanilico) e solugdo B (a-naftilamina). O nitrito, quando presente no meio,
reagiu com esses reagentes produzindo uma mudanca de cor imediata para vermelho
(Figura 7).

Nos meios que continham as linhagens que ndo apresentaram nenhuma alteracdo
da cor quando adicionados os dois reagentes (solucdo A e B), foi adionado uma pequena
guantidade de zinco em p6, com a finalidade de averiguar se havia presenca de nitrato no
meio. O principio desta metodologia é devido a capacidade natural do zinco em reduzir o
nitrato para nitrito. Sendo assim, apos a adi¢do do zinco, este ira reduzir o nitrato presente
no meio para nitrito, o qual este Ultimo, por sua vez, ira reagir com os reagentes A e B,
havendo, portanto, uma mudanca imediata da cor do meio para vermelho. Isto comprova
gue apesar do nitrato estar presente no meio, as linhagens nao foram capazes de reduzir o
nitrato para nitrito, 0 que sugere a incapacidade das mesmas em produzir a enzima nitrato

redutase essencial para a catalise de tal reagéo.

_ _NH, N=N ClI
NO; + -
HO38” 3
O3S HOsS 1% Etopa
Acido Sulfanilico

NH,
N=N

F N=N— r—SOH
a-nafiaming

AZo-corante

Figura 7 - Esquema de reacfes de duas etapas consecutivas no processo de analise dos resultados
guanto a capacidade de reducédo de nitrato pelas linhagens estudas. O composto formado (azoto-
corante) apresenta uma ligacéo entre os dois atomos de nitrogénio que ligam seus anéis.
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3.2.3. Avaliagdo genotipica das linhagens de C. pseudotuberculosis

3.2.3.1. Extrag&o do DNA

A extracdo do DNA gendmico foi feito da mesma maneira para todas as linhagens
utilizadas nesse estudo. As amostras foram cultivadas em tubos Falcon de 50 ml (com 30 ml
de caldo BHI). Esse material foi centrifugado por 15 minutos a 4.000 rpm.O pellet foi
ressuspenso uma vez com 600 uL de Solucdo1 (EDTA — ph:8.0 — 10mM; Tris- HCI — pH :
7.0 - 10mM; NaCl — 300mM; agua destilada g.s.p. 100 ml). A suspenséo foi transferida para
tubos de 2ml contendo beads que foram homogeneizados (Precellys) por2 ciclos de 20
segundos a 6500rpm com intervalos de 30 segundos.

Posteriormente, nos tubos contendo beads foram adicionado fenol até completar o
volume, em seguida foram agitados no vortex e centrifugados a 13000rpm por 7 minutos. A
parte superior foi transferida para novos tubos, o qual foi adicionado 1 ml do fenol, foi
agitado no vortex e centrifugado a 13000rpm por 7 minutos. A fase aquosa foi transferida
para novos tubos o qual foi adicionado 1 ml de cloroférmio, agitado no vortex e centrifugado
a 13000 rpm por 7 minutos. A fase aquosa foi transferida para novos tubos, em uma
quantidade 500 pL, foi adicionado 1250 yL de etanol etilico, 50 yL de NaAc 3M e 5 pL de
Glicogénio 20mg/ml. Foi deixado precipitar no freezer -20°C overnight. Apds a precipitacao,
foram centrifugados a 13000 rpm por 15 minutos, foi desprezado o sobrenadante e foi
adicionado 1000 pL de etanol 70% gelado, e deixado no freezer por 15 minutos e
centrifugado a 13000 rpm por 20 minutos, hovamente o sobrenadante foi descartado e
deixado secar na estufa a aproximadamente 60°C por 1 hora. Finalmente, o pellet foi

ressuspenso em 50 uL de tampao BE.

3.2.3.2. Eletroforese em Gel de Agarose

Para checar a qualidade e presenca do DNA total extraido cada amostra foi, aplicada

em gel de agarose horizontal 1%, conforme descrito por Sambrook (1989).
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3.2.3.3. Primer design

Para confirmar a presenca dos genes responsaveis pela reducdo de nitrato nas
espécies pertencentes ao biovar Equi, foram desenhados pares de primers para
identificagdo do operon NAR.

Os primers usados neste estudo estéo listados no Quadro 4. Todos os primers foram
obtidos a partir das sequéncias dos genes correspondentes do novo genoma sequenciado
de C. pseudotuberculosis 31 (Ramos et al.,, 2013). Para a construcdo dos mesmos, foi
utilizado o] software Primer3 (http://www-
genome.wi.mit.edu/genome_software/other/primer3.html).

Quadro 4 - Primers e seus respectivos genes utilizados neste trabalho.

Tamanho
PCR

produtos Fonte/Referéncia

Genes Primers Sequencias (5’ -> 3’)

(bp)
narT NART-F GCTGAAGCAAGTTCGTGTCT 202
NARK-R GTAACGGTCAGAGAACCATCC

nark NARK-F GCTGAAGCAAGTTCGTGTCT 202
NARK-R GTAACGGTCAGAGAACCATCC

narG NARG-F | CAACGTGGTACCTGGTATCTG 200 5 o trabalh
NARG-R | CATAGGGAGAGCGAGAACAA resente trabalho

narH NARH-F GATTCTACTGACCGCCATCTC 196
NARH-R ATCAGTACCTGTCATGCCTACC

nard NARJ-F CGTGATGGTATAGAGGTGCTG 198
NARJ-R GTTGGAAGCAGTAGGGAAGGGAG

narl NARI-F CTGTATCCACACAGGTGTTCG 215
NARI-R GTATCCTACAGGCGCTGAGA

3.2.3.4. PCR

Foi realizado um PCR de gradiente para determinar a temperatura ideal de cada
primer. Para amplificagdo de fragmentos contendo regides do genoma foram utilizados os
iniciadores citados no Quadro 4. As reacdes foram efetuadas da seguinte maneira: para
amplificacbes de fragmentos de no maximo 200pb, utilizou-se 1 pmoles/uL de cada
iniciador; 0,25 mM de dNTPs; 0,1 unidade de Tag DNA polimerase (Phoneutria); tampé&o IVB
(Phoneutria) e 20 ng do DNA gendmico extraido, para um volume final de 25 pL. A
amplificacdo por PCR foi realizada sob as seguintes condi¢des: primeira desnaturacdo a
95°C durante 4 minutos, seguida por 30 ciclos de desnaturacdo a 95°C durante 30

segundos; A temperatura de anelamento foi varidvel dependendo da combinacdo de
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primers, durante 30 segundos; extensdo a 72°C durante 5 minutos; e extensao final por 8
minutos a 72°C. Para amplificacdo de fragmentos com tamanho superior a 2000pb foi
utilizada uma Taq DNA polimerase Long-Range (Quiagen). Todo o volume da reacédo foi
aplicado em gel de agarose a 1% e realizada a resolucéo eletroforética. Apds identificacéo
da melhor temperatura de anelamento foi realizada aplificacdo sob as mesmas condi¢des
descritas, variando apenas a temperatura de anelamento quando necesario. Os produtos
foram amplificados em gel de agarose 1% (p/v) e visualizados por coloracdo usando

brometo de etidio.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

Parte | — Analises in silico para identificacdo da cadeia respiratéria de C.
pseudotuberculosis

4.1. Identificacdo e caracterizacdo do operon nar de C.
pseudotuberculosis biovar Equi através de analises in silico

4.1.1. Alinhamento multiplo

As sequéncias de proteinas dos genes do operon nar usadas para identificacao
deste operon em C. pseudotuberculosis 31 foram obtidas a partir dos genomas de C.
diphteriae, C. glutamicum e M. tuberculosis. Outros organismos como C. efficiens, C.
striatum, C. casei, B. subtillis e E.coli, que também apresentaram o operon nar em
seus genomas, foram usados a fim de se observar a vizinhanga e conservagao génica

das mesmas (Figura 8).

Corynebacteriumpseudotuberculosis

narl nar. na na nal narT |}

Corynebacteriumdiphtheriae

ST N T N | N T T T S Rart

Corynebacteriumglutamicum

QPR B 2 N . S T

Corynebacteriumefficiens

A
—< narl K‘ nard < T T & na h
Corynebacterium striatum

A
—< narl K‘ narJ < nal Tl N nai
Corynebacteriumcasei

STT: S [T, T BT N N B BT

Mycobacteriumtuberculosis

Bacillus subtillis
A
—< narl K narJ nai nark
A |

Escherichia coli

Figura 8 - Organizacdo dos genes associados a reducdo de nitrato entre as linhagens
utilizadas para o alinhamento mdltiplo.
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Pode-se observar a partir desta figura, que dentre os organismos pertencentes
ao género Corynebacterium que possuem o cluster narKGHJI, somente C.
pseudotuberculosis e C. diphteriae possuem a montante deste operon o gene narT
envolvido no transporte de nitrato e/ou nitrito. Além disso, apesar de estarem
presentes em C. diphteriae, tais genes ainda nao tiveram sua funcdo descrita na
literatura. Por outro lado, estudos e andlises gendmicas de C. glutamicum revelaram
gue o cluster narKGHJI é potencialmente relevante na reducéo e transporte de nitrato,
sendo esta bactéria capaz de utilizar nitrato como um aceptor final de elétrons.

Ja em M. tuberculosis Malm et al. (2009) identificaram que o narGHJI media a
reducdo de nitrato, ndo somente sobre condi¢cdes anaerdbicas mas também sobre
condi¢cBes aerobicas. Isto esta de acordo com dados de Sohaskey & Wayne (2003),
que relataram que a expressao de narGHJI ndo era dependente de anaerobiose
(Malm et al., 2009; Sohaskey & Wayne, 2003). Além disso, pode-se observar através
da analise do genoma sequenciado a presenca de quatro cdpias de narK, nomeados
de narK1, narK2, narK3 e narU. Neste microrganismo, nenhum dos narK homélogos
estdo localizados a montante de narGHIJ. Porém, narK2 que esta diretamente
envolvido na regulagdo do nivel de atividade da enzima, esté localizado a montante do
gene denominado narX, que foi proposto para codificar uma “nitrato redutase fundida”.

Ja E. coli apresenta um conjunto extra de genes resposaveis por codificar uma
segunda enzima nitrato redutase ligada a membrana, a qual é expressa em niveis
muito baixos e de modo independente de oxigénio (FNR) e nitrato/nitrito, estando
presente nas células apenas em niveis basais. Essa expressdo constitutiva sugere
gue NarZYV poderia auxiliar a bactéria na transicdo do metabolismo aerébio para o
anaerébio, representando assim, um mecanismo extra de adaptacdo a ambientes
variaveis guanto aos difrentes niveis de oxigénio encontrados em ambientes variados.

As sequencias foram alinhadas contra o genoma de C. pseudotuberculosis
usando blastp, todos os genomas usados como referéncia apresentaram similaridade
ao nivel de aminoéacidos entre os genes narKGHJI, através do progama ARTEMIS

pdde-se estudar a disposicdo dos genes em C. pseudotuberculosis (Figura 9)
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Figura 9 - Vizinhanca do operon narKGHJI e do gene narT identificado no genoma de C.
pseudotuberculosis 31. A organizacdo génica do operon narKGHJI de C. pseudotuberculosis
31 foi obtida a partir do programa ARTEMIS.
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A esse respeito, € interessante observar que no genoma de C.
pseudotuberculosis 31 sdo encontrados tanto a jusante como a montante dos genes
envolvidos na reducgédo de nitrato (narKGHJI e narT), genes envolvidos na biossintese
e transporte do cofator de molibdénio, sendo este cofator essencialmente importante
para catélise enzimatica da enzima nitrato redutase ligada a membrana, o qual
representa o sitio ativo enzimético. Porém, a maneira pela qual tais genes sao
expressos e regulados nesta bactéria permanece ainda ndo compreendido e mais
estudos s@o necessarios para uma melhor compreensdo dos mecanimos de utilizagdo
dos mesmos sob determinandas condi¢des especificas que podem ser encontradas

por essa bactéria patogénica em seus hospedeiros.

4.1.2. Confirmacéo in silico do operon

A analise das sequéncias dos genes codificadores das subunidades
protéicas, integrantes do operon narKGHJI de C. pseudotuberculosis, foi realizada
através da ferramenta FGENESB disponivel no site www.softberry.com, através
dessa andlise p6de ser observado que estes genes fazem parte de um operon e

gue sdo transcritos em uma Unica unidade transcricional (Figura 10).

Prediction of potential genes in microbial genomes
Time: Tue Jan 1 00:00:00 2005

Seq name: Cp3l

Length of sequence - 8262 bp

Number of predicted genes - 5

I Number of transcription units - 1, operons - 1 |
N Tu/Op Conserved S Start End Score
pairs (N/Bwv)
1 l1op 1 = CDS 1 - 780 277
2 NFopiE 2 = CDS 783 - 1470 234
3 1 op 3 = CDS 1474 - 3075 681
4 1 op 4 - = CDS 3075 - 6797 5795
5 1 o0p 5 = CDS 6840 - g171 553

Figura 10 - Resultado da andlise das sequéncias dos genes codificadores das subunidades
proteicas pertencentes ao operon narKGHJI de C. pseudotuberculosis, através da ferramenta
FGENESB. Em torno do circulo vermelho estd a indicacdo de que os genes sao transcritos
juntos, em uma Unica unidade transcricional.
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4.1.3. Caracterizagdo e analises in silico do metabolismo respiratério de
C. pseudotuberculosis usando como modelo a via respiratéria da nitrato
redutase

A andlise completa da cadeia respiratéria e da cada uma das enzimas
pertencentes a mesma pode ser visualizada nos anexos, daqui em diante sera

discutida com mais detalhes a via respiratéria da nitrato redutase.

4.1.4. Nitrato redutase respiratéria ligada a membrana de C.
pseudotuberculosis

O cluster narKGHJI e o gene narT foram identificados em C.
pseudotuberculosis, a estrutura de cristalografia das proteinas NarG, NarH e Narl que
formam o heterotrimero da narKGHI presente em E. coli foi usada para verificar a
conservacdo dos residuos presentes no sitio catalitico e de ligacdo aos cofatores. A
presenca de dominios conservados permite inferir que a funcéo destes genes em C.

pseudotuberculosis se mantém conservada.

4.1.4.1 NarG
NarG é um membro de uma superfamilia de enzimas bem definida, que utiliza

um cofator de Mo-bisMGD para a atividade catalitica. A subunidade NarG de E. coli
apresenta um aglomerado [4Fe-4S], designado FeS0 que é ligado por trés cadeias
laterais de Cisteinas (Cys 53, Cys 57 , e Cys 92 ) e por uma histidina (His 49) ( Figura
11A). A posigdo do FSO, entre 0 Mo-bisMGD e o cluster FS1 em NarH sugere um
papel direto no mecanismo de transferéncia de elétrons. Arg94, que esta perto de um
dos centros de pterina da por¢cdo Mo-bisMGD, também faz uma ligagédo de hidrogénio
com o ligante Cys93 de FSO, sugerindo um caminho para a transferéncia de elétrons
de FSO ao atomo de molibdénio (Mo) no sitio ativo. A importdncia da FSO na
transferéncia de elétrons para o sitio ativo é apoiada por estudos de mutagénese: uma
mutacdo H49 leva a perda de atividade da enzima (Bertero et al., 2003; Fedor et al.,
2014; Jormakka et al., 2004; Rothery et al., 2008).

O molibdénio é coordenado por seis ligantes: quatro atomos de enxofre do Mo-
bisMGD e uma interagdo bidentado de ambos os lados dos &tomos de oxigénio da
cadeia do grupo carboxilato do residuo aspartato 22 (Asp222) ( Figura 11 B). Este,
por sua vez, é altamente conservado em subunidades NarG de espécies bacterianas
gram-negativas e gram-positivas e se encontra completamente enterrado dentro do
sitio ativo, com o lado da face da cadeia carboxilato exposto a um ambiente
relativamente hidréfobo (Val578 e Tyr220) e com uma surpreendente falta de ligactes

de hidrogénio a outros atomos de proteinas. Assim, a carga negativa do ligando
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carboxilato neste ambiente é focado para uma interagdo 6tima com o &tomo de
molibdénio do cofator (Bertero et al., 2003; Fedor et al., 2014; Jormakka et al., 2004;
Rothery et al., 2008).

ra p—

Asp222

Val578

,_-

A B

Figura 11 - Subunidade NarG de E. coli. Em (A) agrupamento [4Fe-4S] (FSO) de NarG
coordenado por trés Cisteinas e uma Histidina, todas altamente conservadas. Em (B) sitio ativo
de NarG. O atomo de molibdénio é mostrado em azul e 0 Mo-bisMGD em marrom.

Em C. pseudotuberculosis linhagens 31 e 258 pertencentes ao biovar equi,
NarG é composta por 1240 residuos e a analise de similaridade realizada através do
BLAST, a qual se encontra resumida no Quadro 5, evidenciou que a mesma é
altamente conservada em termos de sequéncia com a proteina ortéloga de C.
diphtheriae, apresentando 97% de identidade e 99% de similaridade com a mesma.
Foram encontrados também altos valores de identidade com as subunidades NarG de
outras espécies de bactérias pertencentes ao género Corynebacterium, tais como,
80%, 79%, 77% e 75% com C. striatum, C. casei, C. glutamicum e C. efficiens,
respectivamente. Além disso, foram encontrados também os valores de indentidade

de 56% com M. tuberculosis e 46% com E. coli.
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Quadro 5: Resultados da busca por sequéncias similares a C. pseudotuberculosis linhagem
31.

Acesso/
Proteina | Organismo Tamanho | Identidade | Similaridade | Cobertura
Uniprot
C. diphtheriae 1.240 97% 99% 100% Q6NJA9
C. striatum 1.242 80% 88% 99% C2CL40
C. casei 1.258 79% 88% 99% G7I0H9
Nitrate
reductase | C. glutamicum 1.248 77% 87% 99% Q8NR68
alpha
subunit C. efficiens 1.249 75% 86% 99% Q8FQ39
NarG
M. tuberculosis 1.232 56% 70% 99% POWJQ3
B. subtilis 1.228 46% 64% 99% P42175
E. coli 1.247 46% 64% 98% P09152

Na busca por dominios proteicos conservados na sequéncia de NarG de C.
pseudotuberculosis realizada por meio da ferramenta InterproScan5, foi encontrado,
como esperado, que a mesma pertence a familia “nitrato redutase, subunidade alfa”
(Figura 12). Além disso, foi encontrado também o dominio “molibdopterina
oxidoredutase, dominio 4Fe-4S” (residuos 48 a 112) no qual o aglomerado FeSO se

encontra ligado a estrutura da mesma.

Protein family membership
=@ Mitrate reductase, alpha subunit{IPR0O06468)

Domains and repeats

———— > P Domain

Detailed signature matches

B |PRO0G4ES Mitrate reductase, alpha subunit
c > TIGROT
@ IPRO0ESE3 WMolybdopterin oxidoreductase, 4Fe-43 domain
L]
[ emmm—
@ IPRO0BSESE WMolybdopterin oxidoreductase
L > RO
B IPRO0S010 Aspartate decarboxylase-like domain
——— > > F
@ IPROOBEST Molydopterin dinucleotide-binding domain
> B PFO15BEMaY
B IPRO27487 WMolybdopterin oxidoreductase, molybdopterin cofactor binding site
- P PS00551MOLYBDOPTE. }

B IPRO0ESSS Maolybdopterin oxidoreductase, prokaryotic. conserved site

Figura 12 - Resultado da busca por dominios protéicos conservados na sequencia de
aminoacidos do gene narG de C. pseudotuberculosis. A figura mostra que o gene narG possui
o dominios protéicos molibdopterina oxidoredutase, dominio 4Fe-4S.
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Através de um alinhamento multiplo entre as sequéncias de NarG de C.
pseudotuberculosis e as de proteinas ortdlogas encontradas pelo BLAST, foi
comprovado que os trés residuos de cisteinas e o residuo de histidina responsaveis
pela ligacdo do aglomerado FSO em E. coli, encontra-se conservado em todas as
sequéncias analisadas, e corresponde aos residuos C-59, C-63, C-68 e H-55 na
sequéncia de NarG de C. pseudotuberculosis. O residuo de aspartato (Asp222) no
qgual o atomo de molibdénio se encontra ligado na estrutura de NarG de E. coli
também apresenta-se conservado em C. pseudotuberculosis (corresponde ao residuo
Asp228), assim como também em todas as outras sequéncias referentes aos outros
organismos utilizados no alinhamento multiplo.

A sequéncia proteica usada como referéncia foi a de E. coli, pois € a Unica para
a qual uma estrutura de cristal esta disponivel. O Quadro 6 mostra um resumo
referente aos resultados deste alinhamento, no qual sdo mostrados os residuos
correspondentes na sequéncia de NarG de C. pseudotuberculosis, como também a
conservacao de tais residuos entre as sequéncias alinhadas e a fungdo que cada um

desempenha na estrutura da proteina de referéncia.
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|B.subtilis/1-1228 L MKKKKRSPLFRRLNYFSPI|-EHHSNKHSQTTREDRD
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Conservation

--------- 00032238374439253352334 546

[E_coli/1-1247 98 SYSWYLYSANRL KYBMMBIKRLMKM AKAL - HSDPVEAWAS | | E.A AKSF KQA VNEL | AASNVY FSPIBAMSMVSYASBAR 205
IC_pseudotuberculosis/1-1240 103 S§F YTYSPTRVRYBYARGVLVDMYREAKQR - LGDPVLAWRE IQETP RDAY I SQ A | EMASAAHVY: FTVIBAMSQVSYSABTR 210
IC_diphtheriae/1-1240 103 SF YTYSPTRV YARGVLVDMYRDAKKR - LGDPVLAWRE IQETP REAYISQ A1 EMASAAHVY FTVIBAMSQVSYBABTR 210
IC_striatum/1-1242 104 §F YTYSPTRV YARGVLVDMF EKAKNGGDSVLAWRAIQEDP RKAY | SQ A1DIAAAAHVY FTVIBAMSQVSYBABTR 212
IC_casei/1-1258 100 S§F YTYSPTRIRYBYARGVLVDMYREAKER- LGDPVLAWRD IQQDP RNAY ISQ Al EMAAAAHVY! FTVIBAMSQVSYBABTR 216
IC_glutamicum/1-1248 110 S§F YTYSPTRIRYBY |RGVLVDMYREAKER - LGDPVLAWRD I VETP RKAYVSQ AME | AAAAHVY: FTVIBAMSQVSYBABTR 217
IC_efficiens/1-1249 107 SF YTYSPTRIRYBYVRGVLVDMYREAKKR - HGDPVLAWRE I VETP RQAY I SQ AIEIAAAAHIY: FTVIBAMSQV YRABTR 214
WM _tuberculosis/1-1232 108 S§F YSYSPTRVRYBYARGVLVEMYREAKTR- LGDPVLAWAD IQADP RRRYQQA ASEMVAAAHVH FSPIBAMSMVSHAABSR 215
IM_bovis/1-1232 108 §F YSYSPTRVRYBYARGVLVEMYREAKTR - LGDPVLAWAD IQADP RRRYQQA ASEMVAAAHVH FSPIBAMSMVSHAABSR 215
|B.subtilis/1-1228 102 §F IYSPLRVEKYRYVRGVL INL ALQT-HQNPLEAWKS | VENPEKAKSYKQA VLKL I SASLLY: FSPIBAMSM I SHASEBISR 209

Conservation
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w

EWVRCAAGTRTALAMAMBHY | 324
EWVRCAA TALAMAMBHYV | 324
DWLS | ROETEIGAL AMA| Vi 318

M_tuberculosis/1-1232 216 FVEL | VM T
IM_bovis/1-1232 2168 FVEL | VM T
1B.subtilis/1-1228 210 FMSLI PML

[E_coli/1-1247 208 YLSL I TCL CRIL VEQ A VRYKS T LwLAPKoBTHAAMAL AMBHVM 314
IC_pseudotuberculosis/1-1240 211 FLQN | VAL (ARIL 1\ A VRY K& T EWLRIEP AALAF AMEHV | 319
IC_diphtheriae/1-1240 211 FLQN I VAL AL 1RV A VRYKST EWLR I EP AALAFAMBHY | 319
IC_striatum/1-1242 213 FLQS| VAL AL -\ A SRYKST EWARIEPSSBIAALAF AMEHV | 321
IC_casei/1-1258 217 FLEMI VAL AL -\ A ARYRST EWAR I NP AALAF SME@HV | 325
IC_glutamicum/1-1248 218 FLAMI VAL AL 1\ S ARY KT EWAR | HP GALAFAMSHY | 326
IC_efficiens/1-1249 215 FLAQM I VAL AL -\ S ARYRST EWAR I NP GALAF AMBHV | 323

AL VE | A ARYRGIA

ARIL VR | A ARYRBIA

AL VEL A ARY KBIA

Conservation _h__.
] 86386

Figura 13 - Alinhamento mdltiplo entre as subunidades NarG de C. pseudotuberculosis, E. coli, C. diphteriae, C. striatum, C. casei, C. glutamicum, C.
efficiens, M. tuberculosis, M. bovis e B. subtilis. Os tridngulos de cor preta representam os trés residuos de cisteina e o residuo de histidina responsaveis
pela ligagdo ao aglomerado [4Fe-4S] na estrutura de E. coli. O triangulo de cor branca representa o residuo de aspartato responsavel pela ligagdo do atomo
de molibdénio do cofator Mo-bisMGD presente no sitio ativo na estrutura de E. coli. Os circulos pretos representam os residuos de valina e tirosina que
conferem ambiente hidrofébico no sitio ativo. Os circulos brancos representam os trés residuos de histidina presentes no sitio ativo que conferem carga
positiva ao sitio ativo. O quadrado preto representa o residuo de arginina responsavel pelo caminho para a transferéncia de elétrons de FS0 ao Mo atomo no
sitio ativo.
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IE_coli/1-1247 315 LREFHLDNPSQYFTDYVRRYTRMPMLVMLEERDG - - - - - - - - - - - YYAABRMLRAADLVDALGQ- - -ENNPE TVAFNT - NGEMVARN SIIFRWGEK- -G LEQR 406
C_pseudotuberculosis/1-1240 320 LKEFHVGKREPYFLNYMRKF SGFLVTLDQRED FLTASNTSD---PELKNSENATHRYLMMEKDGHV IDBGEBTVADHWGDAGVG LSLD 415
IC_diphtheriae/1-1240 320 LKEFHVGKREPYFLDYMRKF SGFLVTLEQRED FLTASNTSN---AELKNSENATHRYLMMEKDGRV I DBGETVADHWGEAGMG LSLD 415
C_striatum/1-1242 322 LKKFHVERQEPYFLNYMRKY SPFLVTLDERED FLTASQVSD---AELNSSPNATHRGLVMEEDGKVVDBGETVADRWDNN - SA LSLD 416
C_casei/1-1258 326 LKTFHVDRQEPYFLNYMRKF SAFLVALEETPDHTTDHTTEQSPAYTP FLTASQLEGDEYAELRESANATHRTLMMETNGKIVDBGEBTVADRWDES-TS LSLE 433
C_glutamicum/1-1248 327 LKEFHVDKKTPYFMDYMRKY SPFLVELDEHGD FLTADRAAD- I SPALAATPNAT RLLVLQKIGSVVD GBITVADRWGEEGMG LRLD 424
C_efficiens/1-1249 324 LKEFHVDRKTPYFLDYMRKYTRIAPFLVELDDRGD FLTAAGAAS-FDPELADTANATHRLLTIQADGRIVDBGEBTVADRWGEEGMG LRQD 421
W_tuberculosis/1-1232 325 LSECYVRNQVPFFVDYVRRY LPFLIKLEKRGD FLTAADIGEESE--- - - - NAAFKPALLDELTNTVVVRBQESLEFRFGEDGVG LDLG 416
W_bovis/1-1232 325 LSECYVRNQVPFFVDYVRRY LPFLIKLEKRGD FLTAADIGEESE- - - - - - NAAFKPALLDELTNTVVVRBOQBSLEFRFGEDGVG LDLG 416
Q

IB.subtilis/1-1228 319 LQEFYVNQETERF | EYAKQY FPFLVTLSKENG FLHAKD IGRK:- - - - - - TKHDQ PAVWDEQTSSFAI TM@SRWDGQ - -Q LHMI 408

Conservation

55 363355 67 797 47 385435 5239830 woime o 01144605475470873773 ' 6 380543-.06 372

IE_coli/1-1247 407 DGKTGEETELQLSLLG- - - - - SQDE | AEVGFBYFGGDGTEHF - - - NKVELENVLLHKLBVKRLQLADGSTALVTTIVYBLTLANYBLERGLNDVN--CATSYD@- VKAYT 504
IC_pseudotuberculosis/1-1240 PVMS |ADT- - - -EQFDTAEVLFBRFDLDASAED INGSGP IGAG IVHRGVBVRKV - - - - - DGALVTTVFRIMLAHYSVNREELNLPGSWPTSYERASEVGT 500
IC_diphthenae/1-1240 -PVMSMADT- - - -DQFGTAEVLFPBRFDLDASAEDINGSGPIGAG IVHRGVBVREV- - - - - DGALVTTVFRIMLAHYSBVNREELHLPGSWPSSYERASEVG 509
C_striatum/1-1242 PVMS | AET- - - -DSFETAEVLFBRFDLDADPADIGTDKPVGTG IVHRGVEBVRRV - - - - - DGKLVTTVFRBVMLAHYBVNREELNLPGSWPKDF YRIASEVGT 510
IC_casei/1-1258 PVMSMAET- - - -DSFGTAEVLFBRFDLDANPADVGSGKP IGAGVVHRGVEBYREI - - - - - NGVKYTTVFRLMLAHYSBVNREELNLPGSWPKDFHBIATEVGT 527
C_glutamicum/1-1248 --PVMT IADVQTD- - - TETAEVLFBRFDLPAT--A-TQEGPIGAGTISRGVETITL- - - - - NGRKYTTVFRVLLAHYSVNREELNLPGEWPKDFQ@P - VMGT 515
C_efficiens/1-1249 -PVISI|ADVEGATDTTGTAEVLFBRFDLAPT- -GTGETGPVGAGVISRGVRBTIEV- - - - - GGRKFTTVFRVMLAHY@VNREELNLPGEWPVDYH@P - VMGT 516
W_tuberculosis/1-1232 -PALSVEMDKAVNGDRSAELVTLBSFDTIDG - - - - - -« -« - HGETVSRGVBVRRA- - - - - GKHLVCTVFRLMLAHYBVARA- -GLPGEWPTGYHRRTQQNT 502
W_bovis/1-1232 PALSVEMDKAVNGDRSAELVTLBSFDTIDG- - - - - -« .- HGETVSRGLEBVRRA- - - - - GKHLVCTVFRILMLAHYSBVARA - -GLPGEWPTGYHBRTQQNT 502
1B.subtilis/1-1228 409 DEETGEPIEPRLSVLG- - - - - IEDEIGTVRIBYFSNDGNKV - - - - - -« - oo LERDLE I KKMNL - NGEETY I TTVFEIL | LANYSVNRG IGER- - - SAVSYD@- PEPF 405

Conservation
§32.-.... 63 341----0134544 3 4 4 40024131573594 01345

IE_coli/1-1247 505 MAWARCQ | VSRSQI | FADNADKTH GLINMLIFC QPLAFAL QRPARHMNSTSYFY 613
C_pseudotuberculosis/1-1240 510 BAWQEG | VPMAAA | F.QSAADSK TFLALTSMC QQYAMAT VRPPRQM I TTQF FY 618
IC_diphtheriae/1-1240 510 BAWQEG | VPTAAAI FAQSAADSK| TFLALTSMC QQAYAMAT VRPPRQM I TT'HF FY 618
C_striatum/1-1242 511 BAWQRG L VPADTAI FAQNAADSK| TFLALTSMC TQWAMAT QRPPRHMISTGFYY 819

QQWAMAT QRPPRHMVTTAFYY 636
AQYAFAT QRPP QMITTfi’FYY 624
GLYAFAT QRPP OMITTéFVY 825
Q TMAMAT SRPPRQVPGASYWY 611
Q TMAMAT SRPPRQVPGASYWY 611
QT IATAK EGVPKLQNGTSFFY 604

C_casei/1-1258 528 WOBTMTEVPANAA | FAQNAADSQ TFLALTSMC
C_glutamicum/1-1248 516 BAWQRE L VPANQA | FAQNADDSK| TFLALTSMC
C_efficiens/1-1249 517 WQREL VPANQA | FAQNADDSK| TFLALTSMC
W_tuberculosis/1-1232 503 BAWQES | VPAAQA I FARNATESG SVLALLMLT
W_bovis/1-1232 503 BAWQES | VPAAQAI FARNATESG SVLALLMLT
BB.subtilis/1-1228 406 @AWQEQOM I KKEAVV FAQNAIDTD AVLNLVLLYV

PP Prrrrrror
e O R e W T T Do D

Conservation

Figura 13 (continuacdo) - Alinhamento multiplo entre as subunidades NarG de C. pseudotuberculosis, E. coli, C. diphteriae, C. striatum, C. casei, C.
glutamicum, C. efficiens, M. tuberculosis, M. bovis e B. subtilis. Os tridangulos de cor preta representam os trés residuos de cisteina e o residuo de histidina
responsaveis pela ligagdo ao aglomerado [4Fe-4S] na estrutura de E. coli. O triangulo de cor branca representa o residuo de aspartato responséavel pela
ligacdo do 4&tomo de molibdénio do cofator Mo-bisMGD presente no sitio ativo na estrutura de E. coli. Os circulos pretos representam os residuos de valina e
tirosina que conferem ambiente hidrofébico no sitio ativo. Os circulos brancos representam os trés residuos de histidina presentes no sitio ativo que
conferem carga positiva ao sitio ativo. O quadrado preto representa o residuo de arginina responsavel pelo caminho para a transferéncia de elétrons de FSO
ao Mo atomo no sitio ativo.
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[E_colif1-1247

C_diphthenaes/1-1240
C_striatums1-1242
C_caseil1-1258
C_glutamicum/1-1248
C_efficiens/1-1249
_tuberculosis/1-1232
IM_bowerd-1232
{B.subtilis/1-1228

|E_colif1-1247

C_diphthenaes/1-1240
C_striatum/1-1242
C_caseir1-1258
C_glutamicum/1-1248
C_efficiens/1-1249
_tuberulosis’1-1232
M_bowsi1-1232
[B.subtilis/1-1228

|E_colif1-1247

C_diphthenae/1-1240
C_striatums/1-1242
C_casei/1-1258
C_glutamicum/1-1248
C_efficiens/1-1249

I _tuberculosial1-1232
IM_bowsel1-1232
(8.subtilis/1-1228

C_pseudotuberculosis/1-1240 724

B14 NHS S w YETVTAEELL MADKSRYTGH-L | [BIF NVRAERM) LBSARQLGTNPLT | AGEAEKABMNP - - - - WDYTWVKSLKEGS IRFAAEQRENG KNH NLF I SNL 717
C_pseudotuberculosis’-1240 610 FGTE w YBNSHASRLG LASRDV IGDKMLSBTMYEAMKR MBS YBQF NRNPLWVLADBAKNABMEY - - - - ADYVADQLQSGAMKF AYEDBSAFE ILLN THL 723
619 FGTE YBNSHASRLG LASRDAIGDKMLSETMYEAMKR MBS YBQF NRNPLWVLADBAKEABMEY - - - - ADYVADQLQTGQAMKF AYEDBSAPE ILLN THL 723
620 FATE H YBNSRASHLG LASHGV IGDKMYSETMAEAMRR MBAYBOF NRNNLLLAABAKEKEYD | - - - - NDYVVSQALKDGDLEF SYDNBSAEE ILLN THNL 724
837 FGTE w YBNTHASHLG LAQRNS |IGSKMVSBTMAESMRR MBAYROF NRNSLLLADBAAAABLDY - - - - KEY IPQQALESGELGFAYDDBSAEE ILLN THL 741
B25 LTTD w YBINTRANRLA LANRGTWGDKMTARTLVESMKR MBSFRGF NRNPL I LSQEBAEEKEYSY - - - - SDHIVQALTDGDLAFACEDBDAPE ILLN TNL 729
G286 LTTD w YBNTRADRLS LANRGSWVGDKLTSEBTL I ESMKR MBAYBAQF NENPLYVLSQEBAEDKE I TV . - - -QEHI AGALNSGELEFACEDRDAFPE ILLN TNL 730
612 AHTD w YBGYGADKLA V@R -GRFAGKHTMBILLTSATAM SEFYRQFDRSSLDVADBARAABRDY - - - -GDYVAEQLAQHKLKLS | TDRD NP | WL T ANL 715
G12 AHTD w BIGYGADKLA V@R - GRFAGKHTMBILLTSATAM SPFYRAFDRSSLDVADBARAABRDY - - - - GDYVAEQLAGHKLKLS | TDBDNP W WL T ANL 715
605 FATD YEDQP | SDLA IAASSRYKH.- - HABIYNVLAARL] LBSYRTFNQNG IDLYKBAEKABAATPEDVEGAYVASQLOQEKKLKF A IEDIBDNEVNF NLF W ANL 711
Conservation
3153642413 56528445 55 §706+4053 335 345 - - - 364403 67337
718 H YLLETEHG IQGKDLGQAGGVKBEEVDWODNGLE LBILVYVTLEFRLSSTCLY I I LTA Y| DEMN T S B FIHPLSAAVDPA A K S 826
T HLL® IDSDATAPEL- - QEGERBKT | TWRD - APH LBILMLTTEMFRNTSTTLY | I LEAA Y| NEMS S T B VLHSFNAAINPP ART E\n" 820
724 T HLL® IDSDATAPEL- -QEGERBQT | TWRD - APH LBILMLTTIBFRNTSTTLY |1 LA A TWY NEMSSTRMHBEY LHSFNAAINPP ARTEFEY 220
725 T HLL® IDSDATAEEL- - AAEDRBRT | KWVDEAPE LEBILMMT TIF RN TSTTLV I W L BA A TWY HEMSS TRMHB Y LHSF NAAINPP ARTEFEW 231
742 T HLLEVDSDATAEEL- - SEDERBET | TWRDEAP K| LBILMLTTBFRNTSTTLY I W L BA A TWY HEMSS TRIMHB Y LHSF NAAINPP ARTEFEY 848
730 T HMLEBVDSDASAEEN- - APEDRBSS | VWRDEAPE LBILMLTTIBFRNTSTTLY I WL BA A TWY HBL ST T@M FIHSFNAAINPP TRT EV 8368
731 T HML&VDSDATAQEL- -GPDERBAS | RWHDKAPE LBILMLTTI®FRNTSTTLV I W LRIAATWY HEIL ST T@M FIHSFNAAINPP TRS EW 837
716 G| HLLETDSNVQSDPP- - TDGVHRBRDWVVWDSD IPE LBL IMS | BFRMTSTTLW WL RBA A Y| SEL S5 TEM YWHSFSPAIDPP TRS@F DA 822
718 G HLLBTDSNVQSDPP.- - TDGVHRRDWVVWDSD IPE LBIL IMS | BFRMTSTTLY WL R A A | SEIL S S TBM YWVHSFSPAIDPP TRS@FGA 822
712 Hi HLLETTNGLMNDD - - - SDS |RIEE | KWREQAPE LBILL I NLEFRMAGTAL Y I W LEAA Y| HIBL S & T8 FIHPFAPAISAP siKS 817
Conservation I I _ I I J I I - l I . I I I
||
8 3 ] 45767360--63448 3603 2617 8806 176 7 a 77T ATTT7 4T
827 YKA | AKKFSEVCWG - HLGKETRIVTLP I Q SAABLAQPLD - VK| KKGECDL | KITAPH | MWW FPATYERF TS | LMEKIGNGG IAWNTQS!MDLLR-KLN 03z
C_pseudotuberculosis/1-1240 830 FRDLSKRFSEMAWT - WLGWAHDBWWTSPSH SPODEMT | ANG | VPl I NKWGY - - LT M P KM AW S K1 YE MHL LPASAGTAV TKFDWSKQVEE | AAING 935
830 FRDLSKRFSEMAET -WLGVOHBVWTSPSH SPOEMT | VNGWWPBI I DEVGF - - T P KA YSKIYE MH L LPASAGTAW TKFDVSKQWVEE | AAMNG 035
832 FRDLAASLSAKSAK-WLGWVQTRI ITQPSH SPDELSMPNG | VPRIVEKLGL - - WVITIMP KL H W Y TKIYE THL LPAKAG TV TKFNVEKQWKELEL ICG 037
849 FRDLSASLSAMSYR -WLGTQRBVWVTQPSH SPOELGMPNGVYPBIVEKMGY - - VITIMP KL AW Y TKIYE THL LTAKAGTAV TKFDVSKQWKELEL ICG 954
837 FHDLTKEFSSQAAT -WLGTQTRW I TAP | A SPOELNMPGG | VPRI DEVGL - - KITMAK | | P S KVYE THL LTAKAGTGT TAFNVTKQTEELAL ING 842
838 FHDLAKEFSKHAGK -WLGTQTEW | AAP | A TADBLSMPGG | VPBILERAGY - - RTMAKL | PV Y TQVYE THM LVEKLGTGT TPFNWSRAVOEMKL ING 943
823 FAA| ARAFSALAKR-HLGTRTREVWVLTALQ TPOEMAYPDGTER LATGEVPV RITMS KL TV T ALY D LTL LIDQFGMTT WY TWHPFREWVSELAANFG 930
B23 FAA| ARAFSALAKR- HLGTRTRWVWLTALQ TPOEMAYPDGTER LATGEWPY RTME KL TV T ALYD LTL LIDQFGMTT WY TVHPFREVSELAANFG 030
818 FKALSKAVEDLAEEVDMEPVKEVVATPLL TMOELAQPFGKIN SKGECEA| KITIMP N |G | Y IKHIFHEMTAL NVALKPSGT MSWS | ADEYESLKQRLG 926
Conservation
35+7437 33723-404335 55752 684 53635348543030457

Figura 13 (continuac&o)

Alinhamento multiplo entre as subunidades NarG de C. pseudotuberculosis, E. coli, C. diphteriae, C. striatum, C. casei, C.

glutamicum, C. efficiens, M. tuberculosis, M. bovis e B. subtilis. Os tridangulos de cor preta representam os trés residuos de cisteina e o residuo de histidina
responsaveis pela ligagdo ao aglomerado [4Fe-4S] na estrutura de E. coli. O triangulo de cor branca representa o residuo de aspartato responsavel pela
ligacédo do 4&tomo de molibdénio do cofator Mo-bisMGD presente no sitio ativo na estrutura de E. coli. Os circulos pretos representam os residuos de valina e
tirosina que conferem ambiente hidrofébico no sitio ativo. Os circulos brancos representam os trés residuos de histidina presentes no sitio ativo que
conferem carga positiva ao sitio ativo. O quadrado preto representa o residuo de arginina responsavel pelo caminho para a transferéncia de elétrons de FSO

ao Mo atomo no sitio ativo.
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IE_coli/1-1247 933 YTKAEGPAKGQPMLNTAIDAAEMILTLAPETNEBQVAVKAWAALSEF TGRDHTHLALNKEDEKIRFRD IQAQRRKI IS TWS.LEDEHVSYNAOYT VHEL I RTLSE 1041
IC_pseudotuberculosis/1-1240 936 - VNET - SFGPRPRLDTAIKVINAILHMSGVS EVAAEBFKFLSKRTGKDLTYVLGENNRDAR I TWDD | KERBAEVLT EWTADKRNGRRYTAFSINIEHDKBFHTLTE 1042
IC_diphtheriae/1-1240 036 - VEDT- SFGPRPRLDTATKVINAILHMSGVS EVAAEBFKFLSKRTGKDLTVLGESNRDARI TWDD | KERBAEVLT EWTADKRNGRRYTAFSINIEHDKBFHTLTE 1042
IC_strigtum/1-1242 938 - TSKT-SMGEL IDLSKDTKVIDAILHLSGVS ELAKQBFEYLSSRTGRDMTPLAASDEDVRISWDS | KERBTEVLT EWTADKRNKRRYTAFS INVEFDK HERL T 1044
IC_casei/1-1258 955 - TSET- SMGELVDLTKDTKVIDAILHLSGVS EVAANGIFDYLSSRTGKDLSPLAASDKDVRINWDA IKERBTQVIT EWTADKRNNRRYTAFSINVEFDK HEL T 1081
IC_glutamicum/1-1248 943 - TSI TESAGERPRLDSAVKAIEMILHLSGVS EVAAEBF KNQGARVG TDMMDL | ADHEGTH | NWDMVKERBAEW I T EWT.SKKDGRRYTAFSI IEYDKPBWHTL S@& 1050
IC_efficiens/1-1249 944 - TGMTQSAGERPLLNSAVKAIEMILHLSGVS EVAAEBFRNQGARVGTDMMDL | AGQEGTR I NWDQVKERBMEW | T EWSADKRNGRRYTAFSINLEYDKBWHTL S@& 1051
_tuberculosis/1-1232 931 - VMNSGVAVGRPAITTAKRMADVILALSGTC RLAVEBFLELEKRTGQRLAHLAEGSEERRITYADTQARBVPVIT EWSBSESGGRRYAPFTINIEHLKBFHTLTE 1032
M_bows/1-1232 931 - VMNSGWVAVGRPAITTAKRMADV I LALSGTC RLAVEGIFLELEKRTGQRLAHLAEGSEERRITYADTQARBVPVIT EWSBSESGGRRYAPFTINIEHLKBFHTL T 1038
\B.subtilis/1-1228 927 EITSDSVAKGCPNISEAKQAAEAILTLSSTS KVAVKAWESLENI TNLKLKDLAEEREEECFTFEQITAQRBKTVIT AFTEBISEKGGRRYSPFTTNVEKL | REAL T 1035

Conservation I I ‘ . _ H I - . h I l . ‘ ﬂ . h . _ H I

6326G.5743462+7 § G 2374347 ES 43 33 4 3744346 77 :

[E_coli/1-1247 1042 RQQLYQDHQWMRBF SLLVY PIDTRSVKEVIG.- - - - - QKSNGNQEKALNF L NLLMLTLG PVVWLSEARAKDLG | A 1 S 1145
|C_pseudotuberculosis/1-1240 1043 RMHY Y | DHDWF MBI Y| ALPVF PLDRLHLNGETRPGEFLSGENGDPEVTVRYL N NLHVLSWVS QV IWMSD KBAEK | GVK| 1 R 1151
|C._diphtherae/1-1240 1043 RMHYY | DHDWF MB Y SLPVF PLDRLHLNGETRPGELLSGENGDPEVTVRYL N NLHVLSVS Qv IWMSDKBAEK | GVK| 1 R 1151
IC_strigtum/1-1242 1045 RMHY Y | DHDWF MB Y ALPIF PLPHLHMHGEFAPGQTLQNERGEVEVTLRYL N NLHVLS IS QVVWMS D KBAAK I GVK V| R 153
IC_caseis1-1258 1082 RMHY Y | DHDWF MBY SLPVE PLDHLHLHGEFNPGETFD- KNGEVEISLRYL N NLHVLS S QV IWMSNKBAEK I GVA V| R 1169
IC_glutamicum/1-1248 1051 RMHYYLDHDWF | BYGEQLP | F PLDKIHINGEVGPGQSVTGTDGEPEVTWVRYL N NLHVLS IS QV IWMSNKBAEKLG | A I R 1159
IC_efficiens/1-1249 1052 RMHYYLDHDWF | BYGBQLP | F PLDKIHINGEMGPGETSTGRDGEPEVSWVRYL N NLHLLTIS QV IWMSDRBAAK I GVK I R 1160
M _tuberculosis/1-1232 1039 RMHF YLAHDWVEELGEOLPVYRBPLDMARLFNQPELGP - - - - TDDGLGLTVRYL S NLYMLSLS PTMWMS P GBAAK I NVR V Al 1143
M_bowis/1-1232 1039 RMHF ¥ L AHDWYV E E L QL PVY] PLDMARLFNQPELGP- - - -TDDGLGLTWVRYL S NLYMLSLS PTMWMSPGRAAK | NVR Vi A 1143
\B.subtilis/1-1228 1036 RQ S YYVDHE L MMEF TMATF ILQHRPFLSK- - - - - -« RPDQEGKE IVLNYL N SLPMLTLF PTVWMNKDBAEDTD | K| 1 R 137

Conservation

7774907 6+7432734300030--1-464434 33 3665904

[E_colif1-1247 1148 QRVIEBA A IVNLBGSEITQQ I I TP IYAHLAYGF M-KNIDWLDGEGNDQVQESVK 1247
IC_pseudotuberculosis/1-1240 1152 HR I BE A TAGTBLNEKTGR v 171 IYSIQLTYHF 1240
|C_diphtherae/1-1240 1152 HR I BE A TAGTRLNEKTGR r I'T1 YBQLTYHF 1240
IC_stiatum/1-1242 1154 HR | BE A TVGTRINEFTGR T 1s1 Y 1242
IC_caseis1-1258 1170 HR | BE A TVGTRLNEHTGR T [} Y 1258
IC_glutamicum/1-1248 1180 HR | BE A TAGTBRLNEKSGR T M1 Y 1248
IC_efficiens/1-1249 1181 HR | BE A TTGTRINERTGK T M1 Y 1248
M_tuberculosis/1-1232 1144 VC HRMBE [V TVDTRRTETNGK N VR | Y| 1232
M_bowis/1-1232 1144 Ve HRMBE \ TVDTEBRTETNG K N VR I Y| 1232
|B.subtilis/1-1228 1138 VA HE I B K A HINVEBGTKLTNN 17 I HV| 1228

Conservation

Figura 13 (continuacdo) - Alinhamento multiplo entre as subunidades NarG de C. pseudotuberculosis, E. coli, C. diphteriae, C. striatum, C. casei, C.
glutamicum, C. efficiens, M. tuberculosis, M. bovis e B. subtilis. Os tridngulos de cor preta representam os trés residuos de cisteina e o residuo de histidina
responsaveis pela ligagdo ao aglomerado [4Fe-4S] na estrutura de E. coli. O triangulo de cor branca representa o residuo de aspartato responsavel pela
ligacdo do 4&tomo de molibdénio do cofator Mo-bisMGD presente no sitio ativo na estrutura de E. coli. Os circulos pretos representam os residuos de valina e
tirosina que conferem ambiente hidrofébico no sitio ativo. Os circulos brancos representam os trés residuos de histidina presentes no sitio ativo que
conferem carga positiva ao sitio ativo. O quadrado preto representa o residuo de arginina responsavel pelo caminho para a transferéncia de elétrons de FSO
ao Mo atomo no sitio ativo.
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Quadro 6 - Residuos analisados quanto a conservacao entre as sequéncias das proteinas NarG de C. pseudotuberculosis e E. coli utilizadas no alinhamento
multiplo. E mostrada a posicao dos residuos nas sequéncias de E. coli e C. pseudotuberculosis como também a fungdo de cada residuo na estrutura de
NarG de E. coli, assim como a conservacao de tais residuos entre as sequéncias de todos os organismos utilizadas no alinhamento maltiplo.

Residuos
Conservagao Funcéo
E. coli C. pseudotuberculosis
His49(H) His55
Cys53(C) Cys 59 N . I
100% Esquema de coordenacédo de FSO por uma Histidina e trés Cisteinas.
Cys57(C) Cys 63
Cys92(C) Cys 98
Ligacdo Mo-bisMGD (O molibdénio é coordenado por seis ligantes:
Asp222 (D) Asp 228 100% guatro cis -atomos ,de enxofre do_ I\{Io_—b|sMGD e _uma interacdo b|den_tado de
ambos os lados atomos de oxigénio da cadeia do grupo carboxilato de
Asp222.
Val 578 (V) Val 584 100% Asp222 esta completamente enterrado dentro do sitio ativo, com um lado da
Tyr 220 (Y) Tyr 226 face da cadeia carboxilato exposto a um ambiente relativamente hidrofobo
His1092(H) His 1099 100% Lado positivo do sitio ativo (ajuda na interagdo do Mo do cofator com a carga
His1098(H) His 1105 negativa do ligando carboxilato).
His1163(H) His 1170
Arg 94(R) Arg 100 100% Arg94, que esta perto de um dos centros de pterina da por¢cdo Mo-bisMGD,
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4.1.4. 2. NarH

A subunidade NarH de E.coli (512 residuos) pertence a superfamilia de
subunidades de transferéncia de elétrons (denominadas ferrodoxinas, pois séo
proteinas que possuem em sua estrutura aglomerados de ferro-enxofre) de
oxidoredutases bacterianas. NarH possui trés aglomerados [4Fe-4S] (FS1, FS2 e FS3)
e um aglomerado [3Fe-4S] (FS4) os quais sdo coordenados em sua estrutura por um
padrdo previamente previsto por analises mutacionais Tais aglomerados de ferro-
enxofre sdo classificados em duas classes distintas levando-se em consideracao as
suas propriedades redox. FS1 e FS4 constituem a classe de maior potencial com o
potencial médio de +130mV e +180mV, respectivamente. Ja& a classe de baixo
potencial é composta por FS2 e FS3, os quais possuem, respectivamente, o potencial
médio de -420mV e -55mV (Bertero et al., 2003; Fedor et al., 2014; Jormakka et al.,
2004).

A estrutura geral é de NarH é composta por uma regido central, uma regido
"linker", e uma extensdo C-terminal. A regido central coordena um [3Fe-4S] e trés
[4Fe-4S] aglomerados, com FS1, FS2 e FS3 coordenados por quatro residuos de
cisteina e FS4 por trés residuos de tal aminoacido (Figura 14).

A estrutura de tal subunidade revela que os aglomerados sado dispostos em
dois pares, cada qual contendo um baixo e alto potencial (FS3/FS2 e FS4/FS1). No
entanto, o modo pelo qual é coordenada a transferéncia de elétrons entre tais
aglomerados tem sido foco de muitos questionamentos e hip6teses. Devido a barreira
endergbnica, foi inicialmente sugerido que os aglomerados de baixo potencial ndo
podem estar envolvidos na transferéncia de elétrons ou que pode haver varias vias de
transferéncia dos mesmos através da subunidade NarH No entanto, a estrutura de
cristal de tal subunidade ilustra que os aglomerados de ferro-enxofre sdo alinhados em
uma Unica cadeia e que a transferéncia de elétrons seria desfavoravel se caso alguns
destes aglomerados néo estivessem envolvidos na mesma, devido ao aumento da
distancia de transferéncia de elétrons. Além disso, um arranjo semelhante de centros
de alto e baixo potencial € visto em vérias outras oxidorredutases, e tem sido sugerido
gue a transferéncia de elétrons endergbnica pode ser um componente comum de
cadeias de transporte de elétrons. Outra hip6tese sugerida é que o potencial redox dos
aglomerados ferro-enxofre pode sofrer uma variacdo durante a transferéncia de
elétrons para niveis que permitam que tal transferéncia ocorra eficientemente (Bertero
et al., 2003; Jormakka et al., 2004; Rothery et al., 2008).
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Figura 14 - Aglomerados de ferro-enxofre presentes na estrutura de narH de E. coli.. Em A:
Aglomerado [3Fe-4S] (FS4) de NarH, com seus &tomos de ferro ligados aos residuos
conservados. Em B: Aglomerado [4Fe-4S] (FS3) de NarH, com seus atomos de ferro ligados
aos residuos conservados de cisteinas Cys187, Cys 192, Cys 227 e Cys 184. Em C:
Aglomerado [4Fe-4S] (FS2) de NarH, com seus atomos de ferro ligados aos residuos
conservados de cisteinas Cys26, Cys 244, Cys 247 e Cys 259. Em D: Aglomerado [4Fe-4S]
(FS1) de NarH, com seus atomos de ferro ligados aos residuos conservados de cisteinas
Cys22, Cys 263, Cys 19 e Cys 16.

z

A regido “linker” é inserida entre os dois subdominios na coordenagdo dos
aglomerados de ferro-enxofre e forma uma extensa ligacdo entre as subunidades
NarG e NarH. Ja a extensdo C-terminal forma um grande dominio de forma irregular,
com baixa similaridade de sequéncia entre as proteinas NarH de organismos
diferentes. Uma fungéo possivel para este dominio pode estar na mediagcédo de contato
entre os monémeros em estado oligomérico eficientemente (Bertero et al., 2003;
Jormakka et al., 2004; Rothery et al., 2008).
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Nas linhagens 31 e 258 de C. pseudotuberculosis pertencentes ao biovar Equi,
NarH é composta por 533 residuos e a andlise de similaridade realizada através do
BLAST mostrou que a mesma € altamente conservada em termos de sequéncia com
as proteinas ortdlogas encontradas no género Corynebacterium, apresentando 95%,
79%, 77% identidade com C.diphtheriae e C. glutamicum, respectivamente (Quadro 7).
Foram encontrados também os valores de 64% e 59% de identidade sequéncia com
as proteinas NarH de M. tuberculosis e B. subtilis, respectivamente. Em relacao a
proteina ortéloga de E. coli, NarH de C. psedouturberculosis também apresentou um
valor de identidade consideravelmente alto entre suas sequéncias, sendo 54% idéntica

a mesma em relacdo a sua estrutura primaria.

Quadro 7: Resultados da busca por sequéncias similares a linhagem 31.

Proteina Organismo Tamanho Identidade Similaridade | Cobertura ﬁcn(iaps)rsgt/
. . 533 100%
C. diphtheriae 95% 98% H2G670
531 100%
C. glutamicum 79% 89% ’ S5Y1U5
- 533 99%
C. efficiens 7% 88% Q8FQ40
. ] 99%
Nitrate C. striatum 531 7% 88% 0 C2CL39
reductase
beta chain . 100%
(NarH) C.casei 534 74% 86% ’ G71010
. 99%
M. tuberculosis 538 64% 75% AOAO049E025
88%
B. subtilis 487 59% 76% ’ P42176
. 90%
E.coli 512 54% 72% 0 P11349

Na busca por dominios proteicos conservados na sequéncia de NarH de C.
pseudotuberculosis (Figura 15) realizada por meio da ferramenta InterproScan5, foi
encontrado, como esperado, que a mesma pertence a familia “Nitrato redutase,
subunidade beta”. Foram identificados também o dominio “ferrodoxina do tipo [4Fe-
4S], dominio de ligacdo ao aglomerado ferro-enxofre”, no qual este Ultimo se encontra
ligado a cadeia polipeptidica através de quatro ligacdes covalentes entre residuos de
cisteinas conservados, como também o dominio “nitrato redutase respiratoria
subunidade beta, C-terminal” o qual possivelmente desempenha um papel na
interacdo entre as trés subunidades da enzima (Bertero et al., 2003; Jormakka et al.,
2004).
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http://www.uniprot.org/uniprot/H2G670
http://www.uniprot.org/uniprot/S5Y1U5
http://www.uniprot.org/uniprot/Q8FQ40
http://www.uniprot.org/uniprot/C2CL39
http://www.uniprot.org/uniprot/G7I0I0
http://www.uniprot.org/uniprot/A0A049E025
http://www.uniprot.org/uniprot/P42176
http://www.uniprot.org/uniprot/P11349

Protein family membership
=@ Nitrate reductase, beta subunit{|PRO0GA4T )

Domains and repeats
C_____ ) c ) ———————— > Domain

Detailed signature matches

B IPRO0GS4T Nitrate reductase. beta subunit
C > TIGRO1880
B IPRO17896 4Fe-43 ferredoxin-type, iron-sulphur binding domain
—————
C____J [ s—c— > PS5

B IPRO29263 Respiratory nitrate reductase beta, C-terminal
——— P G30541.10.35..
———— B P47 1pitr_red k. )

Figura 15 - Resultado da busca por dominios protéicos conservados na sequencia de
aminoacidos do gene narH de C. pseudotuberculosis. A figura mostra que a proteina NarH
possui o dominios proteicos ferrodoxina do tipo [4Fe-4S], o qual pode estar relacionado com a
interacdo entre as trés subunidades da enzima.

Através de um alinhamento mudltiplo entre as sequéncias de NarH de C.
pseudotuberculosis e as de proteinas ortélogas encontradas pelo BLAST, foi
comprovado que 0s nove residuos de cisteinas responsaveis por coordenar trés
aglomerados [4Fe-4S] e um aglomerado [3Fe-4S] sdo conservados em todas as
sequéncias analisadas (Figura 16). A sequéncia proteica usada como referéncia foi a

de E. coli, pois é a Unica para a qual uma estrutura de cristal esta disponivel.
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OO
IE.colif1-512 M L Ci C| SRES V| QBIF Y K| LOQPRMENRAMLLGKIFA HL 94
IC_pseudotuberculosis/1-533 M L C C| NREST VY E LKPRS LKKLSTLFH 94
IC.diphtheriae/1-533 M L C) C NREST VY E LKPRS LKKLSTLFH 94
C.strigtum/1-531 M L C) C| NREST VY K L KP KA LKKLATLFH 94
IC.casei/1-534 M L C| C| NREST VY| Q LKPKA| IKKLLTLFH 94
IC.glutamicum/1-531 M L C| = NRCQST VY| E LKPKA| LKKLATIFH a4
IC.efficiens/1-533 M) L C| C| NRES T VY| El LKPKA| LKKLATIFH 94
Wi.tuberculosis/1-558 M L = C] NRSS T VY R LRLRD IHKLLRIFA a4
Ws.bovis/1-558 M LBK|c|1 Bc] NRSET vy R LRLRD IHKLLRIFA a4
B subtilis/1-487 M LIBK|c| 1 Slc! NRSEA| 18 YK LELKSEBSKTNRLAGLFY o3
Conservation
6 35505 6694 7954 54
IE.coli/1-512 o5 vvefrbrovanLHTAarPEcsksalli ARBREL | TBIERMAK I EKGP EFDKLAKBKNFDNI - - -QKAMYSQFENTFMMY L 185
IC_pseudotuberculosis/1-533 95 TlQ YYE TYEYEKLLSTPAGQKTQETARBISQIDEBRLMDT I SWSS SQETLDD@PVLKQM- - - NLEVKKE | EDAF MF YL 185
(C.diphtheriae/1-533 o5 BT e E TYEYEKLLSTPAGOKTQRBTARB I SQVDERP IDKISWSS SQETLDD@PVLKQM- - - NLEVKKE | EDAFMF YL 185
C.strigtum/1-531 95 BTVQRYYE SYQYEDLMGAKAGOKTAQRTAKREVSQ IDEBRE INKIEWSS SVETMDQE@PTLHQM- - - NLQVKKE I EDSFMF YL 185
IC.casei/1-534 95 BT | HRIY Y E TYQYEDLMGAKAGOKTAQRTAKBVSQ IDEBREINKIEWSS STATMDSBPVLNKM- - - NVAVKKQ | EDSFMF YL 185
IC.glutamicum/1-531 95 BT ID@YYE TYEYDKLLSAPAGOKTAQRTARBVSQLDEBRPIDKIEWSS STTTLDQ@PVLEKM- - - NLTVQKE IEDSFMF YL 185
C.efficiens/1-533 95 BT | DE@Y Y V| SYDYDKLLSAPAGQATQRTARBISQLDEBRPIDKIEWSS SHATMDEBPVLEKM- - - NLQVAKE | EDSF MF YL 185
Wi.tuberculosis/1-558 95 BT IGRYYE TYDYENLTSAPAGD-TFRTAABRSL | S@NPM- KVS SPEIVPNEBPVLKKVNQVNQEVKLKLEETFMF YL 186
W.bovis/1-558 95 BT IGRYYE TYDYENLTSAPAGD- TFRTAARBRSL | S@BNPM- KVS SPEIVPNBIPVLKKVNQVNQEVKLKLEETFMF YL 186
IB.subtilis/1-487 94 WS IDEYYE NYDYETLTNSPQ - KKHQEBVARBKSSLTEDFM-NIE P GHITGLEBMPNVQKM- - -EESIKTEFBDVFMMYL 182

Conservation

Iy
EY

[E.coli/1-512 186 A E K| s Y 1 BABCQ I VLLYBARBA 279
IC_pseudotuberculosis/1-533 186 T A R A Y| 1 (=] M| VLLYBARBK 279
IC.diphtheriae/1-533 186 T A R A Y 1\ (= M ANIK 279
IC.strigtum/1-531 186 T A Q A Y LEVEQ L ABR 279
[C.casei/1-534 186 il A Q A Y LEBVEQ (& VI FYRABR 279
IC.glutamicum/1-531 186 T A Q) A Y LEVEQ L ABIR 279
IC.efficiens/1-533 186 aj A Hi A Y LEVEQ =i VLLYBARBR 279
Wi.tuberculosis/1-558 187 S| T R A Y IBvVEL L Vo 280
W.bovis/1-558 187 S| T R A Y IBvVEeL L LVLY@VEQC 280
IB.subtilis/1-487 183 A E N A A F LEASL 1 ARIK 276

Conservation I I

-

+

Figura 16 - Alinhamento mdltiplo entre as subunidades NarH de C. pseudotuberculosis, E. coli, C. diphteriae, C. striatum, C. casei, C.

glutamicum, C.

efficiens, M. tuberculosis, M. bovis e B. subtilis. Os triangulos pretos representam os residuos responsaveis pela ligacao de Ferro do agrupamento FS4. Os
tridngulos brancos representam os residuos responsaveis pela ligacdo de Ferro do agrupamento FS3. Os circulos pretos representam os residuos
responsaveis pela ligagdo de Ferro do agrupamento FS2. Os circulo brancos representam os residuos responsaveis pela ligacdo de Ferro do agrupamento

FS1.
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IQSAADA- -GEL 371
VVDRVTATGNDG 373
VVDRVTATGNDG 373
IVDQVSATGNDG 373
VVDE | TAAGYDG 373
IVDEVTASGNDG 373
IVDEVTASGNDG 373
VVDAVSRDGHDG 374
VVDAVSRDGHDG 374
IMNLFEGKGSRQ 370

|EAcoli/1-512 280 |ERAASTENEK]
C_pseudotuberculosis/1-533 280 VASAASTPDVK|
C.diphtheriae/1-533 280 VASAARTSDVK
C.striatum/1-531 280 VAEAASTPNEQ
C.casei/1-534 280 VAEAASTPDEK
C.glutamicum/1-531 280 VAEVAATPDEK|
C.efficiens/1-533 280 VAEVAATPNEQ,
WM.tuberculosis/1-558 281 VLQAASVESDT,
W.bovis/1-558 281 VLQAASVESDT
(B.subtilis/1-487 277 VEEAASVENEK]

KVIEQAIKDGIPLSVI
QV | EAAMQEN I PHAW |
QV I EAAMKEN I PHAW |
AVVAAAQKEG | PHSWI
EVIEGAKREG IPHSWI
QV | ADAQRNG | PHSWL.
EIl|AAAEREGIPHTWI
RV IAGARAEG | ADEWI
RV IAGARAEG I ADEWI
EVAKLAKEQG IPAEWI

VY KMAMEWKLAL
IWDL | ARYEVAL
IWDL | ARYEVAL
IYDLIFKYNVAL
I'YDMIFKYEVAL
I'YDL | FKYEVAL
IYDLIFTYELAL
VYAL INTYRVAL
VYAL INTYRVAL
IYKMI | DWK 1AL

F R e e o o e e e o
DIVIDOLDZPNZX X
| i ] = el il p ] ) il e
<< << << << <<
2 o™ e ] ol M ] 2 el

Conservation

35 4747486 g 7 ] 6 30745+5 2 4033

[E.colif1-512 372 GS-NGILPDVESLRIBVQYLANLLTA HYKRAETVDGKVDTRALEEVEBIL TEAQAQEMYRYLA I ANY. FVVRBSSHRE 4864
C_pseudotuberculosis/1-533 374 EDHKILLTAISTMRIBLDYLAG | F TA] F SYMRDVSLGKQTDES | PAAV] MTGTDIKNMYHLLEVSKY YV IBTASPE 457
C.diphtheriae/1-533 374 EDHKILLTAISTMRIBLDYLAG I FTA SYMRD | SLGKTADES | PAAVEBMTGAD | RNMYHLLGVSKY YV IBTASPE 467
C.striatum/1-531 374 EDHKILFSALSNMRIBLEYLAGLFTA SYMRBD I NLGNEPQEE | AQAVBMTGEDMVAMYRLLS | AKY! YV IBTASPE 467
C.casei/1-534 374 EDHKLLFSTLSNMR IBLDYLAGLF SA) SYMRBD INLGNEPQEE | AEAVEBMTGKQ IQEMYRLLA I AKY YV IBTASPE 457
C.glutamicum/1-531 374 EDHKILLTALSTMR IBLEYLAGLF TA SYMRD ISLGREPQEE | AEAVEBMTGKVVQEMYR I LA | AKY] YV IBTASPE 467
C.efficiens/1-533 374 EDHRILLTALSTMRIBLEYLAGLF TA SYMRBD INLGNEPQEE | AQAV] M.GKKMQOMYRLLAIAKY YV IBTASPE 487
M.tuberculosis/1-558 375 EDLGNLFGALDALRIBIAYLAELF TA] CYMRBD INLGRETQPHIPESVBMTEEQ | YOMYRLLAVAKY! YVIBTSYAG 458
M.bovis/1-558 375 EDLGNLFGALDALRIBIAYLAELFT } CYMRD INLGRETQPHIPESVEBMTEEQ | YOMYRLLAVAKY! YV IBTSYAG 458
1B.subtilis/1-487 371 TA-EDIFPAIDOMRIEIDYLAQLLTA] K QYMRAVQTNKS IDPEL I SSVEILTEQQ | EDMYRLLA | AKY]

FVIBSSHRE 463

Conservation

45133+865066 4 4 3202486 5 37 548654447537544
[E.colir1-512 485 LARE - AFPEKNGCGF TFGDGCHGSDTK- FNLFNSRRIDAIDVT - -« - SKTEPHP - -« « o o v ot e et ettt e et e e e e e ie e ae e s 512
C_pseudotuberculosis/1-533 488 TPRG - « = « = =« =« o v v v v v n IASLPEYAG INPAQS- - IE-EFHGLGPGAPEACHQEASHSRGEKVSLASWSVGSTPSSMFPSRKN- « - - - - - 533
C.diphtheriae/1-533 488 TPRG - - -+ --1ASLPEYAGINPAQS--VE-QF HGLGPGAPEACHHEAQSSGGGKVSLASWNVGSSPSSMFPPRKS - - - - - - - 533
C.striatum/1-531 488 TPRG - - ----1ASLDPFGDVDPARA- - SEDVFHDLGMGAPEACTHGAAAG - SGTVSLLSWT-GDRPDSMFPNRD - - - - - - - - 531
C.casei/1-534 488 TPRG - - ----1ADLDPFGDTDPTRA- -MDKAFADLGMGAPEACSSHGGSE- SGKVSLLSWT-GDRPDGMFPPKRDEG - - - - - 534
C.glutamicum/1-531 Q08 TRR Q< stnnuie wimnans W S ISSLDPFGDVDPARA- - TEQLNIGLGEGAPEACGTGAP - - - SGKVSLTSWNVGERPAAMFPPRKD - - - - - - - 531
C.efficiens/1-533 408 TERG - « e vie cooie saoie s sios IQGLDPFGNVDP IGA- - AESLNVGLGEGAPEACESGVPAA- AGRVSLASWNPGERPDSMFPNRQG - - - - - - - 533
W.tuberculosis/1-558 460 ELPAAAMTDDMGCSLSVDGGPGMYESGPFGQGSPTPVP IAVESFHALQHAGS - - - - AATGGAGRSRVNLLNWDPNGAAAGLFPEPQPSKDVVQR 558
W.bovis/1-558 469 ELPAAAMTDDMGCSLSVDGGPGMYESGPFGQGSPTPVP IAVESFHALQHAGS - - - - AATGGAGRSRVNLLNWDPNGAAAGLFPEPQPSKDVVQR 558
|B.subtilis/1-487 484 EVSD - LYAEQGSCGOGLSFSOGOGPGSCF - - « « c c e e o c oo a o oceeeosecscssosesscsscscsecsssesesccecsososssssesassscssscssssesscsescosssssssscscoessseoseoes 487

Conservation

4544 - - - - - c et ittt et 5§53000210021000--00-0011200101----0010---0013220232-100112122001----- - - -

Figura 16 (continuagdo) - Alinhamento multiplo entre as subunidades NarH de C. pseudotuberculosis, E. coli, C. diphteriae, C. striatum, C. casei, C.
glutamicum, C. efficiens, M. tuberculosis, M. bovis e B. subtilis. Os triangulos pretos representam os residuos responsaveis pela ligacdo de Ferro do
agrupamento FS4. Os triangulos brancos representam os residuos responsaveis pela ligacdo de Ferro do agrupamento FS3. Os circulos pretos representam
os residuos responsaveis pela ligacdo de Ferro do agrupamento FS2. Os circulo brancos representam os residuos responsaveis pela ligacdo de Ferro do
agrupamento FS1.

53



O Quadro 8 mostra um resumo referente aos resultados deste alinhamento, no
gual sdo mostrados os residuos correspondentes na sequéncia de NarH de C.
pseudotuberculosis, como também a conservacdo de tais residuos entre as
sequéncias alinhadas e a funcdo que cada um desempenha na estrutura da proteina

de referéncia.

Quadro 8 - Residuos analisados quanto a conservagdo entre as sequéncias das proteinas
NarH de C. pseudotuberculosis e E. coli utilizadas no alinhamento mdltiplo. E mostrada a
posicdo dos residuos nas sequéncias de E. coli e C. pseudotuberculosis como também a
funcdo de cada residuo na estrutura de NarH de E. coli, assim como a conservacdo destes
residuos nas sequéncias primarias de todas as espécies utilizadas no alinhamento maltiplo.

Residuos
C Conservacéo Funcéo
E. coli ’
pseudotuberculosis

Cys196(C) Cys 196 Ligacdo aos atomos de
Cys217(C) Cys 217 100% Ferro do agrupamento FS4
Cys223(C) Cys 223 [3Fe-4S]

Cys184(C) Cys 184 Ligacdo aos atomos de
Cys187(C) Cys 187 100% Ferro do agrupamento FS3
Cys192(C) Cys 192 [4Fe-4S]

Cys 227(C) Cys 227

Cys26(C) Cys 26 Ligacdo aos &tomos de
Cys244(C) Cys 244 100% Ferro do agrupamento FS2
Cys247(C) Cys 247 [4Fe-4S]

Cys259(C) Cys 259

Cys16(C) Cys 16 Ligacdo aos atomos de

Cys19(C) Cys 19 100% Ferro do agrupamento FS1

Cys22(C) Cys 22 [4Fe-4S]

Cys263 (C) Cys 263
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4.1.4.3. Narl

A subunidade transmembranar Narl ancora NarGH para o lado citoplasmatico
da membrana e fornece a ligacéo entre a quinona e o local de oxidacao, referido como
"sitio Q”. Esta subunidade coordena dois hemes, um dos quais esta localizado em
direcdo ao lado citoplasmatico de Narl e é referido como heme proximal (heme br ),
enquanto que o outro esté localizado em dire¢éo ao lado periplasmatico da mesma e é
referido como o heme distal (heme bp). Tais hemes funcionam como mediadores na
transferéncia de elétrons a partir do sitio Q para os clusters [Fe-S] em NarH. Cada
heme tem um atomo de ferro coordenado por dois grupos de histidina: His56 e His205
coordenam bp (Figura 17A); His66 e His187 coordenam heme bp (Figura 17B) (Bertero
et al., 2003; Fedor et al., 2014; Jormakka et al., 2004).

Figura 17: Grupamentos heme presentes na estrutura de Narl de E. coli. Em A: Heme bp de
Narl de E. coli. O atomo de Fe de heme esta ligado aos residuos His66 e His187 schematic
LigPlot representation

Narl contém cinco hélices transmembranicas e uma cauda C-terminal se
estende em direcdo ao citoplasma, interagindo com tanto NarH e NarG. Este
segmento C-terminal apresenta residuos altamente conservados na familia de
proteinas Narl: Tyr213, Arg216 e Arg222 estdo todos envolvidos em interacdes
eletrostaticas e ligacdes de hidrogénio, subjacente a importancia desta extensao para
formacédo heterotrimero NarGHI (Bertero et al., 2003; Fedor et al., 2014; Jormakka et
al., 2004).
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Em C. pseudotuberculosis as hélices foram preditas através do programa
TMHMM2 (
Figura 18). Narl de C. pseudotuberculosis apresentou cinco hélices transmembranicas,

0 que esta de acordo com a literatura quando comparado a estrutura de cristal de E.

coli.
TMHMM posterior probabilities for narl
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Figura 18 - Predicdo de localizagdo subcelular da proteina Narl de C.

pseudotuberculosis, feita com o software de predicdo de proteinas de membrana
TMHMM 2.0. A probabilidade referente ao fato de determinado aminoécido estar em

7

regides transmembranas, na face citoplasmatica ou extracelular, é registrada em
vermelho, azul e rosa, respectivamente.

Em linhagens de C. pseudotuberculosis pertencentes ao biovar Equi, a Narl é
composta por 259 residuos de aminoacidos e os resultados das analises realizadas
através do BLAST sado apresentados no Quadro 9. Neste contexto, é interessante
observar que tal proteina encontra-se consideravelmente conservada em relacdo a
sua sequéncia primdria entre as proteinas ortélogas encontrados nas espécies do
género Corynebacterium, principalmente em relagéo a C. diphtheriae a qual apresenta
96% de identidade e 98% de similaridade. Esses resultados sugerem que o complexo
enzimatico NarGHI é provavelmente muito semelhante em relacdo a sua estrutura
tridimensional entre as espécies de C. pseudotuberculosis pertencentes ao biovar equi
e C. diphtheriae, tendo em vista os elevados valores de identidade encontrados entre
as subunidades NarG, NaH e Narl de tais espécies. Foram encontrados também, 48%
e 43% de identidade em relacao as proteinas ortélogas de M. tuberculosis e B. subtilis,

respectivamente.
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Quadro 9 - Resultados da busca por sequéncias similares a C. pseudotuberculosis linhagem 31 através do BLAST.

Acesso/
Proteina Organismo Tamanho Identidade Similaridade Cobertura
Uniprot
C. diphtheriae 259 96% 98% 100% H2HVN2
C. efficiens 259 7% 87% 100% Q8FQ42
C. matruchotii 259 7% 88% 100% EODI81
Nitrate C. glutamicum 259 75% 89% 100% S5YHX1
reductase C. striatum 260 75% 85% 96% C2CL37
gamma chain
(Narl) C. casei 304 70% 83% 98% G7I012
M. tuberculosis 241 48% 68% 86% Q7D8Q6
B. subtilis 233 43% 60% 97% P42177
E. coli 225 28% 51% 85% P11350
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http://www.uniprot.org/uniprot/H2HVN2
http://www.uniprot.org/uniprot/Q8FQ42
http://www.uniprot.org/uniprot/E0DI81
http://www.uniprot.org/uniprot/S5YHX1
http://www.uniprot.org/uniprot/C2CL37
http://www.uniprot.org/uniprot/G7I0I2
http://www.uniprot.org/uniprot/Q7D8Q6
http://www.uniprot.org/uniprot/P42177
http://www.uniprot.org/uniprot/P11350

J4 em relagdo a Narl de E. coli para a qual uma estrutura de cristal esta
disponivel, tal proteina mostrou ser somente 28% idéntica em sua sequéncia. Apesar
desse baixo valor de identidade encontrado em relagéo a E. coli, algumas importantes
propriedades podem ser deduzidas através da comparacdo entre as sequéncias
priméarias dessas proteinas. Para tal, foi realizado um alinhamento multiplo entre as
sequéncias de Narl de C. pseudotuberculosis e as demais sequéncias das proteinas

ortélogas encontradas pelo BLAST (Figura 19).
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Figura 19 - Alinhamento mdltiplo entre as subunidades Narl de C. pseudotuberculosis, E. coli, C. diphteriae, C. striatum, C. casei, C. glutamicum, C. efficiens,
M. tuberculosis, M. bovis e B. subtilis. O tridngulo cor preta representam os trés residuos de cisteina e o residuo de histidina responséaveis pela ligagdo ao
aglomerado [4Fe-4S] na estrutura de E. coli. O tridngulo de cor branca representa o residuo de aspartato responsavel pela ligagdo do atomo de molibdénio
do cofator Mo-bisMGD presente no sitio ativo na estrutura de E. coli. Os circulos pretos representam os residuos de valina e tirosina que conferem ambiente
hidrofobico no sitio ativo. Os circulos brancos representam os trés residuos de histidina presentes no sitio ativo que conferem carga positiva ao sitio ativo.
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O Quadro 10 mostra um resumo referente aos resultados desse alinhamento,
no qual sdao mostrados os residuos correspondentes na sequéncia de Narl de C.
pseudotuberculosis, como também a conservacdo de tais residuos entre as
sequéncias alinhadas e a funcédo que cada um desempenha na estrutura da proteina
de referéncia, ou seja, Narl de E. coli.

Nesse contexto, pode-se notar que todos os quatro residuos de histidina
responsaveis pela ligacdo ao atomo de ferro nos dois grupos heme estédo conservados
em todas as sequéncias analisadas. Tais residuos em C. pseudotuberculosis

correspondem a His66 e His190 para heme bp e His 56 e His208 para heme bp,
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Quadro 10 - Residuos analisados quanto a conservacgado entre as sequéncias das proteinas narl de C. pseudotuberculosis e E. coli utilizadas no alinhamento
multiplo. E mostrada a posicéo dos residuos nas sequéncias de E. coli e C. pseudotuberculosis como também a funcéo de cada residuo na estrutura de narG
de E. coli e a conservacdo dos mesmos nas sequéncias de todas as espécies utilizadas no alinhamento.

C.
E. coli . . .
Nar| pseudotuberculosis Conservacgao Funcéo
ar
Narl
His66 (H) His66
His187 (M) 190 100% Coordenagéo do 4tomo de ferro no heme bp
is is
His56 (H) His56 B i
His205 (F) 5208 100% Coordenacéo do atomo de ferro no heme bp
is is
Argll2 Argl13
Arg202 Arg205 100% _Os grupos de propionato de bp for_mam Iigz_ag(”)es de hidrogénio e
interacdes eletrostaticas com as cadeias laterais dos residuos Argl12,
Ser39 Ser39 Arg202, Ser39 e Ser40 em Narl e Arg221 em NarH. Esta rede de
Mudou para (T) em C. casei , mas continua ligacdes de hidrogénio se estende ao aglomerado FS4, proporcionando
Sera0 Serao com as mesmas proprie1dades fisico- | Um caminho plausivel para a transferéncia de elétrons intersubunidade
quimicas. (Hidrofilico). Todas as outras | €Nire o centro redox b FS4 e NarG.
continuam com (S) nessa posicao.
Tyr213(Y) Tyr216 _ _
Residuos da cauda C-terminal altamente conservados na familia de
Arg216(R) Arg219 100% proteinas Narl, envolvidos em interacdes eletrostaticas e ligacdo de
Arg222(R) Arg225 hidrogénio, participam na formacéo do heterotrimero NarGHI.
Mudou para (T) em C. casei, mas continua
Ser201(S) Ser204 com as mesmas propriedades fisico- | A presenca de uma tor¢do forte no resido Ser201 de Narl permite

quimicas.(Hidrofilico). Todas as outras
continuam com (S) nessa posicéo.

distncias mais curtas entre os dois grupos hemes em Narl.
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Na busca por dominios proteicos conservados na sequéncia de Narl de C.
pseudotuberculosis (Figura 20) foi encontrado, como esperado, que a mesma

pertence a familia Nitrato redutase, subunidade gama.

Protein family membership

=@ Mitrate reductase, gamma subunit{IPR003816)

Domains and repeats
[ > P Domain

Detailed signature matches

B PRO0D3816 Nitrate reductase, gamma subunit
c

@ IPRO23234 NarG-like domain

[ > ¥ 55103501 (Respra

Figura 20 - Resultado da busca por dominios protéicos conservados na sequencia de
aminoécidos da proteina Narl de C. pseudotuberculosis.

4.1.4. 4. NarJ

NarJ é uma proteina chaperona que auxilia a montagem das subunidades da
enzima NarGHI e na inser¢cdo do cofator molibdénio em NarG (Vergnes et al., 2006;
Zakian et al., 2010) . Nas linhagens 31 e 258 de C. pseudotuberculosis pertencentes
ao biovar Equi, a sequéncia deduzida através dos genomas revelou que Nar]J é
composta por 209 residuos de aminoacidos e os resultados das analises realizadas
através do BLAST estao apresentados no Quadro 11. De um modo geral, os valores
de identidade encontrados entre esta e as demais sequéncias de proteinas ortélogas
encontradas pelo BLAST, incluindo as de espécies do género Corynebacterium, foram
um pouco mais baixos do que aqueles encontrados para as outras proteinas (NarG,
NarH e Narl) que compdem as trés subunidades da enzima nitrato redutase. Assim
como para estas Ultimas, o maior valor de identidade encontrado foi com a proteina
ortdgola de C. diphtheriae, apresentando 89% identidade de sequéncia. Além disso,
foram encontrados também valores de identidade relativamente altos com NarJ de
outras espécies do género Corynebacterium, tais como 63% e 62% com C.
glutamicum e C. matruchotii, respectivamente.

Além disso, foi encontrado 37% de identidade com NaJ de M. tuberculosis e

apenas 30% com NarJ de E. coli.
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Quadro 11 - Resultados da busca por sequéncias similares & NarJ de C. pseudotuberculosis linhagem 31 através do BLAST.

Acesso/
Proteina Organismo Tamanho | Identidade | Similaridade | Cobertura
Uniprot
C. diphtheriae 209 89% 96% 100% H2H309
C. glutamicum 228 63% 80% 100% Q6M5Z0
C. matruchotii 230 62% 78% 98% EODI80
C. efficiens 230 61% 78% 100% C8NKY8
Nitrate reductase molybdenum cofactor C_ striatum 572 58% 73% 98% C2CL38
assembly chaperone (NarJ)
C. casei 290 55% 71% 100% G71011
M. tuberculosis 206 37% 49% 91% Q7D8Q7
B. subtilis 184 30% 53% 83% P42178
E. coli 236 30% 46% 55% POAF26
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http://www.uniprot.org/uniprot/H2H309
http://www.uniprot.org/uniprot/Q6M5Z0
http://www.uniprot.org/uniprot/E0DI80
http://www.uniprot.org/uniprot/C8NKY8
http://www.uniprot.org/uniprot/C2CL38
http://www.uniprot.org/uniprot/G7I0I1
http://www.uniprot.org/uniprot/Q7D8Q7
http://www.uniprot.org/uniprot/P42178
http://www.uniprot.org/uniprot/P0AF26

A andlise da sequéncia realizada através da ferramenta InterproScan5 foi
comprovado que a mesma pertence a familia “Nitrato redutase chaperona, NarJ”,
estando, deste modo, de acordo com a literatura (Figura 21).

Protein family membership

=@ DMSO/Nitrate reductase chaperone (IPR0O20945)
=[@ Nitrate reductase chaperone, Nar] (IPRO03765)

Domains and repeats none
a

Detailed signature matches

IPRO20945 DMSO/Nitrate reductase chaperone

C

IPROO37E5

Nitrate reductase chaperone, Narl

[

Figura 21 - Resultado da busca por dominios protéicos conservados na sequencia de

aminoacidos da proteina NarJ de C. pseudotuberculosis. A figura mostra que tal proteina
pertence a familia Nitrato redutase chaperona NarJ.
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4.1.4.5. Transportadores de nitrato e nitrito

A absorcdo de nitrato e a exportagdo de nitrito sdo mediadas por
transportadores de nitrato/nitrito  0s quais sdo membros da superfamilia dos
facilitadores principais (MFS) (Jia and Cole, 2005; Yan et al.,, 2013; Zheng et al.,
2013a). Em bactérias, tais transportadores constituem a familia NarK, exemplificadas
pelas proteinas NarK e NarU em E. coli, sendo que as mesmas compartilham 76% de
identidade de sequéncia e transportam tanto nitrato quanto nitrito. Todavia, o gene
responsavel por codificar NarK é expresso em niveis maiores, sendo que esta
proteina, por sua vez, é duas vezes mais eficiente no transporte de nitrato do que
NarU (Jia et al., 2009; Yan et al., 2013; Zheng et al., 2013b).

No entanto, mecanismo de transporte de NarK e NarU permanece
incompreendido em sua totalidade, sendo que, até a data, ainda ndo esta claro se
NarK é um nitrato/nitrito antiporter ou simporter. No entanto, recentemente a estrutura
de cristal de NarK foi determinada, e semelhante a outros transportadores MFS, NarK
€ composta por 12 hélices transmembranares e é estruturalmente dividido em dois
dominios, a metade N-terminal e a metade C-terminal, cada qual constituido em seis
dominios transmembranares, no qual acredita-se, que o transporte do substrato esta
localizado na interface entre estes dois dominios (Zheng et al., 2013a).

Neste contexto, as analises estruturais e bioguimicas na estrutura de NarK de
E. coli permitiram a identificacdo de aminoacidos importantes envolvidos na captacao
do substrato e no transporte do mesmo. E proposto que o mecanismo de transporte de
nitrato e nitrito é formado por uma via composta por residuos altamente carregados
positivamente. Esta via de carga positiva facilita o transporte destes substratos com
carga negativa, mas ao mesmo tempo, representa uma barreira para a translocagéo
de prétons, sugerindo assim, que estes Ultimos ndo sdo cotransportados com o
substrato.

O sitio de ligacdo ao substrato ocorre pelos residuos de arginina carregados
positivamente, (R89 e R305), os quais sdo invariaveis entre as sequencias de NarK e
seus homologos. Estas argininas séo limitadas por dois residuos de fenilalanina (F267
e F147) acima e abaixo. Juntas, as argininas e as fenilalaninas formam o bolso de
ligacdo ao substrato (Figura 22) (Zheng et al., 2013a).
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Figura 22 - Sitio de ligacdo ao substrato na estrutura de NarK de E. coli (Zheng
et al., 2013a)

Nas linhagens 31 e 258 de C. pseudutuberculosis pertencentes ao biovar equi,
foram encontrados dois genes responsaveis por codificar dois provaveis
transportadores de nitrato e nitrito, os quais estdo nomeados como narK e narT. A

posicao de tais genes no genoma de tais linhagens € mostrada na Figura 23.

<narI l<nac£|—< narG I<narK l narT

Figura 23 - Posicdo relativa dos genes envolvidaos na redugdo de nitrato em C.
pseudotuberculosis biovar Equi.

Como se pode evidenciar através desta figura, o gene narK se encontra em
estreita proximidade com os genes narG, narH, narJ e narl, os quais juntos, foram o
operon narKGHJI em C. glutamicum, mas ndo em E. coli, sendo que nesta Ultima, por
sua vez, tal gene narK se encontra a montante do operon narGHJI e é transcrito
individualmente.

Em C. pseudotuberculosis, o gene narT se encontra a montante do ‘cluster”
narKGHJI, porém, somente através das analises in silico realizadas neste presente
trabalho, ndo é possivel afirmar como realmente ocorre a transcricdo e a regulacéo de
tais genes in vivo. No entanto, é possivel que tal cluster narKGHJI em C.
pseudotuberculosis biovar Equi possa ser regulado em conjunto, assim como ocorre
em C. glutamicum. Porém, sao necessarios estudos investigativos posteriores a fim de
desvendar e elucidar os mecanismos genéticos envolvidos na expresséo e regulacado
dos mesmos.
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A busca por similaridade realizada através da ferramenta BLASTp, por meio do
banco de dados Uniprot é mostrada nos Quadro 12 e Quadro 13, referentes as
sequéncias primarias de aminoacidos codificadas pelos genes narK e narT,
respectivamente. Neste contexto, de acordo com as sequéncias obtidas por meio dos
genomas recentemente resequenciados das linhagens 31 e 258 de C.
pseudotuberculosis, NarK é uma proteina composta por 443 aminoacidos e
apresentou elevada identidade de sequéncia em relacdo a proteina homadloga NarK de
C. diphtheriae, sendo 93% idéntica e 97% similar a mesma.

Foram encontrados também os valores de 66% e 62% de identidade de
sequéncia em relacdo as proteinas NarK de C. glutamicum e C. efficiens,
respectivamente. Ja em relagdo a E. coli, NarK de C. pseudotuberculosis apresentou
33% de identidade de sequéncia com ambas as proteinas NarK e NarU. Por outro
lado, um baixo valor de identidade foi encontrado em relagdo a proteina NarK2 de M.
tuberculosis, sendo que este organismo, apesar de ser mais proximo
filogeneticamente a C. pseudotuberculosis do que E. coli, apresentou um valor inferior
de identidade e similaridade de sequéncia quando comparado aos resultados

encontrados a E. coli.
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Quadro 12 - Resultados da busca por sequéncias similares a NarK de C. pseudotuberculosis linhagem 31 através do BLAST.

Acesso/
Proteina Organismo Tamanho Identidade Similaridade Cobertura
UniproT
C. diphtheriae 443 93% 97% 100% H2HGI1
C. glutamicum 445 66% 78% 100% IOLING
Nitrate/nitrite —
i f-f 0, 0 [0)
transporter Nark C. efficiens 477 61% 76% 100% Q8FQ38
E. coli 463 33% 51% 97% P10903
M. tuberculosis 395 26% 35% 57% POWJY7
Nitrate/nitrite E. coli 462 33% 52% 97% P37758
transporter NarlJ S. typhimurium 462 33% 52% 97% P37593
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http://www.uniprot.org/uniprot/P37593

Ja4 NarT de C. pseudotuberculosis é composta por 432 aminoacidos e foi
encontrado, por meio da ferramenta BLASTp, que tal proteina é 88% e 93% idéntica e
similar, respectivamente, em termos de sua sequéncia primaria quando comparada a
proteina NarT de C. diphtheriae. Além disso, foram encontrados os valores de 30% de
indentidade entre as sequéncias de proteinas NarT de ambas as bactérias S. carnosus
e S. aureus. Por outro lado, ao contrario dos resultados supracitados encontrados para
a proteina NarK, NarT apresentou maior identidade de sequéncia com a proteina
NarK2 de M. tuberculosis (31%) do que para ambas as proteinas NarK e NarU de E.
coli (27%).
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Quadro 13 - Resultados da busca por sequéncias similares a NarT de C. pseudotuberculosis linhagem 31 através do BLAST.

Acesso/
Proteina Organismo Tamanho Identidade Similaridade Cobertura

Uniprot
Nitrate/Nitrite transporter NarT C. diphtheriae 432 88% 93% 100% H2HGI2
Nitrate/Nitrite transporter NarK2 M. tuberculosis 395 31% 47% 95% POWJY7
S. carnosus 388 30% 50% 88% 033854

Nitrate/Nitrite transporter NarT
S. aureus 389 30% 50% 92% Q7A3U8
Nitrate/NitKite transporter NarT E. coli 463 27% 43% 95% P10903
Nitrate/nitrite transporter NarU E. coli 462 27% 43% 90% P37758
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Além disso, através da ferramenta InterproScan5b, foi encontrados que ambas
as proteinas NarK (Figura 24) e NarT (Figura 25) pertencem a superfamilia dos

facilitadores principais, estando deste modo, de acordo com a literatura.

Protein family membership
=@ Major facilitator superfamily (IPR011701)

Domains and repeats

C >

Detalled signature matches

1PRO11701 Major facilitator superfamil
C >

[B IPRO1G196 Major facilitator superfamily domain, general substrate transporter
¢ »

Figura 24 - Resultado da busca por dominios protéicos conservados na sequencia de
aminoacidos da proteina NarK de C. pseudotuberculosis biovar Equi, usando o InterproScanb.

Protein family membership

=@ Major facilitator superfamily{IPRO11701)

Domains and repeats

Detailed signature matches

IPRO1701 Major facilitator superfamily
C >
@ IPRO1E198 Major facilitator superfamily domain. general substrate transporter
C D
@ IPR0O20848 Major facilitator superfamily domain

[ )

Figura 25 - Resultado da busca por dominios protéicos conservados na sequencia de
aminoacidos da proteina NarT de C. pseudotuberculosis biovar Equi, usando o InterproScan5.

Através da predicdo dos dominios transmembranicos por meio do programa
TMHMM2.0. foi detectado que tanto NarK (
Figura 26) como NarT (
Figura 27) sédo compostas por 12 hélices transmembranicas, sendo semelhante, deste
modo, aos outros transportadores membros da superfamilia dos facilitadores

principais.
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Figura 26 - Predicdo de localizacdo subcelular de por¢cdes da proteina NarK de C.
pseudotuberculosis biovar Equi. NarK é composta por 12 hélices transmembranicas. Predicao
realizada com o software de predi¢do de proteinas de membrana TMHMM 2.0.
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Figura 27 - Predicdo de localizacdo subcelular de porgcdes da proteina NarT de C.
pseudotuberculosis biovar Equi. NarK é composta por 12 hélices transmembranicas. Predicdo
realizada com o software de predicdo de proteinas de membrana TMHMM 2.0.

Com o objetivo de analisar a conservagao dos residuos que foram propostos a
formar o bolso de ligacdo ao substrato na estrutura de NarK de E. coli, foi realizado
um alinhamento multiplo entre as sequéncias das proteinas NarK e NarU de E. coli;
NarK e NarT de C. pseudotuberculosis, NarK de C. glutamicum e NarK2 de M.
tuberculosis (Figura 28). As sequéncias foram alinhadas através do ClustalW e o

alinhamento foi visualizado apor meio do programa Jalview.
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Figura 28 - Alinhamento mltiplo entre as sequéncias de aminoacidos das proteinas NarK e NarU de E. coli, NarK e NarT de C. pseudotuberculosis, NarK de
C. glutamicum e NarkK2 de M. tuberculosis. Os tridgulos pretos indicam os residuos de arginina responsavel pela ligacdo ao substrato e os circulos indicam

os residuos de fenilalanina presentes no bolso de ligagédo ao substrato na estrutura de NarK de E. coli.
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Figura 28 (continuagdo) - Alinhamento multiplo entre as sequéncias de aminoacidos das proteinas NarK e NarU de E. coli, NarK e NarT de
pseudotuberculosis, NarK de C. glutamicum e NarK2 de M. tuberculosis. Os tridgulos pretos indicam os residuos de arginina responsavel pela ligacao
substrato e os circulos indicam os residuos de fenilalanina presentes no bolso de ligagdo ao substrato na estrutura de NarK de E. coli.

ao
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No Quadro 14 é mostrado um resumo dos resultados obtidos desse
alinhamento, contendo a posicdo de cada residuo nas estruturas de NarK de E. coli
utilizada como referéncia, como também a posi¢cao dos residuos nas sequéncias de
NarK e NarT de C. pseudotuberculosis, assim como a conservacdo destes residuos
entre as sequéncias analisadas.

Como resultado, foi encontrado que todos os residuos na estrutura de
referéncia (NarK de E. coli) encontram-se conservados em todas as sequéncias
analisadas, 0 que sugere uma possivel conservagdo na funcdo dos mesmos. Porém,
mais estudos sdo necessarios para a confirmacdo desta hipotese, como também a
determinacdo real da funcdo exercida pelas proteinas NarKk e NarT de C.
pseudotuberculosis, uma vez que somente por meio de ferramentas in silico, ndo é
possivel determinar ao certo o papel que tais proteinas desempenham na via de

reducdo de nitrato de C. pseudotuberculosis in vivo.
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Quadro 14 - Residuos analisados quanto a conservacdo entre as sequéncias das proteinas NarK de C. pseudotuberculosis e E. coli utilizadas no
alinhamento mdltiplo. E mostrada a posicao dos residuos nas sequéncias de E. coli e C. pseudotuberculosis como também a funcao de cada residuo na
estrutura de NarK de E. coli e a conservacao destes residuos nas sequéncias de todos os organimsos utilizadas no alinhamento maltiplo.

C. pseudotuberculosis

C. pseudotuberculosis

E. coli NarK E. coli NarU NarK NarT Conservacéo Funcéo

R 89 R 87 R 82 R 77 100%
Residuos de ligacdo ao
substrato.

R 305 R 303 R 309 R 285 100%

F 147 F 145 F 140 F 130 100%
Residuos de fanilalanina
gue juntamente com os dois

F 267 F 265 F 258 F 245 100% residuos de  arginina,

compbéem o bolso de
ligacdo ao substrato.
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4.1.5. Nitrito redutase

Neste item serdo apresentados os resultados referentes as analises dos genes
e proteinas identificadas em C. pseudotuberculosis que estdo envolvidas com a

reducdo de nitrito.

4.1.4.6. Nitrito redutase NrfAH

Em todas as 15 linhagens que possuem seus genomas completamente
sequenciados e depositados no NCBI, foram encontrados 0s genes responsaveis por
codificar as subunidades NrfA e NrfH do complexo NrfAH nitrito redutase que catalisa
a reducao de nitrito a aménio. Além de C. pseudotuberculosis, tais genes foram
encontrados também somente na espécie C. ulcerans pertencente ao género
Corynebacterium, as quais compartiiham elevados valores de identidade entre suas
sequéncias proteicas correspondentes, estando ausentes, portanto, em todas as
outras espécies que constituem esse género. Em C. pseudotuberculosis, os dois
genes (nrfA e nrfH) encontram-se localizados em um “cluster” de genes responsaveis
pela codificacdo de proteinas do sistema | de biogénese do citocromo ¢, o que parece
ser uma caracteristica comum entre os genomas bacterianos que possuem tais genes,
tendo em vista que ambas as proteinas NrfA e NrfH s&o ricas em moléculas heme ¢
(Kranz et al., 2009b).

4.1.4.6.1. NrfA

Em C. pseudotuberculosis, NrfA é composta por 483 residuos de aminoacidos
em todas as 15 linhagens e a busca por similaridade realizada pela ferramenta BLAST
(Quadro 15) foi observado que em relacdo a proteina homéloga de C. ulcerans a
mesma possui 95% de identidade e 98% de similaridade de sequencia levando-se em
consideracdo as trocas positivas a partir dos aminoacidos sinénimos. Por outro lado,
guando comparada as proteinas homélogas de organismos ja bem caracterizados na
literatura, foram encontrados os valores de 34%, 33%, 31%, 32% e 30% de identidade
de sequéncia com as proteinas NrfA de Parabacteroides distasonis, Campylobacter
jejuni, Wolinella succinogenes, Desulfovibrio vulgaris e Sulfurospirilum deleyianum,

respectivamente.
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Quadro 15 - Resultados da busca por sequéncias similares a NrfA nitrito redutase de C. pseudotuberculosis que catalisa a reducédo de nitrito a aménio

através do BLAST.

Acesso/
Proteina Organismo Tamanho Identidade Similaridade Cobertura
Uniprot
C. ulcerans 483 95% 98% 100% V6eV2X1
P. distasonis 494 34% 52% 94% A6L890
B. fragilis 493 34% 52% 93% Q64ZA7
Ammonia-forming
cytochrome c nitrite C. jejuni 610 33% 46% 91% Q5HT55
reductase NrfA :
W. succinogenes 507 31% 50% 92% Q9S1ES5
D. vulgaris 524 32% 47% 82% Q72EF3
S. deleyianum 514 30% 49% 92% Q9z4P4
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Através da analise da sequéncia de aminoacidos por meio da ferramenta
InterProScanb, foi constatado que tal proteina pertence a familia “Citocromo ¢552” e
possui o dominio “citocromo multiheme” (Figura 29) estando assim, de acordo com a
literatura no que diz respeito a classificacdo de tais enzimas quanto a familia e a
presenca de tal dominio, caracteristicos dessas enzimas. A familia “citocromo ¢552” é
formada pela enzima citocromo c nitrito redutase (c552) que catalisa a reducéo de seis

elétrons de nitrito para amonio no ciclo do nitrogénio.

Protein family membership
= @ Cytochrome c552 (IPRO03321)

Domains and repeats

Detalled signature matches

@ 1PR0O03321 Cytochrome ¢552

C >

[ ]

[E IPRO11031 Multihaem cytochrome

Figura 29: Resultado da busca por dominios protéicos conservados na sequencia de
aminoacidos da proteina NrfA de C. pseudotuberculosis biovar Equi, usando o Interproscan5.

Citocromo c¢552 é um componente de tal enzima, sendo que a mesma é
conhecida formalmente como “Ammonia-forming cytochrome c nitrite reductase”. As
proteinas NrfA contém cinco grupos heme ligados de forma covalente, quatro dos
quais sdo coordenados por duas histidinas, com a histidina proximal sendo fornecida
pelo motivo CXXCH altamente conservado. Estes hemes sdo responséaveis pela
transferéncia de elétrons no interior de tais proteinas. O heme restante € o sitio ativo
onde ocorre a reducdo de nitrito e encontra-se ligado por um residuo de lisina
fornecido por um novo motivo de ligacdo ao heme CXXCK. O sitio ativo do
citocromo c nitrito reductase é o Unico caso conhecido em que uma lisina substitui a
histidina dentro de um motivo CXXCH convencional de ligagdo a hemes c (Einsle et
al., 1999; Lockwood et al., 2011; Simon, 2002).

Alguns Campylobacteraceae tais como Campylobacter jejuni codificam uma
proteina NrfA que apresentam uma variacdo no qual o novo motivo CXXCK esta

ausente, sendo que nessas proteinas este novo motivo é subtituido pelo motivo
convencional CXXCH (Lockwood et al., 2011; Pittman et al., 2007).
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Com o proposito de identificar se os residuos envolvidos na ligagdo aos cinco
grupos hemes e ao ion de calcio encontram-se conservados na sequéncia proteica de
NrfA de C. pseudotuberculosis, foi realizado um alinhamento multiplo entre a
sequéncia desta com as demais sequéncias proteicas de NrfA dos organismos C.
ulcerans, W. succinogenes, C. jejuni, S. deleyianum e D. vulgaris (Figura 30). A
sequéncia utilizada como referéncia foi a de W. succinogenes pelo fato de que a

mesma possui uma estrutura de cristal determinada (Einsle et al., 2000).
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Figura 30 - Alinhamento mdltiplo entre as sequéncias de aminoacidos da proteina NrfA de W. succinogenes, NrfA de C. pseudotuberculosis e demias
sequéncias de organismos encontrado pelo BLAST. Os Triangulos pretos indicam os residuos que fazem ligacdo ao Heme 1. Os triangulos brancos indicam
os residuos que fazem ligacdo ao Heme 2. Os circulos pretos indicam os residuos que fazem ligacdo ao Heme 3, e os circulos brancos ao Heme 4. Os
guadrados pretos indicam os que fazem ligacdo ao Heme 5. E os quadrados brancos indicam os que fazem ligagcao ao Célcio.
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Figura 30 (continuacgdo) - Alinhamento multiplo entre as sequéncias de aminoacidos da proteina NrfA de W. succinogenes, NrfA de C. pseudotuberculosis e
demias sequéncias de organismos encontrados pelo BLAST. Os Triangulos pretos indicam os residuos que fazem ligacdo ao Heme 1. Os tridngulos brancos
indicam os residuos que fazem ligacdo ao Heme 2. Os circulos pretos indicam os residuos que fazem ligacdo ao Heme 3, e os circulos brancos ao Heme 4.
Os quadrados pretos indicam os que fazem liga¢éo ao Heme 5. E os quadrados brancos indicam os que fazem liga¢éo ao Calcio.
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O Quadro 16 mostra um resumo referente aos resultados deste alinhamento,
no qual sdo mostrados os residuos correspondentes na sequéncia de NrfA de C.
pseudotuberculosis, como também a conservacdo de tais residuos entre as
sequéncias alinhadas e a funcdo que cada um desempenha na estrutura da proteina

de referéncia.

Quadro 16 - Residuos analisados quanto a conservagdo entre as sequéncias das proteinas
NrfA de C. pseudotuberculosis e W. succinogenes utilizadas no alinhamento multiplo.
E mostrada a posicdo dos residuos nas sequéncias de W. succinogenes e C.
pseudotuberculosis como também a fungdo de cada residuo na estrutura de NrfA de W.
succinogenes e a conservacao destes residuos nas sequéncias de todos os organimsos
utilizadas no alinhamento mdaltiplo.

W. succinogenes C. pseudotuberculosis Conservagéo Funcéo
Lys134 His160 3K e 3H _
Ligacdo ao
Cys130 Cys156 100%
Heme 1
Cys 133 Cys159 100%
Cys 168 Cys 200 100%
Cys 171 Cys 203 100% L
Ligacao ao
His 172 His 204 100%
Heme 2
His 313 His 341 D. vulgaris possui
S
His 102 His 134 100%
Cys 211 Cys 250 100% Ligacdo ao
Cys 214 Cys 253 100% Heme 3
His 215 His 254 100%
Cys 295 Cys 323 100%
Cys 298 Cys 326 100% Ligacdo ao
His 299 His 327 100% Heme 4
His 405 His 434 100%
His 288 His 316 100%
Cys 326 Cys 354 100% Ligacdo ao
Cys 329 Cys 357 100% Heme 5
His 330 His 358 100%
Glu 217 Glu 256 100%
Tyr-218 Tyr-257 100% Ligacdo ao
Lys-274 Lys-302 100% Calcio
GIn-276 GIn-304 100%
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Pode-se observar a partir destes resultados obtidos através do alinhamento
multiplo que NrfA de C. pseudotuberculosis apresenta conservados todos os residuos
envolvidos na ligacdo aos hemes 1 a 5, assim como também os residuos envolvidos
na ligacdo ao ion de calcio na estrutura de NrfA de W. succinogenes, utilizada como
referéncia. J& em relacdo ao heme 1, o sitio ativo enzimatico, no qual apresenta um
residuo de lisina fornecido por um novo motivo de ligacdo ao heme CXXCK em NrfA
de W. succinogenes, foi substituido por uma histidina nas sequéncia de C.
pseudotuberculosis, C. ulcerans e C. jejuni sendo que nessas proteinas este novo
motivo é subtituido pelo motivo convencional CXXCH de ligacdo a hemes c. Esta
substituicdo é também encontrada em alguns Campylobacteraceae, tais como C.
jejuni, no qual a substituicdo deste novo motivo para o motivo convencional de ligagéo
ao heme néo altera a capacidade catalitica enzimatica da mesma, o0 que pode também

ser pressuposto para NrfA de C. pseudotuberculosis.

4.1.4.6.2. NrfH

O gene para NrfH se encontra a montante de nrfA e codifica uma proteina
composta por 161 residuos em todas as 15 linhagens de C. pseudotuberculosis. Tal
proteina compartilha 96% de identidade e 99% de similaridade com a NrfH de C.
ulcerans (Quadro 17). As analises pelo BLAST também revelaram que tal proteina
compartilha 59%, 54% e 52% de identidade com as proteinas homdlogas das
Actinobactérias Austwickia chelonae, Kineosphaera limosa e Propionibacterium
acidifaciens, respectivamente. Por outro lado, NrfH de C. pseudotuberculosis mostrou
ser 37% e 31% idéntica em sua sequéncia proteica quando comparada as NrfH
homologas de W. succinogenes e D. vulgaris, respectivamente. As proteinas
pertencentes a estas duas Ultimas espécies citadas sdo especialmente relevantes para
as analises em questdo, pois sdo as mais bem estudadas e caracterizadas na
literatura, especialmente a NrfH de D. vulgaris a qual € a Unica representante que

possui uma estrutura de cristal determinada.
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Quadro 17 - Resultados da busca por sequéncias similares a NrfH de C. pseudotuberculosis
31 através do BLAST.

Acesso/
Proteina Organismo Tamanho | Identidade | Similaridade | Cobertura
Uniprot
C. ulcerans 161 96% 99% 100% I7GXT8
A. chelonae 163 59% 70% 85% K6VTZ3
Cytochrom | K. limosa 157 54% 66% 98% K6X5Z9
e c-type
protein P. acidifaciens 173 52% 69% 77% U2RL19
NrfH
W . 177 37% 52% 89% Q9S1E6
succinogenes
D. vulgaris 159 31% 45% 86% Q72EF4

Através da andlise da sequéncia proteica de NrfH de C. pseudotuberculosis
por meio da ferramenta InterProScan5 (Figura 31), foi constatado que a mesma
pertence a familia “Nitrito redutase citocromo c-tipo, NrfH” e também possui o dominio
“NapC/NirT citocromo ¢, N-terminal” que constitui uma regido contendo quatro motivos
CxxCH de ligagdo a heme c, sendo este um dominio especifico que se encontra
dentro de um dominio mais amplo denominado “citocromo multiheme” no qual
compreende varios motivos CxxCH responsavel pela ligagdo covalente ao grupo

heme.

Protein family membership
=@ Nitrite reductase c-type cytochrome, NrfH (IPRO17571)

Domains and repeats

Detailed signature matches

IPRO17571 Nitrite reductase c-type cytochrome, NrfH
¢

[ IPRO11031 Multihaem cytochrome

B IPROD5126 NapC/NirT cytochrome ¢, N-terminal

Figura 31 - Resultado da busca por dominios protéicos conservados na sequencia de
aminoacidos do gene nrfH de C. pseudotuberculosis biovar Equi, usando o
Interproscan5.
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http://www.uniprot.org/uniprot/I7GXT8
http://www.uniprot.org/uniprot/K6VTZ3
http://www.uniprot.org/uniprot/K6X5Z9
http://www.uniprot.org/uniprot/U2RL19
http://www.uniprot.org/uniprot/Q9S1E6
http://www.uniprot.org/uniprot/Q72EF4

Os resultados encontrados pelo InterproScan5 referentes a classificagcdo da
familia e a presenca de tal dominio supracitado estdo, em partes, de acordo com a
literatura, apesar de tal regido designada como N-terminal pelo dominio nao
corresponder de fato, a regido descrita pelo dominio ndo ser A familia NapC/NirT é
constituida por proteinas classificadas como citocromos ¢ multi-heme que catalisam o
transporte de elétrons entre as quinonas e as oxidoredutases periplasmaticas. Os
membros mais bem caracterizados, os citocromos c tetraheme NrfH e NapC, medeiam
o transporte de elétrons para NrfA e NapA, respectivamente. As proteinas NapC, NirT
e NrfH consistem em aproximadamente 175 residuos de amino&cidos e podem ser
divididas em uma regido N-terminal hidrofébica que forma uma hélice que atravessa a
membrana, bem como um dominio globular hidrofilico abrigando quatro motivos
CXXCH. Um subgrupo da familia NapC/NirT compreende as proteinas TorC, DorC e
DmsC que possuem um dominio adicional mono-heme C-terminal de
aproximadamente 200 residuos (Gross et al., 2005a; Kern et al., 2008; Rodrigues et
al., 2006).

No entanto, em estudos realizados a partir de analises das estruturas primarias
de tais proteinas, foi proposto que NrfH e NapC pertencem a familias de proteinas
distintas que sdo restritas a grupos filogenéticos individuais. Em uma arvore
filogenética construida a partir de alinhamentos multiplos, verificou-se que as
sequéncias de NapC e NirT, bem como as sequéncias das proteinas pentaheme
formam um grupo monofilético presente exclusivamente em a-, 3- e y-proteobactérias,
enquanto que as proteinas NrfH formam um grupo distinto cujas sequéncias nao estao
intimamente relacionadas entre si. Em consonancia com este fato, genes nrfH sao
mais amplamente distribuidos e sdo encontrados em varias espécies diferentes de
bactérias, que incluem &- e ¢-proteobactérias, bem como em varias bactérias Gram-
positivas e espécies pertencentes ao filo Planctomycetes e ao género Bacteroides,
sugerindo a transferéncia horizontal de genes nrfH entre organismos néo relacionados
(Gross et al., 2005b; Simon, 2002).

Estes resultados estdo de acordo com a literatura na qual as proteinas do tipo
NrfH e NapC séo citocromos multihemes do tipo ¢ estruturalmente relacionadas que
possuem quatro grupos heme c. Cada heme esta ligado covalentemente a cadeia
polipeptidica através de um dominio de ligagdo CxxCH. Tais proteinas sao citocromos
associados & membrana, compreendendo uma hélice transmembranar N-terminal
(Figura 32) e um dominio globular hidrofilico que se liga a quatro hemes ¢ (Kern et al.,
2008; Rodrigues et al., 2006).
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Figura 32: NrfH de C. pseudotuberculosis possui uma hélice transmembranar N-terminal que
compreende os residuos de aminoacidos 13 a 35. Resultado obtido através da ferramenta
TMHMM2.0

Com o bjetivo de analiasr as conservagdo dos residuos funcionalmente
importantes, foi realizado um alinhamento mdltiplo entres as sequencias proteicas de
NrfH de C. pseudotuberculosis, C.ulcerans, W. succinogenes e D. vulgaris (Figura 33),
sendo esta ultima, utilizada como referéncia ja que é a Unica que possui uma estrutura
de cristal j& determinada.

O Quadro 18 mostra um resumo referente aos resultados desse alinhamento,
no qual sdo mostrados os residuos correspondentes na sequéncia de NrfHI de C.
pseudotuberculosis, como também a conservacdo de tais residuos entre as
sequéncias alinhadas e a funcdo que cada um desempenha na estrutura da proteina
de referéncia, ou seja, NrfH de D. vulgaris.

Pode-se observar a partir dos resultados deste alinhamento mdaltiplo, que NrfH
de C. pseudotuberculosis possui doze dos trezes residuos envolvidos na ligacdo aos
guatro heme ¢ na estrutura de NrfH de D. vulgaris. O Unico residuo conflitante foi o
residuo de aspartato D89 de D. vulgaris, o qual foi substituido por uma histidina em
todas as sequéncias analisadas. No entanto, este residuo de aspartato € substituido
por uma histidina em muitas proteinas NrfH, como por exemplo em NrfH de W.

succinogenes o qual é um residuo essencial para a oxidagdo do menaquinol.
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Quadro 18: Residuos chaves responsaveis pela ligagdo aos hemes da subunidade NrfH. A
posicdo de tais residuos nas sequéncias proteicas de NrfH de D. vulgaris e de C.
pseudotuberculosis séo listados, assim como também a conservacéo de tais residuos entre as
sequéncias alinhadas e sua respectiva funcao na estrutura da proteina e a conservagdo dos
mesmos em todas as sequencias dos organismos utilizados no alinhamento mdltiplo.

D. vulgaris C. pseudotuberculosis Conservagéo Funcéo
Met49 Met58 100%
Cys 43 Cys 52 100%
Cys 46 Cys 55 100%
S6 D. vulgaris
Heme 1
possui Asp, todos
Asp 89 His 100 0s outros
organismo
possuem His
Cys 66 Cys 76 100%
Cys 69 Cys 79 100%
Heme 2
His 70 His 80 100%
His 145 His 158 100%
His 61 His 70 100%
Cys 116 Cys 127 100% Heme 3
His 120 His 131 100%
Cys 136 Cys 149 100%
Heme 4
His 140 His 153 100%

88




vy vy vV VvV
D.vulgans/1-159 1----MSEEKSRNG- - PARLKLVLG ATLEBVVA- LATVAF@MKYTD-QRPF TS I MN VGVTHKLS A NIV' N ABHNLL - AKLPFKA | 84
C.poseudotuberculosis/1-161 1 MSAGMRKH VLTSALVVOVLAIFVI SFVEBVGLYTF | YAK YSYLGN"D‘PKA VN VE OYNAWLAES SAVATICN VBHDN | VHEYLVEAE 95
C.ulcerans/1-161 1MGSGMRKHRVLTSALVVQILAIFVIGSFVEBVGLYTF | YAKBYSYLGNDPKA[C|VN VE QYNAWLAGSHHISAVATICIN VBHDN | VHEYLVEAE 95
W.succinogenes/1-177 1----MNKSKFL - -VYSSL--VVFAIALBILFVYLVNASKALSYLSSDPKACIN VN QYATWQHSSHAERAS|CV LEBTGNMVQEY | SEAR 85

Conservation

88°8-47

e ° @) v
D.vulgaris/1-159 85 ABARPlvYMNTLBHPGDL ILAGMETKEVVNAN[clkAC E Ruvo MRMKP | STREVADE - - - - - 159
Coseudotuberculosis/1-161 968 HEIVNHIGF KFT T FPDNIQIRDASRKVTﬁjEA LSCHIGEFTSD I HGT ARGHKER - - - - - << c-cone e 161
C.ulcerans/1-161 96 HEBVN G[F:KF TBWFPDNIQIRDASRKVTNDACILTCHGDF TSDIHGT - - - - - - - - - - YGETQIQC|THCHATVGHIKTR - - - - - - - - - - o oo .o 161
W.succinogenes/1-177 86 DEWN[HS VAF TLBITYDHSMK I SEDGARRVAEN|C]I SCIHASLSSTLLENADRNHQFNDPKGASERLICWE CHKSVPHGKVRSLTATPDNLGVREVK 177

" ] i
: | |

2 5758858 '8 5545505745474747947 " 87 T ABQO TR siens & wiais & wme 4847856 75 GQTF BB B oo Bods ¥o & o

Conservation

Figura 33: Alinhamento miltiplo entre as sequéncias protéicas de NrfH de D. vulgaris, C.pseudotuberculosis, C. ulcerans e W. succinogenes.Os

residuos responséaveis pela ligagdo aos heme 1, heme 2, heme 3 e heme 4 estdo marcados com tridngulos pretos, brancos, circulo preto e circulo branco,
respectivamente.
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4.1.4.7. Nitrito redutase dependente de cobre NirK

A nitrito redutase dependente de cobre (CuNIR) catalisa a reducdo de um
elétron de nitrito para Oxido nitrico, sendo esta, uma etapa no processo de
desnitrificacdo. Esta enzima, em geral, possui uma estrutura homotrimérica composta
por trés subunidades idénticas, a qual possui seis atomos de cobre, 0s quais podem
ser organizados e classificados em dois tipos de centros de cobre. O centro de cobre
tipo 1 (T1Cu) encontra-se enterrado dentro do dominio N-terminal “cupredoxin” na
unidade monomérica e é coordenado por quatro residuos (duas histidinas, uma
cisteina e uma metionina) e corresponde ao centro de transferéncia eletrénica. O
centro de cobre do tipo 2 (T2Cu) é coordenado por trés residuos de histidina e uma
molécula de dgua. Este centro esté localizado entre dois mondmeros, correspondendo

ao centro catalitico da enzima (Brenner et al., 2009; Fukuda et al., 2014b).

Recentemente, a estrutura de cristal de CuNIR da bactéria Gram-positiva
Geobacillus kaustophilus foi resolvida. Nesta, o atomo de cobre em T1Cu €
coordenado por dois atomos de nitrogénio de dois residuos de histidina (His126 e
His174), e dois atomos de enxofre, a partir de uma cisteina (Cysl66) e de uma
metionina (Met179) (Figura 34).
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Figura 34 - Coordenacdo dos atomos de cobre na estrutura de CuNIR de Geobacillus
kaustophilus
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C. pseudotuberculosis possui uma provavel enzima nitrito redutase dependente
de cobre (CuNIR). O gene para CuNIR estd anotado como aniA e encontra-se
presente em 14 das 15 linhagens que apresentam seus genomas completamente
sequenciados, estando ausente apenas na linhagem C. pseudotuberculosis 1/06A. Tal
gene supostamente codifica uma proteina composta por 882 residuos em todas as
outras 14 linhagens.

Através da andlise de similaridade entre as sequéncias de proteinas que
possuem uma anotacdo manual com base em resultados experimentais e conclusdes
cientificas, realizada por meio do banco de dados UniProtKB/Swiss-Prot (Quadro 19),
foi obsevado que tal proteina apresenta uma regido N-terminal com cerca de 500
aminoacidos a mais quando comparada as demais proteinas homélogas obtidas no
resultado do alinhamento (Figura 37), havendo, portanto uma baixa cobertura. Por
exemplo, no caso da bactéria patogénica Gram-negativa Neisseria gonorrhoeae que
possui uma nitrito redutase dependente de cobre AniA (homéloga a NirK) que se
encontra localizada na membrana celular externa, a qual possui 392 residuos e uma
estrutura de cristal disponivel, o alinhamento entre tal proteina e CuNIR de C.
pseudotuberculosis ocorreu a partir dos residuos 611 de C. pseudotuberculosis e 82
de N. gonorrhoeae, apresentando apenas 34% de cobertura. A regido alinhada entre
as duas proteinas apresentou 33% de identidade e 50% de similaridade.

O mesmo padréo de alinhamento foi observado com relagdo a outras enzimas
nitrito redutases dependentes de cobre encontradas de organismos jA bem
caracterizados. No caso da proteobactéria Achromobacter cycloclastes, a qual possui
uma CuNIR (NirK) solavel no periplasma composta por 378 residuos, o alinhamento
apresentou apenas 30% de cobertura e ocorreu a partir dos residuos 631 de C.
pseudotuberculosis e 101 de A. cycloclastes, sendo que a regido alinhada entre as
duas proteinas apresentou 32% de identidade e 46% de similaridade. J& em relagcdo a
CuNIR (351 residuos) da bactéria Gram-positiva G. kaustophilus, cuja a estrutura de
cristal também esta disponivel, o alinhamento ocorreu a partir dos residuos 60 da
mesma e 598 de C. pseudotuberculosis, havendo somente 34% de cobertura e tal
regido apresentou 34% de identidade e 51% de similaridade.

Além disso, a busca por similaridade de sequéncia realizada através do BLAST
por meio do banco de dados UniProtkKB, foram encontradas proteinas de tamanhos
similares a CuNIR de C. pseudotuberculosis, principalmente em espécies pertencentes

ao filo Actinobactéria, as quais apresentaram uma elevada cobertura de alinhamento,
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além de valores de identidade e similaridade significativos. Dentro desse contexto,
pode-se destacar, por exemplo, a nitrito redutase dependente de cobre de
Mycobacterium indicus e Corynebacterium durum, as quais apresentaram,
respectivamente, 98% de cobertura de alinhamento, 47% e 40% de identidade e 61%

e 56% de similaridade, quando comparadas a CuNIR de C. pseudotuberculosis.
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Quadro 19 - Resultados da busca por sequéncias similares a nitrito redutase dependente de
cobre CuNIR de C. pseudotuberculosis através do BLAST.

Acesso/
Proteina Organismo Tamanho | Identidade | Similaridade | Cobertura
Uniprot
P. propionicum 900 52% 66% 98% I6X6H9
M. pelagius 929 50% 63% 98% H5URCO
K. limosa 982 48% 60% 99% K6X1U8
A. chelonae 907 49% 62% 99% K6VPX4
M. indicus 864 47% 61% 98% JOWAT76
C. durum 867 40% 56% 98% L1MHX9
C - - —
oppgr_ C. vitaeruminis 882 40% 54% 98% W5Y3RO0
containing
nitrite C. diphtheriae 462 55% 65% 57% H2H3B1
reductase
G.
_ 354 34% 51% 34% Q5L1X8
kaustophilus
N.
392 33% 50% 34% Q02219
gonorrhoeae
N. meningitidis 386 30% 47% 35% Q9JTBS8
R. sullae 377 30% 43% 43% Q60214
A. cycloclastes 378 32% 46% 30% P25006

Através da ferramenta InterProScan5 (Figura 35), foi verificado que tal proteina

pertence a familia de enzimas nitrito redutases dependentes de cobre. Além disso,

foram encontrados dominios proteicos caracteristicos pertencentes as demais enzimas

homdlogas dependentes do cobre, como, por exemplo, o dominio “cupredoxin” no qual

se encontra localizado o centro de cobre T1Cu.
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http://www.uniprot.org/uniprot/I6X6H9
http://www.uniprot.org/uniprot/H5URC0
http://www.uniprot.org/uniprot/K6X1U8
http://www.uniprot.org/uniprot/K6VPX4
http://www.uniprot.org/uniprot/J9WA76
http://www.uniprot.org/uniprot/L1MHX9
http://www.uniprot.org/uniprot/W5Y3R0
http://www.uniprot.org/uniprot/H2H3B1
http://www.uniprot.org/uniprot/Q02219
http://www.uniprot.org/uniprot/Q9JTB8
http://www.uniprot.org/uniprot/Q60214
http://www.uniprot.org/uniprot/P25006

Protein family membership
= [@ Nitrite reductase, copper-type (IPRO01287)

Domains and repeats

Detailed signature matches

IPROO1287 Nitrite reductase, copper-type
famn] oo
B IPROOBIT Cupredoxin
< y I T >
< 3 < X >
8 IPRO2B096 EfeO-type cupredoxin-like domain
[ e—1
[® 1PRO11707 Multicopper oxidase, type 3
[e—

Figura 35 - Resultado da busca por dominios proteicos conservados na sequencia de
aminoacidos de CuNIR de C. pseudotuberculosis, usando o Interproscan5.

Por meio do programa TMHMMZ2, foi possivel observar que tal regido N-
terminal de CuNIR de C. pseudotuberculosis supostamente codifica uma regido
transmembrana composta por 12 hélices (Figura 36). Estes resultado, apesar de
conflitante com literatura, evidencia a possibilidade de que tal regido N-terminal na
gual ndo houve cobertura quando comparada as sequéncias de CuNIR de organismos
ja bem caracterizados na literatura, pode de fato, representar uma regiao
transmembranica desta enzima em C. pseudotuberculosis, podendo representar deste

modo, uma variagao desta enzima comumente encontrada e tais organimos.

TMHMK posterior probabilities for COS

probakility

S00 &00 700 200

inside ouUtside

transmembrane

Figura 36 - CuNIR de C. pseudotuberculosis possui 12 hélices transmembranares na regido N-
terminal. Resultado obtido através da ferramenta TMHMM2.0

Com o objetivo de analisar a conservacdo dos residuos resposaveis pela
ligagdo aos atomos de cobre em T1Cu e T2Cu, assim como os residuos chaves

envolvidos na catélise enzimatica na estrutura de CuNIR de G. kaustophilus utilizada
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como referéncia, foi realizado um alinhamento multiplo entre as sequéncias das
proteinas CuNIR da mesma e as das proteinas ortélogas de C. pseudotuberculosis e
as demais sequéncias ortologas encontradas pelo BLAST (Figura 37.a e 37.b)

No Quadro 20 é mostrado um resumo dos resultados obtidos desse
alinhamento, contendo a posicdo de cada residuo em G. kaustophilus e C.
pseudotuberculosis, assim como a conservacao entre as sequéncias e a funcdo dos

mesmos na estrutura de CuNIR de G. kaustophilus, usada como referéncia.
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G haustophilus/3656-354
N.gonomhoeae/393-392
Acycloclastes/1-6

G pseudotuberulosis/-537
P propionicum/1-559
Mpelagius/1-562
Mindicus’1-523
C.dumm/1-527
C.vitaeruminia/1-647
C.diphtheraes1-122

Conservation

G haustophilus/3656-354
N.gonomhoeae/393-392
Acycloclastes/1-6

G pseudotuberulosis/-537
P propionicum/1-559
Mpelagius/1-562
Mindicus’1-523
C.dumm/1-527
C.vitaeruminia/1-647
C.diphtheraes1-122

Conservation

G haustophilus/3656-354
N.gonomhoeae/393-392
Acycloclastes/1-6

G pseudotuberulosis/-537
P propionicum/1-559
Mpelagius/1-562
Mindicus’1-523
C.dumm/1-527
C.vitaeruminia/1-647
C.diphtheraes1-122

Conservation

G haustophilus/3656-354
N.gonomhoeae/393-392
Acycloclastes/1-6

G pseudotuberulosis/-537
P propionicum/1-559
Mpelagius/1-562
Mindicus’1-523
C.dumm/1-527
C.vitaeruminia/1-647
C.diphtheraes1-122

Conservation

G haustophilus/3656-354
N.gonomhoeae/393-392
Acycloclastes/1-6

G pseudotuberulosis/-537
P propionicum/1-559
Mpelagius/1-562
Mindicus’1-523
C.dumm/1-527
C.vitaeruminia/1-647
C.diphtheraes1-122

Conservation

G haustophilus/3656-354
N.gonomhoeae/393-392
Acycloclastes/1-6

G pseudotuberulosis/-537
P propionicum/1-559
Mpelagius/1-562
Mindicus’1-523
C.dumm/1-527
C.vitaeruminia/1-647
C.diphtheraes1-122

Conservation

G haustophilus/3656-354
N.gonomhoeae/393-392
Acycloclastes/1-6

G pseudotuberulosis/-537
P propionicum/1-559
Mpelagius/1-562
Mindicus’1-523
C.dumm/1-527
C.vitaeruminia/1-647
C.diphtheraes1-122

Conservation

G haustophilus/3656-354
N.gonomhoeae/393-392
Acycloclastes/1-6

G pseudotuberulosis/-537
P propionicum/1-559
Mpelagius/1-562
Mindicus’1-523
C.dumm/1-527
C.vitaeruminia/1-647
C.diphtheraes1-122

Conservation

Tooeee e MNQPKT -« v e e PPNRSGRRSSLRD - FYVIGWLVALFAYIFVHRWYPEAMWLM I HLVL 51
1-MSTPTRPGAGPSETGRPPOAGRPGGGGRPG- GSRRNRARD - YTV I IWLLSAY | VAAAHRLYPESTWLMVHLVL 71
1MPASVDSPGSLPVGGPRP -« -« oo TPGPRRRHWPLRD - YPSVFWLAAAAAVALVHRFVPESTWLMIHLVL 63
e MNRSGWHLRAGAVVF AWLAALVVVAAAHRF IFLSGWLLVHLLA 43

MSAKGKWDRRSWHRKAGRPVSLWLGA | VVAGLVHQFLPNSRWVL IHLFT 49
- -ATDDSPKEQRLKRAAWHRKASKPVSVWIG IL ILFSF | HWMF PNYRWLL | HMF T 67

52 LGALTHSAMVWSEYFAHTLLRTGQGAQEKKNANRR ILILVAGTLMYF | GVPAGOWW- - - - - LVVAGG I LI TSAV 120
72 LGALTHSYLWYWSQYFTAALLKTRPDEARDRAGRRRLGLLSLGSLAVFVGVPATWWW- - - - - LVVAGAVFVTAAY 140
&4 LGALTHAILVWSRYF TDALLKVPASDADROAGSAR | VGLLAGSSFVLVGWVPTGLAL - - - - AVAIGAGLVAVAY 132
44 LGAAGNAIL IWSRHFADALLRRFPDPAR- TAEVLR | TAFNAGAVTVVAGMLG RWWF - - - - - VVLAGGVVVAVAA 111
S0 LGAVTNS | VVWSQHF TEKF LHAPAPDEARPWALRR | YALNLG | VWTVVGEALTT- - - - - FWQVTTVGAAIVGLIL 118

68 LGVWTHNS IMLWSQHF TEKFLHNHIEDSERAWALRRFWILNAG IVTTITGQF LETWWARHW I VTCVGATLVGCSL 141

121 IWHGAYLYRQLKKALP - ARFQIVVHYYVAASFMLP IGVFLGVLMARNP - - - EEPWYGQF LMAH IAVNFLGWIGL 190
141 SWHG | SLWRQLRKALP - GRFRVAVWYYVAASCHLPVGAGFGATLA - - - FGLDATWHWRFLVAHTMTNLLGWIGL 210
133 VWHG VY LWRMLRGGLP - GRFRVCVHYYVAAAACLAVGAILGGLLGATPGG IPDPAHGRFLLAHASANLLGWYGL 205
112 LAHGATLLQGMRTALP - ARFGVTVRYYVAATVCLALGAGFGVAMANS - - ALFGRVHERFY | AHAAVNLFGWVGL 182
119 AWHA | ALARQYROHNEQQRYAPVVLAYVASACCMPFGATAGALLAA- - -GVGTPWYDRLKLAHLAINILGFLGF 180
142 AYHAF YLGRQYLGAKKGRRFAPSVLAYVASAACLPFGALMGGFMSY - - - PMSSPWQERLKLAHVAVNVLGFVGF 212

191 TWYGTLYVTLWP TMLRARMDERAEKLATRALPVLLLG AV IVEGATLLGAMKMALAGLVYYFAGLY IWG | ALGKP - 263
211 TVVGTLVTFWPT ILRTRMDDRAEGFAKQALPWL | GSGMVVYVAGALAGLOYVAVAGLAGYLLALGWWGRYL VAP - 283
206 TILGTLVTFWPTLLHAR IDPRADALAREALPTLLLGVAVLVGGALAGVRLVALVGLLAYYVGVLWWGRALLVP - 278
183 TVLGTLVTLWRTMLRTRMATGVEVAARHGLPALLTALAVTVGGAVVGSPP I TGLGALGYLGAAG IVLRPHLDE - 255
190 AAVGSLAILFPT IWRTRAGTDRM- - -GOVLSLTMYGLLT IVIGSLLGLGO | AGAGLL I YCGGW I | AAF PWANNY 260
213 AAVGSLALLFATVWRAQSGKDRM- - - AHVVAFMGVGVLTAATGALLGFGVYVG | GLAFYLAGVL | ASASWAHTY 283

264 - - - - LRAKGLREFAPASVLAAMFWAVVGLVWYGY ILAT- STNWAQYTAALPLIGGVFAAGFA IQLLFGALT 328
284 - - - - LRRRPPREFAPASVLAAM I WWYVALYYTGG IVLTT- - PTSGWSEVTGTLA. - - VVWAGGFAAQLLTGALS 348
279 - - - - LRTRPPRTFAAASVAAALPWALVVLAWLGWILVTWMRSGDAGWTDVVARLTPYAGVAAVGYVGWYD ILTGALA 348
256 - - - - IRRKRPNDFATLSVLAGVAWL IGSLAFAAVALA|- - - - APSWPAAVAAAAELTAPVLAGFLVOVLLGSLT 321

261 RTVLOEPRDRVTFASVAVAAAPLWL IGSLLYLAIQAIEAD-
284 RLVAQDPRDRVTFAAMSVAAAAVWLFGALAVF TYRAF TA-

- - - THVAHVNLP ILSLLVGFAAQLL | GVMS 327
- - -PDVTAITLPTMALL IGFAAQLLAGVMS 349

330 YLMPSYMGGGTRYVVHAGOSALHKWTTFRILYPNVALALWLYYSASWYKVALSYVGYLVLAMFWVPFLY | AGKRCA 403
349 YLLPSYLGGGPRVVRAGAAWFDRFTTFRIVALNGALILFLTPTPPWYKLTSGVLGYGSVAAFLPLMILG | KASY 422
349 HLVPTYLGGGPAVVRATGRVFDRHAAVRLYLYVNAGLLFLLLPVPSWYSYTTSLLGLVGLMWF LPLVF VAVRVNR 422
322 YLAPVVMGGRASTLAA - GAELERGAPWRLTVANAGLLLCVLPAPSLVRVAAS ILVLVSYAAFLFLLVRAAWRAH 304
328 FLLPST |GGGPGASRAGLOTLDRAGLFRSTLLNVGLALWLLSPSERVTSVVSVLALASLAAF | PLVAMSVRAQR 401
350 YLLPSNIGGGPAATRTGMI VMDRAGLFRFALVNLGLA IWLYTODSWLRVVSSLLSMGSLAMVFFL | PFSAKAQL 423

404 AMLRDKSTGAA

423 AERKAIAKAGPRTGPPQKLP - - ERESALTANGMLAGYLALTLAYTVGVG IDPSEVGLGGGSS-5-- - - - TGWNA 438
423 QGRRAVADGEP - - - VPDGEPSREQGRLWSAGOVVAALSALGVAYVLG |GVDPAAAGLASTSG - STRAGQSAVAP 492
305 RDRDKPT- - - - TPGQPEGVPPRRRRG - - - - - VAAAGLGVVVLSTAAGVAADPASSLG IGT- - SPRVAVAA 453
402 AVLMKRVDAPKA - -REAPAYSQVTAALAVLALVAGTLGG - - - - - - - - GFGSGDGGNSGESSNTVAA 457
424 6V IRKQREALEL - PAKPKWGOLTAACAVVALVLAASGG - - - - - - - - - LGT-TGTKSATTTSNVAT 477

T ME- -« - TKESTWSA IWAVGGVAAIMLAILAGLGYDTVRTALMTRQE- A- TVAA- PVKP 51

EQLa @

469 TGQDTR-VEVYT IEGMHFVPSRIEVPAGNRLIVEFKNT-GSDVHNLYVG - DARTPRLTPGESHTLEAGY I SHD 537
439 TGRTQR | QVTAKEGLRFEPASAEVSRGDRYI |ELSNADATMIHDLKLG - DATTPRLSAGETAELDLGVYGES 559
493 TGRTVR- AAVSAKDMRF TPATYTVQAGDRLYVDLYNDDPAQVHDLYLG - DATSGRLAPGGRAEVDAGY I AGS 562
454 TGHTTT-ASLRIEGMRFVPDTYEVPAGDRLG I TLANTG- TDQHDLVLSHGTRTGRISPGESTVLDAGVIGSN 523
458 TGETTR-VTVSAKGMSFEPNVIRVPAGHRLE | TLYNMND- HQ IHDLKVASGAETGRLGSGEQAT IDAGVIGKE 527
478 TGQTTE- VSVEMQDMRF SPDTITYPTGHALTVNVTNTD - TMVHDLTFANGATSGRLAPGESATVEVGVIGOD 547
62 TGETTEVTVVATENMSYEPSVVEVPVGNEL | INLYNHDPHNGHDLVVG - DKKTDRVAPGKSTTLDVGLITES 122

Figura 37.a - Regido N-terminal de baixa cobertura encontrada em CuNIR de C.
pseudotuberculosis e de algumas espécies pertencentes a filo actinobactéria, tais como M.
indicus e C. durum quando alinhadas as sequéncias de CuNIR de organismos ja bem
caracterizados na literatura quanto ao tamanho, funcdo e estrutura da mesma.
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G kaustophilus/1-354 1 MKQRMS - - SLLSVALAASL - - LAACSN- - - - - - GCCGGCEAKAENKNGTAA - - - - - - - TTQQSAANMLAA - - HKGWVN 56
W.gonomhoeaes/1-392 1TMKR- - - - - - QALAAMIASLFALAACGG - - - - - - EQAAQAPAETPAASAEAASSAAQATAETPAGELPVIDAVTTH 83
A.cycloclastes/7-378 7MTRRTMLAGAALABAVAPLLHTAQAHA- - - - - - e GAAAAA - - - - - GAAPVDISTLPRVKWVDL -V 58
C.oseudotuberculosis/538-882 538 VEAFCSVAGHROMBMVLDVVAVGALAGNS - - - - - - - - - - - - - - MTGGDHAGH- - - TPMSTGQ IQNVPGAKLQDH | 5985
\P propionicum/560-900 560 |EGWCTVVGHRQABMVF TLKVSGADASTSAQDGTTGGGHDHAP - - - - - - - - - - - - 4 o0 b o oo e e s AQANSAPL 609
W.pelagius/563-929 563 TQGWCS I AGHRQMEBMTFDVVVDGAPPADTADTSAGGAQDHAGHDTTGMHGGT - - -GTTSSAPVTAVPDAGLTTHW 634
W.indicus/524-864 524 LDGWCAVAGHRQMEBMVF SWRVTGAPMPTTHSVHPGH- HGPAPGA - - - - - - - - - - - - TIPPGDIARSLGADRGPGF 585
C.durum/528-867 528 MEGWCTIPGHRQQEBMTLTIVPDQAGSGGHSGSGNHNGHGG - - - - HGGQHQQ - - - - - - HSGQNSQNAAPLEQANWR 592
C.vitaeruminis/548-882 548 LEGWCS | AGHRQOQBMY IHVTAEGASSGSASDMSTMSGSPG - - - - S- - - - - - - - -« - - STSETVTAADKLNQDNF VWV 608
C.diphtheriae/123-462 123 MTGFCSVAGHROMEBMTLRINAGSHAHH - - - - - - - - - - - - - - o000 oo o QH- - -GSLSEHF---HQSTRISAPI 1688
Conservation
6540002122355+ 75 o0363222- - - - - - [ T DDDDDDDDCICI1-0022203
G kaustophilus/1-354 57 QAP - - - VPLEKMERVGPHDVHIEMTAQITDIEID- KEBK I YKA FNGQAPEPLVVVNEGEBT IHF TLKN- MDPVVPH 126
W.gonomhoeaes/1-392 64 APE- - -VPPAIDRDYPAKVRVKMETVEKTMKMD - DEVEYRY FDGDVPERMIRVREGEBTVEVEF SNNPSSTVPH 134
W.cycloclastes/7-378 50 KPPFVHAHDPQVAKTGPRVVEFTMT IEEKKLVIDRESTEIHAMTFNGSVPEPLMVVHENBYVELRLINPDTNTLL 133
IC.oseudotuberculosis’538-882 586 DPKL- -PK- - - -LGSERVHKHRFEATEVPNEVA-PELWQTR FNGKSVEPTLHGRVGEVFEITLWVNN- -GSMG G661
\P propionicum/560-900 B1I0D NTVV - -DPVAPAATEET IHRVEMRVTELPLEVA - PEVWQKR FNGGPVEBPTLRGKVGEBVFEVTLIND- -GTIG 679
W.oelagius/563-929 635 DPAL- - APLPPRTGTPTVHRITLRATEIPLEVA-PEBVWOTR FGCDGHVEBPTLHGRVGEBIVFE I TLVNE - - GAMG 704
W.indicus/524-B64 586 TPRD- - ATLPP- - - ATVEHRLTLPVTEIQREVS-P@ITQRL FGGTAPEPTLR IP’:IG VFEITLVND- -GS TG 652
C.durum/528-867 583 NPEL--A---P-REDTD IHRVTLDVQEISGPV - -REBVERG FNGRPMEPTLR lKVG VFEVTLKNS - -GT I Sl 657
C.vitaeruminis/548-882 607 DPRL--Q- - -P-ASSETVHKVTLDISEIDVPIA-DEBVSRGR FNGGVOQEPTLRGKVGETFEVTLVNN- -GS | Pl 672
C.diphtherae/123-462 189 SPVL- -SSLEQ-RTTSVTHEATFTWSEVPLEVA-PEBVWATR FNGSGVEPTLH !KVO KFRITLVINN- -GT |G| 237

Conservation

G10--20--0-0034134635545354232 38547 0--6664
[ V4 _ v v
G kaustophilus/1-354 127 SMBIF HIAVHASPSKD - F IDVMBNKSGTF TYPANKP GTKP-VLQHI AN H VI IVKBKNGYPTDKE - - - 196
W.gonomhoeae/1-392 135 NVIBIF I RIAATGOQGGGCGAAATFTARGRTSTF SFKALQP AVAP - VGMHII AN Y@L | LVERKEGLPK- - - - - - 202
.cycloclastes/7-378 124 N | BIF HIAATGALGGGALTOVNRBGEETTLRFKATKP APEGMVP VTS N AIMVLBRDGLKDEKGQPL 208
IC.oseudotuberculosis’538-882 662 S | @IF GALAPDLP-MRTIABGEELVYRFKATRA GTMP - MT S|H| | AM| H AVV I KBEG - LPE- - - - - - 727
\P propionicum/560-900 G80 S | BF SHNLAPDGP-MRTIABGESLVYRFTAHRA G TAP-VSAHI AA H AV I IDBEG-LPA - - - - - - 745
W.pelagius/563-929 705 S | F GALAPDRP-MRTIPBGESLVYRFTAGRA STHP - MSHHI AA A AVVIEBDD-LPA- - - - - - 770
W.indicus/524-864 653 S | MF IAGALAPDRP-MRT IQBGQRLVYRF TATRA STMP -MSLHEII AN F AV I IDBPD-LPR- - - - - - 718
C.durum/528-867 658 SLMFIHIAGMVSPDEP -MRS | ABRGEELVYRF TAEHA GTAP-VSMHII AS F AVVIDBPD-LAP- - - - - - 723
C.vitaeruminis/548-882 673 S IMFHAGMYVYSPDSY-MRSINBGESLQYTFRAEHA GTMP - VSMH I AAI FEAVI IDBPN-LAK- - - - - - 738
C.diphtheriae/123-462 232 S I@FEHAGELAPDPEK-MRT IGRIGESL I YEF TAGRA STMP - MAA I AA H AVV I EEBVD-LAP- - - - - - 303
Conservation
827685521 -64365 3 7 3 24-732- - - - -

Figura 37.b - Alinhamento mltiplo entre as sequéncias de CuNIR de C. pseudotuberculosis, G. kaustophilus e das demais sequéncias de organismos
encontradas pelo BLAST. Os triangulos pretos representam a coordenacdo do atomo de cobre sobre T1Cu. Os triangulos brancos representam a
coordenacéo do &tomo de cobre sobre T2Cu. Os circulos pretos representam os residuos chaves envolvidos na catalise enzimatica.
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G kaustophilus/1-354
W.gonomhoeae/1-392
A.cycloclastes/7-378
Coseudotuberculosis/538-882
\P oropionicum/560-900

W pelagius/563-929
Wiindicus/524-864
C.durum/528-867
C.vitaeruminis/548-882
C.diphtheriae/123-462

Conservation

G.kaustophilus/1-354
W.gonomhoeae/1-392
A.cycloclastes/7-378
Coseudotuberculosis/538-882
IP propionicum/560-900
W.oelagius/563-929
W.indicus/524-864
C.durum/528-867
C.vitaeruminis/548-882
IC.diphtheriae/123-462

Conservation

G .kaustophilus/1-354
W.gonorhoeae/1-392
\A.cycloclastes/7-378
Cposeudotuberculosis/538-882
\P propionicum/560-900
Wpelagius/563-929
W.indicus/524-864
C.durum/528-867
C.vitaeruminis/548-882
C.diphtheriae/123-462

Conservation

197 - VBIREYVL IQNBWYKYND - = = = = = = o o oo o e e e et MNDFQNGVRSYVVFSSKALKPGDPNTNGDTFTLKEKPL 251
203 -V KEEFYIVQG FYTKGKKGAQGLQPF - - - - - - - - - DMDKAVAEQBEYVVFNGHVGS - - - - - - - - - - IAGDNAL 256
200 TY@KIYYVGEQDF YVPKDEAGNY - KKYETPGEAYEDAVKAMRTLTRTHIVFNGAVGA .- - - - - - - - - - - LTGDHAL 271
728 - VBIHEYVLTQSEVYLANKA- - - - - - - . RSAGEAQELDSKKLAEERBDRVVENG [ANQ- - - -« -« v o v - YDQQPF 781
746 - V| R:EYALVAS I¥LTGGT- - -GTSPETAAEVDAAKAQTDTEDYSTFNG IAFQ- - - - - - - oo YAQRPF 800
771 - V| ﬁSYVLVOS AYVAAGADGK- - - AAARPEDAQP IDAAKIAARR DFVTFNIANQ ------------ YDRFPL 829
719 - VEREYL | EQSEMYLGRPG - - - = = - - - = - - - - GEADADKVAKDTEDLVVFNGYARQ - - - - - - - -« - - YDHAPL 766
724 - VRHEYLLVQSEVYGLEGT - - - - ----SDTPVDSEKLAAGVEDAVVFNG IENQ- - - - -« -« YVDNQ | 773
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Figura 37.b (continuacédo) - Alinhamento mdltiplo entre as sequéncias de CuNIR de C. pseudotuberculosis, G. kaustophilus e das demais sequéncias de
organismos encontradas pelo BLAST. Os triangulos pretos representam a coordenacéo do atomo de cobre sobre T1Cu. Os tridngulos brancos representam
a coordenacdo do atomo de cobre sobre T2Cu. Os circulos pretos representam os residuos chaves envolvidos na catalise enzimatica.
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Quadro 20 - E mostrada a posi¢do dos residuos nas sequéncias de CuNIR de G. kaustophilus e C. pseudotuberculosis como também a
funcéo de cada residuo na estrutura de CuNIR de G. kaustophilus utilizada como referéncia, assim como a conservacao de tais residuos nas
sequéncias de todos os organimsos utilizadas no alinhamento multiplo.

G. kaustophilus C. pseudotuberculosis Conservacéo Funcéo
His 126 His 556 todos
His 174 His 604 todos
Coordenacao do atomo de cobre em T1Cu.
Cys 166 Cys 596 todos
Met 179 Met 609 todos
His 131 His 561 todos
His 165 His 595 todos Coordenacéo do atomo de cobre em T2Cu.
His 325 His 759 todos
Asp 129 Asp 559 todos
His 275 His 700 todos Residuos chaves envolvidos na catalise enzimatica.
Val 277 Val 702 todos
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Através destas analises, pode-se concluir que apesar da baixa cobertura
encontrada na regido N-terminal de CuNIR de C. pseudotuberculosis quando
comparada as sequencias proteicas das enzimas pertencentes a organismos ja bem
caracterizados na literatura quanto a funcdo e estrutura desta enzima, a regidao C-
terminal apresentou todos os residuos conservados na ligagdo aos atomos de cobre
gue compdem os centros de cobre T1Cu e T2Cu, como também os trés residuos
chaves envolvidos na catalise enzimatica na estrutura de NirK da bactéria G.
kaustophilus, evidenciando desta maneira, uma possivel funcdo conservada desta
enzima em C. pseudotuberculosis.

Além disso, tal enzima é possivelmente uma proteina de membrana devido a
presenca das 12 hélices transmembranicas na regido N-terminal, sendo que nesta
mesma regido ndo foram encontrados valores significativos de cobertura de
alinhamento quando comparada as sequencias das demais enzimas ja descritas na
literatura. Apesar disto, foram encontras enzimas com tamanhos similares a de C.
pseudotuberculosis em organismos pertencentes ao filo Actinobactéria, as quais
apresentaram altos valores de cobertura de alinhamento e valores significativos de
identidade e similaridade. Neste contexto, pode-se destacar as enzimas de espécies
pertencentes ao grupo CMNR, tais como C. durum, C. vitaeruminis e M. indicus,
bactérias filogeneticamente préximas a C. pseudotuberculosis.

Por fim, é possivel inferir que esta enzima apresenta indicios de que a mesma
seja capaz de realizar a reacao de reducado de nitrito a éxido nitrico, a segunda etapa
da via de desnitrificacdo. Além disso, ha a possibilidade desta vir a ser uma enzima
incomum as demais ja bem estudadas experimentalmente, podendo ser uma
ocorréncia comum encontrada em alguns organismos pertencentes ao filo
Actinobactéria, como observado pelos resultados do BLAST. Porém, estudos mais
detalhados a respeito da sua atividade catalitica tanto in vitro como também in vivo,
assim como a sua regulacdo, expressdo sob condi¢cdes varidveis precisam ser
realizados para que possa haver uma melhor compreenssdo dos mecanismos

envolvidos nesta reacao.
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4.1.4.8. Oxido nitrico redutase

A estrutura de 6xido nitrico redutase quinol-dependente (gNOR) de G.
stearothermophilus, que catalisa a reducdo de NO para N,O, foi recentemente
caracterizada. Esta enzima € composta 14 hélices transmembranicas e um dominio
hidréfilo localizado no lado extracelular (Matsumoto et al., 2012).

O dominio transmembranar de gqNOR contém heme b, heme b3 e metais nédo-
heme. Para além destes metais, um ion de calcio foi detectado entre os hemes b e b3
(Figura 38) (Matsumoto et al., 2012).

His5604 His559

Figura 38: Disposicdo dos centros metal e redox de gNOR de G. stearothermophilus.

Os elétrons utilizados na redugédo de NO por gNOR séo fornecidos a partir do
menaquinol para o centro binuclear através do heme b. O heme b € ligado por meio
dos residuos conservados His355 His653, e o residuo conservado His651 é o ligando
para o heme b3. O centro binuclear de gNOR é formado pelo metal ndo-heme e o ferro
do heme b3 (Figura 39) . Embora o ferro seja hormalmente encontrado como o metal
nao-heme, os estudos sugerem que o zinco (ZnB) esta presente em sua estrutura, o
gual é ligado por trés residuos de histidina (His508, His559 e His560) (Matsumoto et
al., 2012).

101




Glu516

Heme b,

His651 ‘\Elyszs

Figura 39: Estrutura do centro binuclear em gNOR. O ZnB metais ndo-heme é
coordenado por trés residuos de histidina conservados e duas moléculas de agua. O
residuo Glu512 essencial conservada ndo é um ligando para ZnB.]

Dois residuos conservados de glutamato Glu512 e Glu581 estédo localizados
perto do centro da binuclear e estdo envolvidos na transferéncia de prétons para
reducdo catalitica de NO. Os mutantes para Glu512 e GIu581 ndo apresentaram
atividade catalitica sugerindo que tais residuos conservados sdo essenciais para a
reducéo de NO (Matsumoto et al., 2012).

O ion de calcio em qNOR ¢ ligado pelos residuos Tyr93, Glu429 eGly91, por
uma molécula de agua, e pelos dois grupos de propionato dos hemes b e b3 (Figura
40). Mutantes para os residuos de ligacao ao calcio apresentaram uma diminuicdo da
atividade catalitica o que demonstra um papel importante para este ion na funcdo
enzimatica de da enzima. Uma das possiveis fungdes de Ca”** é a manutencéo da via
de transferéncia de elétrons de heme b para heme bz e/ou modulag@o dos potenciais
redox dos dois hemes para alcancar a transferéncia de elétrons eficaz (Matsumoto et
al., 2012).
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Figura 40: Disposi¢édo do ion de calcio em gNOR. O ion célcio é coordenado
pelo Gly91, Tyr93, Glu429, heme b propionato, heme b3 propionatoe uma molécula de
agua. Os residuos naN-terminal do dominio hidrofilico e aqueles nas regides
transmembranares sdo mostradas em ciano e azul, respectivamente.

Em C. pseudotuberculosis, 14 das 15 linhagens que possuem 0S genomas
completamente sequenciados apresentam um gene responsavel por codificar uma
enzima o6xido nitrico redutase quinol dependente (QNOR), estando ausente somente
nas na lihagem C. pseudotuberculosis 1/06A. Em todas as outras linhagens a proteina
correspondente ao gene é composta por 766 aminoacidos e busca por similaridade
realizada através do BLAST (Quadro 21) foi encontrada uma sequéncia homdéloga
somente na espécie C. diphtheriae pertencente ao género Corynebacterium, a qual
apresentou 79% de identidade e 90% de similaridade com a sequéncia
correspondente a C. pseudotuberculosis. Além disso, também foram encontrados 47%
de identidade com a qNOR de N. gonorrhoeae e 38% de identidade com a gNOR da
bactéria Gram-positiva Geobacillus stearothermophilus, a qual possui uma estrutural
de cristal conhecida. Foi observado também, 28% de identidade com a subunidade

catalica NorB de Pseudomonas aeruginosa e Pseudomonas stutzeri.
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Quadro 21: Resultados da busca por sequéncias similares a éxido nitrico redutase dependente te quinol gNOR de C. pseudotuberculosis
através do BLAST.

Acesso/
Proteina Organismo Tamanho | Identidade | Similaridade | Cobertura
Uniprot
C. diphtheriae 763 79% 90% 98% Q6NEMS3
Nitric-oxide reductase quinone-dependent N. gonorrhoeae 751 47% 63% 97% D1E9YO
G. stearothermophilus 792 38% 56% 97% B3Y963
Nitric oxide reductase subunit B P. aeruginosa 466 28% 44% 63% Q59647
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http://www.uniprot.org/uniprot/Q6NEM3
http://www.uniprot.org/uniprot/D1E9Y0
http://www.uniprot.org/uniprot/B3Y963
http://www.uniprot.org/uniprot/Q59647

A andlise funcional da sequéncia de aminoacidos realizada pela ferramenta
InterProScan (Figura 41) identificou que tal proteina pertence a familia “citocromo ¢
oxidase subunidade I”, o que esta de acordo com a literatura no que diz respeito a
grande similaridade entre tal subunidade e redutases de 6xido nitrico, sendo que a
mesma classificacdo quanto a familia é encontrada também nas demais gqNORs como

também em NorB.

Protein family membership
=@ Cytochrome c oxidase, subunit I(IPRO00883)

Domains and repeats

Detailed signature matches

@ IPRODOAB3 Cytochrome ¢ oxidase, subunit I

B IPRO23616 Cytochrome c oxidase, subunit I domain

Figura 41: Resultado da busca por dominios proteicos conservados na sequencia de
aminoacidos de gNoR de C. pseudotuberculosis, usando o Interproscan5.

Através do programa TMHMM2.0. foi previsto que gNOR de C.
pseudotuberculosis apresenta uma hélice transmembranica na regido N-terminal
conectada por um dominio extracelular hidrofilico e 12 hélices transmembranicas na

regido C-terminal (Figura 42).
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TMHMM posteriar probabilities for COS

H_E EH_E E_N E_EE_N T =
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outside
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Figura 42: PredicAo dos dominios transmembréanicos de q NOR de C.
pseudotuberculosis através do programa TMHMM2.0

Um alinhamento multiplo entre as sequéncias de gNOR referentes a C.
pseudotuberculosis, C. diphtheriae, N. gonorrhoeae e G. stearothermophilus foi
realizado a fim de verificar a conservacdo entre os residuos funcionalmente
importantes na estrutura da enzima, utilizando como referéncia a sequéncia proteica
de gNOR de G. stearothermophilus, para a qual uma estrutura de cristal foi

recentemente determinada.
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Figura 43 - Alinhamento mdultiplo entre as sequéncias de gNOR de C. pseudotuberculosis, G. stearothermophilus, C. diphtheriae e N. gonorrhoeae. Os
triangulos preto representam os residuos responséaveis pela ligacdo ao ion de célcio. Os tridngulos brancos representam o0s residuos responsaveis pela
ligacdo ao heme b. Os circulos pretos representam os residuos responsaveis pela ligacdo ao heme b3. Os circulos brancos representa os residuos
responsaveis pela ligacdo do metal ZnB. Os quadrados pretos representam os residuos envolvidos na transferéncia de protons para a catalise enzimatica.
Os quadrados brancos representam os residuos que fazem a ligagéo ao quinol.
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Figura 43 (continuagado) - Alinhamento mdultiplo entre as sequéncias de gNOR de C. pseudotuberculosis, G. stearothermophilus, C. diphtheriae e N.
gonorrhoeae. Os tridngulos preto representam os residuos responsaveis pela ligagdo ao ion de célcio. Os triangulos brancos representam os residuos
responsaveis pela ligacdo ao heme b. Os circulos pretos representam os residuos responsaveis pela ligagdo ao heme b3. Os circulos brancos representa os
residuos responsaveis pela ligacdo do metal ZnB. Os quadrados pretos representam os residuos envolvidos na transferéncia de prétons para a catalise
enzimatica. Os quadrados brancos representam os residuos que fazem a ligacéo ao quinol.
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Figura 43 (continuagao) - Alinhamento mdultiplo entre as sequéncias de gNOR de C. pseudotuberculosis, G. stearothermophilus, C. diphtheriae e N.
gonorrhoeae. Os triangulos preto representam os residuos responsaveis pela ligacdo ao ion de célcio. Os tridngulos brancos representam os residuos
responsaveis pela ligacdo ao heme b. Os circulos pretos representam os residuos responsaveis pela ligacdo ao heme b3. Os circulos brancos representa os
residuos responsaveis pela ligagdo do metal ZnB. Os quadrados pretos representam os residuos envolvidos na transferéncia de prétons para a catalise
enzimética. Os quadrados brancos representam os residuos que fazem a ligacédo ao quinol.
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No Quadro 22 estao listados os residuos utilizados como referéncia para a
andlise do alinhamento, assim como os residuos correspondentes na sequéncia de C.
pseudotuberculosis, a conservacgao de tais residuos entre as sequéncias analisadas,
como também a func¢édo atribuida para tais residuos na estrutura da enzima qNOR de

G. stearothermophilus, utilizada como referéncia.
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Quadro 22 - E mostrada a posi¢éo dos residuos nas sequéncias de gNOR de G. stearothermophilus e C. pseudotuberculosis como também a
funcdo de cada residuo na estrutura de gqNOR de G. stearothermophilus utilizada como referéncia, assim como a conservacao de tais residuos
nas sequéncias de todos os organimsos utilizadas no alinhamento mdaltiplo.

Residuos
Conservacao Funcéo
G. stearothermophilus | C. pseudotuberculosis

Gly9l Gly86 todos O ion de célcio é coordenado por Gly91, Tyr93, Glu429,
Tyr93 Tyr88 todos heme b, heme b3 e uma molécula de agua.
Glu429 Glu410 todos

His355 His333 todos Ligacdo ao heme b.

His653 651 todos

His651 649 todos Ligacdo ao heme b3.

His508 506 todos Coordenac&o de ZnB por trés residuos de histidina
His559 557 todos corservados.

His560 558 todos

Glu512 510 todos Dois residuos de glutamato conservadas que estédo
Glu581 579 todos envolvidos na transferéncia de protons para a catalise
Asp746 744 todos . L ]

His328 307 todos Sitios de ligacdo ao quinol

Glu332 311 todos
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Neste contexto, pode-se notar que todos os residuos envolvidos na ligagcao ao
menoquinol e ao heme b, assim como os de ligacdo ao heme b3 e ao metal ZnB no
centro bimetélico, como também os residuos envolvidos na ligacdo ao calcio e os dois
residuos de glutamato conservados envolvidos na transferéncia de prétons para a
catdlise enziméatica, apresentam-se totalmente conservados na sequencia de C.
pseudotuberculosis, como também em todas as demais sequéncias utilizadas no
alinhamento multiplo.

Por fim, pode-se concluir a partir do conjunto de resultados obtidos através das
analises realisadas para qNOR de C. pseudotuberculosis que, de fato, ha grandes
evidencias sugerindo uma fungdo conservada no que diz respeito reducdo de 6xido
nitrico (NO) para oOxido nitroso (N,O), na via de desnitrificacdo nas linhagens
pertecentes ao biovar Equi. Para além do seu papel na desnitrificacdo, sendo C.
pseudotuberculosis uma bactéria patogénica, € provavel que esta enzima também seja
utilizada como um mecanismo de defesa contra o sistema imune do hospedeiro, uma
vez que os macréfagos utilizam o Oxido nitrico como uma arma quimica contra
agentes infecciosos, assim como descrito na literatura, sendo esta uma enzima
encontrada tanto em bactérias desnitrificantes como também em bactérias
patogénicas nao desnitrificantes.

Sendo assim, seria interessante a realizagdo de estudos mais detalhados a
respeito da atividade e da fungédo que essa enzima exerce em C. pseudotuberculosis,
como por exemplo, a observacdo de quais seriam os efeitos correspondentes a uma
mutagdo em tal enzima no crescimento e sobrevivéncia da bactéria in vitro quando
expostas ao 6xido nitrico, como também a capacidade de tais linhagens mutantes em
sobreviver e persistir em camundongos infectados. Por conseguinte, inibidores
especificos desta enzima podem representar uma estratégia potencialmente
importante para combater infecgdes por C. pseudotuberculosis de ambos os biovares

Equi e Ovis.
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4.1.5. Proposta da via de reducédo de nitrato através de abordagens in
silico

Com a cadeia respiratéria identificada in silico, finalmente foi possivel propor as
vias de reducdo de nitrato. A via de desnitrificacdo (Figura 44 A) proposta para C.
pseudotuberculosis biovar Equi € compostas pelas enzimas nitrato redutase do tipo
NAR, nitrito redutase dependente de cobre (CuNIR) e éxido nitrico redutase quinol
dependente (QNOR), sendo que esta € uma via de desnitrificacdo incompleta, na qual
0 oxido nitroso é o produto final, ndo havendo, portanto, a presenca da enzima éxido
nitroso redutase e a consequente reducao para 0 gas nitrogénio.

C. pseudotuberculosis biovar Equi também apresenta a via de amonificacéo
(Figura 44 B) na reducéo dissimilatéria de nitrato a aménio, que aqui foi proposta como
sendo catalisada pelas enzimas nitrato redutase do tipo NAR e o complexo nitrito

redutase NrfAH associado a membrana.

Nitrato Nitrito 5 . .
Re red Oxido nitrice redutase
. (NarGHI) (CuNIR) (aNOR)
Nitrato Nitrito Oxido nitrico Orxido nitroso Nitrogénio gasoso
(NO;) | —>| 0O,) [——> (NO) > (N,0) +> (Ng)
A -
Nitrato Redutase
(NarGHI) e
Nitrato _ | Nitrito
(NOy) " | (NOy)
Nitrito redutase
(NrfAH)
v
Amonio
(NH,")
B 4

Figura 44 - Proposta da via de reducéo de nitrato em C. pseudotuberculosis biovar Equi. Em
(A) A via de desnitrificacdo e em (B) a via dissimilatéria de reducgédo de nitrato a amonio.

E interessante observar que a presenca de tais vais respiratorias nas linhagens
pertencentes ao biovar Equi, pode indicar que tais linhagens sdo mais bem adaptadas
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a condicdes ambientais diversas que podem ser encontradas, por exemplo, em
compartimentos intracelulares fagossomais de macrofagos, nos quais 0 oxigénio pode
nao estar presente, representando, deste modo, um recurso adaptativo importante que
pode ser utilizado para aperfeicoar a producdo de energia tais tais ambientes hostis,

permitindo a sua sobrevivéncia, replicacdo e persisténcia em seus hospedeiros.

4.1.6. Comparacao entre oS genes, as enzimas e as vias presentes nas
linhagens Equi e Ovis

Analise comparativa entre as 15 linhagens para identificacédo da via respiratoria
de nitrato também foi realizada, a Figura 45 € uma visdo completa de todas as vias
metabdlicas presentes em ambos os biovares. A presenca das enzimas e das vias
propostas de reducdo de nitrato foi comparada entre as linhagens do biovar Ovis
(representada pela linhagem 1002) e biovar Equi (representada pela linhagem 31).

Com relagdo as enzimas, a Unica e marcante diferenga encontrada foi a
presenca da enzima nitrato redutase nas linhagens Equi e a auséncia da mesma nas
linhagens Ovis. Além disso, com excecdo a enzima 6xido nitroso redutase, todas as
outras enzimas envolvidas nas vias de desnitrificacdo e redugdo dissimilatoria de
nitrato a amonio estdo presentes em ambos os biovares. No entanto, devido a
auséncia da enzima nitrato redutase as linhagens pertencentes ao biovar Ovis ndo
possuem nenhuma das duas vias propostas, uma vez que esta enzima € de
fundamental importancia para que ocorra a primeira reacdo de ambas as vias, no qual
a reducao de nitrato gera o nitrito que € utilizado como substrato para a segunda etapa
de ambas as vias.

Assim sendo, tais vias respiratorias de reducdo do nitrato encontradas nas
linhagens Equi de C. pseudotuberculosis podem a vir desempenhar um importante
recurso adaptativo no qual fornece energia para o metabolismo bacteriano em
ambientes anaerdébicos, permitindo a persisténcia desta bactéria patogénica em seus
hospedeiros especificos.

Além disso, a enzima Oxido nitrico redutase presente em ambos 0s biovares
Equi e Ovis, pode estar envolvida diretamente como um mecanismo de defesa contra
0 Oxido nitrico gerado pelo sistema imune do hospedeiro como um mecanismo de
defesa contra patdégenos, contribuindo assim para sua viruléncia. O mesmo pode ser
dito da enzima nitrito redutase geradora de amonio NrfAH, a qual é capaz de realizar a
reducdo de substratos alternativos tais como o 6xido nitrico e hidroxilamina, peréxido
de hidrogénio e sulfito, apresentando uma funcéo desentoxificante na fisiologia celular

sob condi¢cdes de estresses correspondentes.
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Organismo Enzimas presentes na via de desnitrificagio
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NO —* N,O Oxido nitrico redutase qNOR | — 9IITTTLL L 40
0-D-0D-0=D =3 T f£1 HijHiES
S — L oo R ArFubSE B
NO., — NO, | Ausente & : [il. §§§§x§§i’§:
a4 | ~l&1;,3:z::rn:“
NO, — NO | Nitrito redutase CuNIR 3 = HIIHIITEN
5 1 i3 I E3
C. pseudotuberculosis 1002 = i 1121111111 2
NO —% N;O Oxido nitrico redutase qNOR E H s I3RS kS
O=D=D=D=D ; Sy ONEHEUE
N,O — N, Ausente : OI $ 1 ;z§ §§ifr.§.
T i -
TR Lo 5 ] RS
4 X I{ Eg} ;f N e feaz D IpINJtl
3 1 é pre—
1 ;C‘ 1L lEI = X . 1IITIIING ALTE 2%
. v T & [ ==y e MITITITRANNGT R A %
§i] § i ! E} = $ &0 i |
= EE = 1 1 ; U EIT ITITTIIAT XX *
i 1 3 iy,
= %9Ef | 1< E : @fi f‘-—w-;‘ HIIIIIA ATAFYL
= 5 4 o
AN i @Pii - : Ty 1 i ' slmnpaaxesfizs
uuuuu 3 & X Enzimas presentes na via de reducio dissimilatdria
.t .
2 N -fl i Er%‘i .{" E Er==nl=ms de nitrato a amdnio
: ; i f11: § B el B NO, — NO,; Nitrato Redutase NarGHI
: ° T TE;:¢ % 1 00D NO,” —» NH,;" Nitrito redutase NrfAH
C. pseudotubereculosis 1002 NO;" — NO; Ausente
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Figura 45 - Analise comparativa da via de desnitrificacdo e reducao dissimilatéria de nitrato a amonio entre as linhagens C. pseudotuberculosis 1002 e 31
realizadas através do programa Pathway Tools. A figura representa todas as vias metabdlicas presentes nas duas linhagens. Os circulos representam um
composto, molécula ou substancia envolvida em alguma reagdo ou via metabdlica destas bactérias, sendo os tragos que ligam dois circulos adjacentes
representam uma reacao catalisada por uma enzima. As reag6es de cor azul sdo aquelas compartilhas entre as duas linhagens, ja as de cor vermelha estédo
presentes somente em C. pseudotuberculosis 31 (biovar Equi). E enfazado nesta figura, as enzimas presentes e ausentes em nas vias de desnitrificacéo e
reducao dissimilatéria de nitrato a amdnio, em ambas as linhagens.
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Parte Il — Andlise in vitro para identificacdo da via respiratoria
de reducéo de nitrato em C. pseudotuberculosis biovar Equi

4.2. Teste fenotipico para confirmar a capacidade de reducdo de nitrato
em C. pseudotuberculosis

A atividade nitrato redutase foi detectada por meio do cultivo em caldo nutritivo
suplementado com 0,5% de nitrato de potassio (KNO3) como fonte de nitrato. A
contraprova com zinco também foi aplicada e os resultados podem ser visualizados no
Quadro 23. Os resultados observados corroboram com a literatura. Biberstein et al.
(1978), utilizou testes bioquimicos para distinguir o biovar Equi (isolados de equinos e
bovinos; reducdo de nitrato positivo) do biovar Ovis (isolado de ovinos e caprinos,

reducdo de nitrato negativo).

Quadro 23 - Resultado do teste bioquimico para avaliar a capacidade reducéo de nitrato

Linhagens Biovar Reducéo de Nitrato

C. pseudotuberculosis 31 Equi +
C. pseudotuberculosis 258 Equi +
C. pseudotuberculosis 162 Equi +
C. pseudotuberculosis 5297 Equi +
C. pseudotuberculosis 1/06A Equi +
C. pseudotuberculosis 1002 Ovis -
C. pseudotuberculosis C231 Ovis -
C. pseudotuberculosis Ovis -
FRC41

C. pseudotuberculosis Ovis -
PAT10

C. pseudotuberculosis 262 Ovis -

116



4.3. Teste genotipico para confirmar a presenca dos genes envolvidos na
reducédo de nitrato em C. pseudotuberculosis

Apos identificacao das sequencias nucleotidicas nos genomas da linhagem 31,
foram desenhados primers a fim de identificar se os genes responsaveis pela reducéo
de nitrato também estavam presentes nas linhagens 258, 162, 5297 e 106/A de C.
pseudotuberculosis sequenciadas. Todos 0s genomas estdo depositados no NCBI e
na sua primeira versdo de sequenciamento estes genes ndo foram identificados,
entretanto como pode ser obsevado no gel de agarose (Figura 46) o operon esta
presente em todas as linhagens testadas e em concordancia com os testes
bioguimicos realizados, 0 que evidencia a necessidade de resequenciamento para

correcao do genoma de tais linhagens.

narT narl narH nark narG narJ
M C. 100231 258 162 5207 106k 31258 162 5207 106]C31 258 162 5207 1064 [c31 258 162 5207 1064 £31 258 162 5207 106A [c31 258 162 5267 106h
200pb—> ......:-::g.---..-,--.-.- CLLL L)
I = . L4

Figura 46 - Gel de agarose 1% contendo o resultado da PCR efetuada para confirmag&o
molecular do operon nar nas linhagens 258, 162, 5297 e 106/A.
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5. CONCLUSOES

C. pseudotuberculosis biovar Equi apresenta um sistema respiratério modular,
constituido por varios doadores e receptores de elétrons, o qual pode ser
utilizado para a adaptacao das bactérias em ambientes variaveis.

Foram identificados, o cluster para reducdo de nitrato narKGHJI em todas as
linhagens pertencentes ao biovar Equi, o cluster nrfAH que codifica uma
provavel enzima nitrito redutase formadora de amonio, e o gene nirK que
codifica uma provavel nitrito redutase dependente de cobre (CuNIR).

As andlises de similaridade das sequéncias identificadas para narKGHJI e
nrfAH sd@o conservadas, assim como os residuos analisados, indicando uma
possivel funcdo conservada.

Para além do seu papel na via respiratéria, € possivel que C.
pseudotuberculosis utilize a enzima NrfAH como uma funcdo desentoxificante
na fisiologia celular sob condi¢cdes de estresse correspondentes, devido ao fato
desta enzima apresentar uma versatilidade reativa, sendo capz de reduzir
substratos alternativos, tais como o 6xido nitrico e o perdxido de hidrogénio.

NirK apresentou baixa cobertura na regido N-terminal, entretanto a regido C-
terminal apresentou todos os residuos conservados na ligacdo aos atomos de
cobre no sitio ativo, evidenciando uma possivel funcdo conservada. Além
disso, tal regido N-terminal possivelmente € composta por doze hélices
transmembranicas, 0 que indica que esta é uma proteina ligada a membrana

em C. pseudotuberculosis.

Foi identificado em todas as linhagens de C.pseudotuberculosis o gene norZ
que codifica uma provavel éxido nitrico redutase dependente de quinol (QNOR).
Este gene apresentou todos os residuos conservados envolvidos na ligacdo
aos cofatores, evidenciando uma possivel fungé@o conservada.

E possivel que gqNOR de C. pseudotuberculosis seja utilizada também como
um mecanismo de defesa e adaptacdo ao ambiente hostil encontrado em seus
hospedeiros, conferindo a este patdgeno resisténcia ao estresse nitrosativo e
portanto, ao 6xido nitrico produzido pelos macréfagos como um mecanismo de
defesa contra patdgenos.

E possivel que os genes identificados in silico participem tanto de uma via de
desnitrificacdo incompleta quanto de uma via de amonificacao.

C. pseudotuberculosis biovar Ovis apresentou a respiracdo por nitrato ausente.

Todas as linhagens de C. pseudotuberculosis biovar Equi testadas foram
capazes de reduzir nitrato para nitrito em testes biogimicos e apresentaram no
genoma 0s genes responsaveis por codificar a Enzima Nitrato Redutase.

Através da PCR foi possivel observar a presenca dos genes envolvidos na
reducéo de nitrato em todas as linhagens testadas do biovar Equi.

Os genes de reducdo de nitrato estavam ausentes em todas as linhagens
testadas do biovar ovis.

Para que ocorra a reducdo de nitrato em C. pseudotuberculosis biovar Equi é
obrigatoria a presenca do operon narKGHJI.
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» Ha necessidade de resenquenciar os genomas do biovar Equi depositados,
pois a auséncia do cluster NAR indica um possivel problema na tecnologia de
sequenciamento utilizada.

6. PERSPECTIVAS

Neste trabalho foram pela primeira vez identificados os genes que realizam a
reducdo de nitrato e participam da cadeia respiratéria de C. pseudotuberculosis,
entretanto ainda ha muitos pontos a serem esclarecidos. Para dar prosseguimento ao

projeto, pretende-se:

e Resenquenciar os genomas de linhagens do biovar Equi;

e Confirmacdo a funcdo das enzimas constituintes da cadeia de transporte de

elétrons de C. pseudotuberculosis através de mutacoes;

e Analisar a expressao génica do operon narKGHJI de C. pseudotuberculosis

biovar Equi durante a respiracdo anaerobica de nitrato;
¢ Avaliar a sobrevivéncia de linhagens mutantes in vitro;

e Avaliar a sobrevivéncia e viruléncia de linhagens mutantes in vivo.
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ANEXOS

Sequencia de aminoacidos do cluster NAR de C. pseudotuberculosis

>Cp258 0388 narl Nitrate reductase gamma subunit 399625:400404 reverse MW:29186

MHSYDMFLWVAFPWLAIAAFAVGVSWRWRTDQFGWTTHSSQIYESTLLRLSSPLEFHYGMM
FVILGHVMGLAFPKSWTRAVGINDHAYHLIATIPGTIAGIAAVVGLCGLIYRRVSNKAVFE
LSTSKSDKVMYILLTLAILSGFIATVSTQVFGGPHGYDYRETISPWLRQLEFVFNPVPELM

MDVPWQFKVHVVAGFTMLAVWPFTRLVHAFSAPVGYVNRPYVVYRSRDITTQPSQQHVAW APVQHDKNQSKDEAGWAGA
>Cp258 0389 narJ Nitrate reductase subunit delta 400417:401094 reverse MW:25056

MRTHTGVVPSPTARIAMSDEQRRVVFMAASLLLDYPDERWQSIVDAVSLOVNALPKKTKQ
HFVRFLTAARVMGRRGMEQHYVECFDQRRRCSLFLSYYAVGDTRQRGAAILAFQESLETL
GFFLDREELPDHLCVVLEVAAKAESSAHHVATDMLAAHRDGIEVLRVALEHLDSPYSGLV

AAVCSALPDIDEDTRHNFVDLIRSGPPAELIGIESPLPFPTASNV >Cp258 0390 narH Nitrate reductase beta

subunit 401098:402699 reverse MW:59630

MKVMAQIAMIMNLDKCIGCHTCSVTCKQAWTNREGTEYIWEFNNVETRPGVGYPYGWENQD
KWEGGWVLDKKGKLKPRSGGRLKKLSTLFHNPKLPTIQDYYEPWTYEYEKLLSTPAGQKT
QPTARPISQIDGRPMDTISWSSNWDDNLGGSQETLDDDPVLKOMNLEVKKEIEDAFMEFYL
PRICEHCLNPTCVSSCPSGAMYKRAEDGIVLVDQODRCRGWRMCVSGCPYKKVYFNHKTGK
AEKCTLCYPRIEVGQPTVCSETCVGRMRYLGVLLYDADKVASAASTPDVKDLYKAQKDLL
LDPHDPQVIEAAMQENIPHAWIEAAQKSPIWDLIARYEVALPLHPEYRTLPMVWYIPPLS
PVVDRVTATGNDGEDHKILLTATISTMRIPLDYLAGIFTAGDTVPVEKVLRKLAAMRSYMR
DVSLGKQTDESIPAAVGMTGTDIKNMYHLLGVSKYDDRYVIPTASPETPRGIASLPEYAG

INPAQSIEEFHGLGPGAPEACHQEASHSRGEKVSLASWSVGSTPSSMFPSRKN >Cp258 0391 narG Nitrate reductase

alpha subunit 402699:406421 reverse MW:138953

MSNPDSINPLFKLGNFVRKGETGKEGQQIFLKGGRQADVEFYRNRWAFDKMVRSTHGVNCT
GSCSWKVYVKDGVITWESQAVDYPTTGPDMPDYEPRGCPRGASFSWYTYSPTRVRYPYAR
GVLVDMYREAKQRLGDPVLAWREIQETPEKRDAYISQRGKGGLIRIPYEEATIEMASAAHV
YTIRKHGPDRIAGFTVIPAMSQVSYGAGTRFLONIGGVALSFYDWYADLPPASPQTFEFGDQ
TDVPESGDWENSAYLMMWGSNIPVTRTPDAHFMAEVRYKGTKIVTVSPDFADNTKFADEW
LRIEPGTDAALAFAMGHVILKEFHVGKREPYFLNYMRKEFTDSGFLVTLDQREDGTYTPGK
FLTASNTSDPELKNSENATHRYLMMEKDGHVIDPGGTVADHWGDAGVGKWNLSLDGVDPV
MSIADTEQFDTAEVLEFPREFDLDASAEDINGSGPIGAGIVHRGVPVRKVDGQLVTTVEDIM
LAHYGVNREELNLPGSWPTSYEDASEVGTPAWQEGITGVPMAAAIRVGREFGQSAADSKG
RSQILMGAGVNHYFHADNIYRTFLALTSMCGTQGVNGGGWAHYVGQEKLRPMNGWQQYAM
ATDWVRPPROMITTGEFFYFGTEQWRYDNSHASRLGSPLASRDVIGDKMLSDTMVEAMKRG
WMPSYPQEFNRNPLVLADEAKNAGMEVADYVADQLOSGOMKFAYEDPSAPENWPRILLNWR
TNLMGSSAKGTEFFLRHLLGIDSDATAPELQEGERPKTITWRDAPHGKLDLMLTTDFRNT
STTLVSDIILPAATWYEKNDMSSTDMHPYLHSFNAAINPPWEARTDFEVFRDLSKRFSEM
AVTWLGVQHDVVTSPSHHDSPDEMTIANGIVPDINKVGYVPGLTMPKMAVVERDYSKIYE
KWMHLGPLPASAGTAVHGTKFDVSKQVEETAAINGVNETSFGPRPRLDTAIKVINAILHM
SGVSNGEVAAEGFKFLSKRTGKDLTVLGENNCDARITWDDIKERPAEVLTSPEWTADKRN
GRRYTAFSINIEHDKPFHTLTGRMHYYIDHDWFMDYGEALPVFRPPLDRLHLNGETRPGE
FLSGENGDPEVTVRYLTTHNKWSIHSQYFDNLHVLSVSRGGQVIWMSDKDAEKIGVKDNE
WIEAYNRNGVVSARAIVSHRIPEGTVLMNHAQERTAGTPLNEKTGRRGGTHNSLTRITIK

PVHIAGGYGQLTYHFNYIGPTGNNRDEVTRIRRRSQEVQY >Cp258 0392 narK Nitrate transporter

406464:407795 reverse MW:47802

MATINASSRVLTGWNPEDPDAWDSKIAWRTLIITTYSLEIGFATWYLVSAIAPQLNQIGFE
HFSKPQLYWLSSASGLAAGFSRLAFMFLPPIVGTRKMVTVSSEFVLALPMVGWFFAVINPA
TPYWWMLVLSVAGGLGGGVEFSGYMPPTGYFFPKSKAGTALGLQAGIGNFGVSFIQLVAPL
LMGVSLLGVRAQPQLRIDGSEVEFVHTPAIFMVPWTILAGVLAWLYLKDVPIKANFRQQOMD
IFGNSNTWIMTLIYLATFGAFSGFAAQFALLVNNIYGANSSLAATFEASELPKGAAFAFL
GPLISAATIRAAWGPLCDRFGGAIWTFISCAGMSISTAVAALFLNPTDPSQFWYFLAAMLT

MFFFTGLGNAGTFKQMPMIFPRRQAGGVIGWTAAIAAFGPFFVGVIVSSFGAPAFFWGCV VFFALCAALTWIFYARPRAPFAG
>Cp258 0393 narT Nitrate transporter 408140:409438 reverse MW:46634

MSHDSTQSGHIAPSEQEPTPQGANAVLIFSTVSEFTMMFAVWLMFGILGTPIQKEFGLSDT
QLSWILAVAILNGSMWRLPAGILADKIGGRKVMLGISLFSAAASLGVAFSQNYAMTLVLA
FLVGFCGNSFTAGAAWTSAWFPKHKQGFALGVEFGAGNVGASVTKFIGPIIIASTAGSTYL
GFIPAGWRLIPIIYSALLIIITILMMIYTPKVDRFSSSGRSLSEMLTPLKQVRVWRESLY
YVVVFGAYVALSATLPKYYIANYDVSLAVAGLLTAIFIFPASLLRPVGGWESDRYGARRA
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MYGTFFAMAASAALLSLPSKFISIFVEFTALVFILGCAMGIGKAAVYKHIPEYFPHDVGAV
GGLVGMLGGLGGFFLPPLFAYTKTWTGWSTSPFIVLFALVAVSALWMHLTVHRMLHNQVP ELKHHLEMPVSH

Sequencia de aminoacidos do operon NAR de C. pseudotuberculosis

>nrfA - 318000: 319451 MW : 54968.203
MSTHASKTRRRYLILTGAIVVTALITMSITALLINIMERKSEVTDHFAKVVNIDENVVDP
AEWGKNFPLQYESYLKTSEMGATTHGGSAKESRQPDDKDPRTEVAKSRIEEDPRLKEMWA
GYAFAVDYREARGHQYMLDDQRKTKRVTEFKQPGTCLNCHASTVKLMNDLGNGNVDEGEK
KMNKMSYKEVTQLAEHPVACIDCHDPKTMELRVTRPAFINGIRDLKASQGVKDFNVNRDA
THEEMRSYVCGQCHVEYYFEGEDKTLTFPWAKGIEIDQIWDYYKENGHVDEVNAKTGADI
VKAQHPEFDVWSNSIHAQNGVSCSDCHMPYERHGAKKVSSHHLQSPLLNINNSCMTCHNS
SDEEMKQRVEQIQDRFIHSRDQAFDSLTALIKDLEKAKDDPATPQDRLKLAREYQNKASFEF
YLDYVYSENSNGFHAPDYTQRIISDSLDASRKGQLVLQGVDPKTLEPSGVTQKNKEAAKT RGH >nrfH - 317503: 317988
MW : 17778.373 MSAGMRKHRVLTSALVVQVLAIFVIGSFVGVGLYTFIYAKGYSYLGNDPKACVNCHVMEP
QYNAWLAGSHSAVATCNDCHVPHDNIVHKYLVKAEHGVNHGFKFTTGWEFPDNIQIRDASR
KVTNEACLSCHGEFTSDIHGTYGENQIQCTHCHATVGHKTR

. Caracterizagdo e analises in silico das proteinas e enzimas envolvidas
no metabolismo respiratério e cadeia de transporte de elétrons de C.
pseudotuberculosis

NADH desidrogenase

Todas as 15 linhagens de C. pseudotuberculosis que possuem 0 seus respectivos genomas completamente
sequenciados e depositados no NCBI possuem um gene ndh responsavel por codificar a enzima NDH-2, enquanto que
0 operon nuo ndo esta presente em seus genomas. NDH-2 é uma pequena proteina de membrana monotépica que
catalisa a transferéncia de elétrons do NADH através de um cofactor flavina (FAD) para quinona. Em bactérias, NDH-2
sdo enzimas associadas ao lado citoplasmatico da membrana celular (Heikal et al., 2014). A proteina NDH-II consiste
em 452 residuos. e os resultados referentes a busca por similaridade através do UniProt por meio da ferramenta
BLAST a partir do banco de dados “UniprotkKB” e “UniprotKB/Swiss-Prot” est&o listados na tabela abaixo.

Quadro 24: Resultados obtidos através da busca de similaridade de sequencia através do BLAST para a NDH-2 de C.
pseudotuberculosis

Proteina Organismo Tamanho Identidade Similaridade Acesso/uniprot
NADH Corynebacterium 452 97% 99% GOCR51
dehydrogenase I ulcerans

Corynebacterium 454 86% 93% H2GR78
diphtheriae
Corynebacterium 434 81% 91% W5Y1E7
vitaeruminis
Corynebacterium 466 80% 88% M1UYUS8
callunae
Coryne'b_acterlum 471 79.0% 90% Q8FTH6
efficiens
Corynebacterium 0 0
glutamicum 467 78% 88% S5YIPO
Stap;ml)jlrgﬁcs)ccus 402 31% 49% Q5HHE4
Caldalkalibacillus 399 28% 48% F5L3B8
thermarum
Escherichia coli 434 26% 42% P00393
Mycobacterl_um 400 27% 42% POWJJ1
tuberculosis

Como se pode verificar na tabela acima, a enzima NDH do tipo 2 é amplamente distribuida entre o género
Corynebacterium. Neste contexto, NDH-Il de C. psudotuberculosis apresentou 97%, 86% e 78% de identidade de
sequéncia para as enzimas homélogas de C. ulcerans, C. diphtheriae e C. glutamicum, respectivamente, e 99%, 93% e
88% de similaridade levando em consideragéo as trocas positivas a partir de aminoacidos sindnimos, ou seja, aqueles
aminoacidos que possuem as suas propriedades fisico-quimicas semelhantes. J& em relagdo a NDH-2 de
Caldalkalibacillus thermarum a qual a estrutura de cristal foi recentemente determinada (Heikal et al., 2014), foram
encontrados valores de apenas 28% e 48% de identidade e similaridade, respectivamente. Concomitantemente foram
também obervados baixos valores de identidade entre as sequéncias correspondentes de NDH-2 de M. tuberculosis e
E. coli em relacédo a de C. pseudotuberculosis.
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http://www.uniprot.org/uniprot/G0CR51
http://www.uniprot.org/uniprot/H2GR78
http://www.uniprot.org/uniprot/W5Y1E7
http://www.uniprot.org/uniprot/M1UYU8
http://www.uniprot.org/uniprot/Q8FTH6
http://www.uniprot.org/uniprot/S5YIP0
http://www.uniprot.org/uniprot/Q5HHE4
http://www.uniprot.org/uniprot/F5L3B8
http://www.uniprot.org/uniprot/P00393
http://www.uniprot.org/uniprot/P9WJJ1

A busca por dominios conservados na sequéncia proteica de NDH-2 de C. pseudotuberculosis realizada
através da ferramenta InterProScan 5 foi identificado que a mesma pertence a familia “FAD-dependent pyridine
nucleotide-disulphide oxidoreductase” Esta familia pertence tanto a classe | e classe Il de oxidoredutases. As
flavoproteinas pertencentes a esta familia apresentam similaridade entre suas sequencias, como por exemplo, entre a
familia glutathione-reductase e um grande numero de flavoenzimas, como por exemplo, NADH desidrogenase e NADH
peroxidase. Além disso, foram encontrados também os dominios “Pyridine nucleotide-disulphide oxidoreductase,
FAD/NAD(P)-binding domain” e “Pyridine nucleotide-disulphide oxidoreductase, NAD-binding domain” que represetam
um dominio maior de ligacdo ao FAD e um pequeno dominio de ligagdo ao NADH dentro do dominio maior de ligagéo
ao FAD. Tal classificacéo da familia e dos encontrados na estrutura estdo de acordo com as demais enzimas NAH-2
descritas na literatura, como por exemplo, a enzima homologa pertencente a bactéria C. thermarum (Heikal et al.,
2014)

Protein family membership
@ FAD-dependent pyridine nucleotide-disulphide oxidoreductase (IPRO13027)

Domains and repeats
« >

S
Detalled signature matches
IPR0O13027 FAD-dependent pyridine nuclectide-disulphide oxidoreductase
[ s— [ s— [ —1

[@ IPRD23753 Pyridine nucleotide-disulphide oxidoreductase, FAD/NAD(P)-binding domain

« ]

@ IPRD0O1327 Pyridine nucleotide-disulphide oxidoreductase, MAD-binding domain
S

Figura 47: Representacéo gréafica da familia e dos dominios identificados em NDH-2 por InterProScan5

Predicdo dos dominios transmembranicos através do programa TMHMM2.0. foi detectado que NDH-2 de C.
pseudotuberculosis um dominio transmenbranico que corresponde aos residuos de aminoacidos 388 a 406. Este
resultado ndo esta totalmente de acordo com a literatura, pois na realidade tais proteinas sdo monotopicas de
membrana, ou seja, estdo associadas a mesma somente através a de uma porcdo constituida por residuos
hidrofébicos(Heikal et al., 2014), porém, tal regido ndo chega a atravessar a bicamada lipidica da membrana,
atravessando somente uma camada da mesma.. Portanto, tal resultado encontrado, muito provavelmente, representa
esta por¢do da proteina NDH-2 a qual se encontra associada somente a camada da membrana voltada para o
citoplasma, néo representando, portanto, uma a-hélice transmembranar.
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Figura: Predicdo dos dominios transmembranicos através do programa TMHMM2.0. NDH-2 apresenta um
dominio transmembranico que corresponde aos re”siduos de aminoacidos 388 a 406

Através de um alinhamento multiplo entre as sequéncias proteicas das enzimas NAH-2 de C.
pseudotuberculosis, C. diphtheriae, C. glutamicum, C. ulcerans e C. thermarum revelou algumas semelhancas e
diferengas entre as sequencias de tais organismo. A tabela
Quadro 2:
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C. thermarum C. pseudotuberculosis Conservacao Funcéo

v8l V87 100%

Gly12 G21 100%

N265 Ser282 Ser todos = N .
Ligagc&o da molécula de

Y13 Phe22 Phe todos = FAD as cadeias de
aminoéacidos no dominio

G4 G23 100% de ligacéo ao FAD

D299 D321 100%

T45 Q_gIn50 GIn todos =
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Figura 48: Alinhamento multiplo correspondente a regido N-terminal de NDH-2. Os residuos de aminoacidos referentes a ligagcdo a molécula de FAD estéo representados com triangulos
pretos.

C.thermarum/1-399 L
Cpseudotuberculosis/1-452 1MSDNPFRPE

C.glutamicum/1-467 1MSVNPTRPE
C.diphtheriae/1-454 1MTNTPFRPE
C.ulcerans/1-452 1MSDKPFRPE

Conservation

121120323

C.themarum/1-399 7 IKK I KF V|
Cpseudotuberculosis/1-452 77 QDNVNV V]
C.glutamicum/1-467 77 QENVNV |
C.diphtheriae/1-454 77 QNNVHVL
C.ulcerans/1-452 77 QDNVNVV

Conservation

C.themarum/1-399
Cpseudotuberculosis/1-452
C.glutamicum/1-467
C.diphtheriae/1-454
C.ulcerans/1-452

Conservation

Cthermarum/1-399

Cpseudotuberculosis/1-452

Cglutamicum/1-467
Cdiphtheriae/1-454
Culcerans/1-452

Conservation

Cthermarum/1-399

Cpseudotuberculosia/1-452

Coglutamicum/1-467
Cdiphtheriae/1-454
Culcerana/1-452

Conservation

Cithermarm/1-399

Cpseudotuberculosis/1-452

Cglutamicum/1-467
Cdiphtheriae/1-454
Culcerans/1-452

Conservation

pTMvaiBRrREQQKVTLAN- - -
TDINTSAKTVSASLGEYSKTIE

LNAMVTNVDATSVTYKTK-
LNAIVTDVDENSVTYKSTVRIDSLHTIDSFCKI
LNAIVTDVRDENSVTYKSTTHDSTHTINSFCKI

CALI INEENNRPYRPT H)
(G|
S|
G|

| VAALGLQKRLNYN
LFAVQNLK-
LFAAKNLA -
LFAVQONLK- -
LFAVQNLK- -

-GELH

TDINVESQTVTASLGEF TRVFE
TDIDTESKTVVADLDDYSKT I E
TDINTSAKTVSASLGEYSKT IE

EEEE I KAATV
VTYKSTTENSTHTINSFCKI
EEHTIESFCKI

56467 5

RATAAF SWG | NALS
RFVSA|ISWGLNALS
RATAAF SWG I NALS!
RATAAF SWG | NALS

561231333223

ENVAA
IAYVAE

EYVAE
EYVAE
JAYVAE

5 22322311252311

SEPETFS I
AGQSYF &N
AGQSYF BN
AGQSYF@N
AGQSYF@IN

-DVDPKLV
TRFNPANA
KNFNTNSA

TQFTISNA
TRENPANA

LGK\ILA OLE

8 - VEBKso
LG KLVA]
LGKLV,
LOoKVL

NLATTRQQLHARGALAEQDKNLETKN
NLATTRQOLHSRTTLSKFAHELEEASSDLPIELRDNQRFSGK 467
NLATTRQQLHGRTGLAKLTALVDTAEKK 454
NLATTROQOLHARGALAEQDKNLEAKN

202011023011

TMHHDQARVG |
ILSSGEIAPQT
ILSSGEIAPST
ILSSGEIAPQT
ILSSGEIAPQT

766

IEYQF AK -
ILGAFERA
I IGAFERA
| IGAFERA
ILGAFERA

566 493

FDPALVNYAMEVLGG
PFGKRLGRNAQRELEK
PFGKRLGRNAQRTLEK
PFGKRLGRTAQRELEK
PFGKRLGRNAQRELEK

I kVBlPYLRAPGHEN! 204
PUNPDLSVGSD a8
MVNDDLSVGDOKNY 315
PVNEDLSVGDD 318
PUNPDLSVGSE 318

RKVY] 37
KVEVT] 300
KVEVT] 380
KVEVT] 390
KVEVT 390

3900
452

Figura 49 Alinhamento multiplo correspondente a regido C-terminal de NDH-2. Os residuos de aminoacidos referentes a ligagdo a molécula de FAD estdo representados com triangulos preto
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Succinato desidrogenase (succinato: quinona redutase)

Succinato: quinona redutase (SQR) catalisa a oxidagdo do succinato para furamato no ciclo do acido citrico e
transfere os elétrons para as quinonas na membrana celular. Tal enzima apresenta similaridade de sequéncia com a
enzima quinol: furamato redutase (QFR) que catalisa a reagdo inversa de SQR em organismos anaerébicos. SQR de
Corynebacterium pseudotuberculosis ainda néo foi caracterizada, mas muitas propriedades podem ser deduzidas
através da comparacdo das sequéncias de proteinas derivadas dos as das SQO de espécies que ja estdo bem
caracterizadas, tais como SQR das bactérias Gram-positivas Corynebacterium glutamicum e Bacillus subtilis, e
principalmente com as enzimas para as quais uma estrutura de cristal tem sido determinada, como por exemplo, QFR
de Wolinella succinogenes (Lancaster et al., 1999), QFR de E. coli (lverson et al. 1999), e SQR de E.coli (Yankovskaya,
2003). De acordo com as sequéncias gendmicas, SQR de C. pseudotuberculosis é composta por trés subunidades,
SdhA (flavoproteina, 671 residuos), SdhB (proteina ferro/enxofre, 249 residuos) e SdhC (ancorada a membrana, 252
residuos), e o genes correspondentes estdo dispostos na ordem sdhC_sdhA_sdhB, assim como em C. glutamicum.
As analises in silico referentes a cada subunidade que compde a enzima, serédo descritas nos topicos a seguir.

Succinato desidrogenase subunidade flavoproteina (SdhA) :

O gene responsavel por codificar a subunidade flavoproteina (SdhA) de SQR de C. pseudotuberculosis foi
encontrado em 14 das 15 linhagens que apresentam seus genomas completamente sequenciados e depositados no
NCBI, estando ausente somente na linhagem 1/06A. Além disso, o gene , os outros dois genes responsaveis pela
codificacdo das outras duas subunidades que fazem parte do complexo enzimatico SQR, ou seja, sdhB e SdhC, estdo
presentes no genoma de tal linhagem. Esses resultados aparentemente indicam um baixa qualidade no
sequenciamento desta regido em C. pseudotuberculosis linhagem 1/06A. Nas outras 14 linhagens de C.
pseudotuberculosis, a subunidade catalitica SdhA de é composta por 671 residuos de aminoacidos e apresentou
elevada identidade de sequéncia quando comparada as subunidades homoélogas entre as espécies pertencentes ao
género Corynebacterium, tais como 97%, 92% e 83% de identidade com as SdhA de C. ulcerans, C. diphtheriae e C.
glutamicum, respectivamente. Foi observado também que SdhA de C. pseudotuberculosis apresentou 34% de
identidade de sequéncia com a SdhA de B. subtilis contra apenas 29% de identidade quando comparada a mesma
proteina de M. tuberculosis.

Proteina Organismo Tamanho Identidade Similaridade Acesso/
Unipro
Succinato desidrogenase Corynebacterium 671 97% 99% 17GWU1
subunidade flavoproteina ulcerans
Corynebacterium 633 89% 95% W5XXP9
vitaeruminis
Corynebacterium 671 87% 93% EODC23
matruchotii
Corynebacterium 673 83% 90% S5XZM3
glutamicum
Bacillus subtilis 586 34% 53% P08065
Mycobacterium 563 29% 44% 053370

tuberculosis

Escherichia coli 588 27% 43% POAC41
Furamato redutase subunidade Escherichia coli 602 31% A47% P00363
flavoproteina

Mycobacterium 583 30% 45% P9WN91

tuberculosis

Mycobacterium bovis 583 30% 45% P64175

Wolinella succinogenes 656 29% 44% P17412

Através da ferramenta InterproScan5 foi observado que SdhA de C. pseudotuberculosis pertence a familia
“Succinate dehydrogenase/fumarate reductase flavoprotein subunit, low-GC Gram-positive bactéria”. Esta familia
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http://www.uniprot.org/uniprot/I7GWU1
http://www.uniprot.org/uniprot/W5XXP9
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http://www.uniprot.org/uniprot/S5XZM3
http://www.uniprot.org/uniprot/P08065
http://www.uniprot.org/uniprot/O53370
http://www.uniprot.org/uniprot/P0AC41
http://www.uniprot.org/uniprot/P00363
http://www.uniprot.org/uniprot/P9WN91
http://www.uniprot.org/uniprot/P64175
http://www.uniprot.org/uniprot/P17412

representa a subunidade flavoproteina da succinato desidrogenase encontrada nas bactérias Gram-positivas de baixo
contetdo C+G. A mesma familia é encontrada em C. glutamicum como também em vérias espécies pertencentes ao
género Corynebacterium, como relatado anteriormente nos estudos referentes a purificagcdo e caracterizagdo de SQR
de C. glutamicum. Nesse estudo, uma arvore filogenética criada a partir das sequéncias de SdhA de vérias espécies,
revelou que a enzima succinato: menoquinona redutase de C. glutamicum ndo pertence ao grupo de SQRs de
espécies que possuem um elevado conteddo GC, tais como M. tuberculosis, mas estad mais préxima filogeneticamente
a aquelas pertencentes as bactérias com baixo contetido CG, como por exemplo, B. subtilis. Os autores concluem que
estes resultados podem ser devido a transferéncia horizontal dos genes responsaveis por codificar as subunidades
desta enzima (Kurokawa and Sakamoto, 2005).

Foram encontrados também, através do InterproScan5, os dominios “FAD binding domain”, “succinate
dehydrogenase/fumarate reductase flavoprotein, catalytic domain” e “Fumarate reductase/succinate dehydrogenase
flavoprotein-like, C-terminal” (figura), como era esperado, de acordo com a literatura. A subunidade flavoproteina
encontrada nas enzimas SQR e QFR contém um dominio N-terminal que se liga ao cofator FAD, um dominio catalitico
central, e um dominio C-terminal, cujo papel é incerto. O local de ligag&o ao substrato esta localizado entre os dominios
de ligagdo ao FAD e dominio catalitico (Lancaster, 2013; Yankovskaya, 2003).

Protein family membership

@ Succinate dehydrogenase/fumarate reductase, flavoprotein subunit. low-GC Gram-positive bacteria(IPR0O11260)

Domains and repeats

Detailed signature matches

IPRO11280 Succinate dehydrogenase/fumarate reductase. flavoprotein subunit. low-GC Gram-positive bacteria
<

B IPR003953 FAD binding domain

C >

B IPRO27477 Succinate dehydrogenase/fumarate reductase flavoprotein, catalytic domain
L]
—

@ IPRO15939 Fumarate reductase/succinate dehydrogenase flavoprotein-like, C-terminal

« )
[
C )

Figura 50: Representacdo esqueméatica de dominio conservado da proteina SdhA de C. pseudotuberculosis. Identifica-
se o dominio de ligagdo ao FAD (roxo) e o dominio catalitico (vermelho) e o dominio C-terminal (branco). Analise
realizada através do IntreProScan5.

Com o propésito de identificar a conservacédo entre os residuos envolvidos na ligagdo ao cofator FAD e na
ligagdo ao substrato, foi realizado um alinhamento multiplo entre as proteinas SdhA de C. pseudotuberculosis, C.
glutamicum, B. subitilis e E. coli, e as proteinas FrdA de W. succinogenes e E. coli (figura x e xx). Foi utilizado como
referéncia para a identificacéo dos residuos a sequéncia referente a proteina FrdA de W. succinogenes para a qual a
estrutura de cristal esta disponivel. As informacdes detalhadas referentes ao alinhamento esta descrito no quadro X,
assim como também a posigdo de tais residuos na sequéncia de SdhA de C. pseudotuberculosis e a conservagao de
tais residuos entre as sequéncias analisadas.

Quadro: residuos chaves na estrutura de SdhA e QRF utilizados nas analises referentes ao alinhamento mdltiplo

W. succinogenes FrdA C. pseudotuberculosis SdhA Conservacao Funcéo

His 43 His 99 100% Ligagdo covalente ao FAD
Arg 301 Arg 361 100% Ligacéo ao substrato

Arg 404 Arg 466 100%

His 369 His 432 100%

Através do alinhamento foi identificado que a ligagdo covalente ao grupo
prostético FAD ocorre através do residuo Histidina na posicédo 99 de SdhA de C.

pseudotuberculosis e tal residuo encontra-se 100% conservado em todas as demais
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sequéncias. Concomitantemente, os outros trés residuos responsaveis pela ligacao ao

substrato também se encontram 100% conservados em todas as sequéncias.
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Figura 51: Regido N-terminal de do alinhamento. O residuo de histidina responséavel pela ligagédo covalente ao FAD
é marcado com um triagulo invertido preto
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Figura 52: Regido central do alinhamento. Os trés residuos de ligagdo ao substrato sdo mostrados com triagulos

invertidos braco.
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Figura 8: Regido C-terminal de do alinhamento.

Succinato desidrogenase subunidade ferro-enxofre (SdhB)

R I

A subunidade ferro-enxofre da succinato desidrogenase de C. pseudotuberculosis apresentou altos valores
de identidade entre as sequéncias proteicas correspondentes a mesma subunidade nas espécies pertencentes ao
género Corynebacterium, como por exemplo, 92% e 82% de identidade e 97% e 91% de similaridade com as proteinas
SdhB de C.diphtheriae, C. glutamicum, respectivamente. Ja em relagdo & SdhA C. ulcerans foi observada identidade
de 99% e 100% de similaridade, demonstrando a alta conservacdo da enzima em comparacdo com esse
microrganismo. Por outro lado, em M. tuberculosis foram encontrados apenas 24% e 30% de identidade para SdhB e
FrdB deste patégeno, respectivamente.

Proteina Organismo Tamanho | Identidade | Similaridade | Acesso/
Unipro
Succinato desidrogenase subunidade | Corynebacterium 249 99% 100% I7TH7EO
ferro-enxofre ulcerans
Corynebacterium 249 86% 95% CcoDzv2
matruchotii
Corynebacterium 249 86% 96% H2GT13
vitaeruminis
Corynebacterium 249 82% 91% Q6M7Z0
glutamicum
Escherichia coli 238 29% 40% P07014
Bacillus subtilis 253 28% 50% P08066
Mycobacterium 263 24% 39% 053371
tuberculosis
Furamato redutase subunidade ferro- | Mycobacterium 247 30% 43% POWN89
enxofre tuberculosis
Escherichia coli 244 29% 45% POAC47
Wolinella succinogenes 239 29% 46% P17596

A busca por dominios conservados em SdhB de C. pseudotuberculosis revelou a presenca de trés principais
dominios: “succinato desidrogenase/furmato redutase N-terminal” (aminoacidos 5-120); “ferrodoxina alfa-helicoidal ”

(aminoéacidos 121-140) e

“dominio de ligagdo a [4Fe-4S]” (aminoacidos 158-227). Além disso, foram encontrados
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também um “sitio de ligagéo ao aglomerado ferro-enxofre [2Fe-2S]” entre os aminoacidos 58 a 66; e o sitio conservado
de ligacdo ao aglomerado ferro-enxofre [4Fe-2S]” entre oas aminoacidos 159 a 170.

O dominio “succinato desidrogenase/furmato redutase N-terminal’ representa o dominio de ligagdo ao
aglomerado ferro-enxofre [2Fe-2S] e é estruturalmente classificado como um “beta-grasp”, a qual é caracterizado como
tendo uma folha-beta composta por quatro cadeias beta e uma alfa-hélice que flanqueia a folha. Os dois atomos de
ferro do aglomerado [2Fe-2S] estdo coordenados tetraedricamente por dois atomos de enxonfres inorganicos e por
quatro residuos de cisteinas.

O dominio “ferrodoxina alfa-helicoidal” contém dois aglomerados [4Fe-4S] tipicos de ferrodoxinas
bacterianas. Este dominio esta presente em vérias proteinas envolvidas em reagdes redox, incluindo a regido C-
terminal das proteinas respiratorias succinato desidrogenase (SQR) e fumarato redutase (QFR) em bactérias.

A estrutura das proteinas pertencentes a esta familia consiste na duplicagdo de um dominio de vinte seis
residuos de aminoacidos. Cada um destes dominios contém quatro residuos de cisteina que se ligam a um centro
[4Fe-4S]. Nos aglomerados ferro-énxofre do tipo [4Fe-4S] os quatro atomos de ferro e os quatro ions sulfuretos estao
localizados nos vértices de uma estrutura semelhante a um cubo. Cada 4Fe-4S estéa ligado a cadeia polipeptidica por
quatro ligacdes covalentes Fe-S envolvendo os residuos de cisteina. Em alguns ferredoxinas bacterianas, um dos dois
dominios duplicados ndo possui uma ou mais das quatro cisteinas conservadas, sendo que nestes casos, ou tais
dominios perderam suas propriedades de ligagcdo ao ferro-enxofre ou ocorre a ligagdo a um aglomerado [3Fe-3S] no
lugar do [4Fe-4S].

Nas ferredoxinas 2Fe-2S, quatro residuos de cisteinas ligam o aglomerado de ferro-enxofre a proteina. Trés
destas cisteinas estdo agrupadas em conjunto na mesma regido da proteina. Esta sequéncia compreende os trés
residuos de cisteinas envolvidas na ligacéo de ferro-enxofre.

Um alinhamento multiplo evidenciou que SdhB de C. pseudotuberculosis possui todos os 11 residuos de
cisteina necessarios para formar o aglomerado [2Fe-4S] (Cys58, Cys63, Cys66, Cys84), o aglomerado [4Fe-4S] (Cys
159, Cys 162, Cys 165, Cys 223) e o0 aglomerado [3Fe-4S] (Cys 169, Cys 213, Cys 219).

Protein famiy membearship
=@ Succinate dehydr reductase Iphur protein(IPR 0044
Domains and repeats

Detailed signature matches

PPROD858 Succinate dehydrogenase/fumarate reductase iron-sulphur protein
® PRO125TS Beta-grasp domain

® PRO0O10S1 2Fe-25 ferredoxin-type domain

@ IPRO25182 Succinate dehydogenase/fumarate reductase N-terminal

@ IPR00SOST Alpha-helical ferredoxin

@ IPRO178%6 4Fe-4S ferredoxin-type. iron-sulphur binding domain

@ IPR001450 4Fe-4S binding domain

B IPR0060S8 2Fe-2S ferredoxin. iron-sulphur binding site
-—

B IPRO17300 4Fe-4S ferredoxin. iron-sulphur binding. conserved site

Figura 53: Representacdo esquemética de dominio conservado da proteina SdhB de C. pseudotuberculosis. ldentifica-
se o dominio “succinato desidrogenase/furamato redutase N-terminal” (amarelo claro), o “dominio de ligacdo 4fe-4S”
(amarelo escuro), o dominio “alfa-helicoidal” (laranja), como também o sitio de ligagdo ao aglomerado ferro-enxofre
[2Fe-2S]. Andlise realizada através do IntreProScan5.

Quadro: residuos chaves na estrutura de SdhB de E.coli e C. pseudotuberculosis utilizados nas andlises
referentes ao alinhamento miltiplo

Residuos Conservacgao Funcéo
W. succinogenes FrdB C. pseudotuberculosis
SdhB
Cys 57 Cys 58 100% Ligagdo ao 2Fe-2S
Cys 62 Cys 63
Cys 65 Cys 66
Cys 77 Cys 84
Cys 151 Cys 159 100% Ligagdo ao 4Fe-2S
Cys 154 Cys 162
Cys 157 Cys 165
Cys 218 Cys 223
Cys 161 Cys 169 100% Ligagdo ao 3Fe-4S
Cys 208 Cys 213
Cys 214 Cys 219
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Figura 8: Alinhamento multiplo entre as subunidades SdhB de E. coli, C. pseudotuberculosis, C. glutamicum,
B. subtilis e FrdB de E. coli e W. succinogenes. Os residuos de ligagdo ao aglomerado 2Fe-2S, 4Fe-2S e 3Fe-4S
sdo mostrados com um tridgulo invertido preto, um triangulo invertido branco e um circulo preto, respectivamente.

SdhC: 252 aa ( 14 das 15 lihagens, Menos 1/06-A)

As subunidades de ancoragem a membrana de SQR/QFR sao classificadas em cinco tipos (A-E) com base
nas diferengcas na composi¢do das subunidades e no nimero de hemes ligado. As subunidades ancoradas a
membrana dos tipos A, C e D séo compostas de dois polipeptideos enquanto as do tipo B correspondem a apenas um
Unico polipeptideo. Em relacédo ao conteddo de heme presentes, as do tipo C posseum apenas um, as do tipo A e B
possuem dois, equanto que as do tipo D ndo possuem nenhum. Ja as SQR/QFR do tipo E apresentam dois
polipeptideos hidrofobicos que sdo muito diferentes dos tipos A-D (Hagerhall, 1997; Lancaster, 2002, 2013). Até a
presente data, o Unico representante do grupo B que possui uma estrutura de cristal determinada é a QFR de W.
succinogenes (Lancaster, 2002, 2013; Lancaster and Kroger, 2000).

Entre as bactérias Gram-positivas, SQR de B. subtilis e C. glutamicum tem sido amplamente estudas. As
enzimas destes organismos sdo parecidas a QFR de W. succinogenes, as quais possuem um polipeptideo diheme
ancorado a membrana, pertencendo assim ao tipo B de SQOs (Hagerhall, 1997; Kurokawa and Sakamoto, 2005;
Lancaster, 2002, 2013; Schnorpfeil et al., 2001).

A subunidade ancorada a membrana (SdhC) da SQR de C. pseudotuberculosis apresentou 98%, 78% e 68%
de identidade de sequéncia com as SdhC homologas de C. ulcerans, C. matruchotii, C. glutamicum respectivamente.
Por outro lado, tal subunidade apresentou somente 23% e 21% de identidade entre as sequéncias de SdhC de B.
subtillis e FrdC de W. succinogenes, respectivamente. Este baixo valor de identidade é uma caracteristica comum entre
as subunidades ancoradas a membrana de SQOs (Hagerhall, 1997; Lancaster, 2002, 2013). Apesar deste baixo valor
de identidade encontrado, algumas importantes propriedades a respeito da SdhC de C. pseudotuberculosis podem
evidenciadas através das andlises de sua sequéncia proteica.

Resultados do BLAST

Proteina Organismo Tamanho Identidade Similaridade Gene Acesso

Succinate Corynebacterium 252 98% 99% sdhC I7H2J0

dehydrogenase ulcerans

cytochrome  b558  Corynebacterium 252 78% 88% sdhC

subunit matruchotii EODC22
Corynebacterium 257 68% 82% sdhC
glutamicum A4QB10
Bacillus subtilis 202 23% 38% sdhC P08064
Wolinella 256 21% 36% frdC P17413

succinogenes

Através da ferramenta InterproScan5, foi encontrado que SdhC de C. pseudotuberculosis pertence a familia
“Succinato desidrogenase subunidade citocromo b558” (Figura 54) na qual também est&o presentes as subunidades C
de succinato desidrogenase de B. subtilis e C. glutamicum.
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Protein family membership

=@ Succinate dehydrogenase/Fumarate reductase, transmembrane subunit{[PRO00701)
<@ Succinate dehydrogenase, cytechrome b558 subunit{IPR011136)

Domains and repeats  none

Detailed signature matches

B IPRO0OTON Succinate dehydrogenase/Fumarate reductase, fransmembrane subunit

B IPROT1133 Succinate dehydrogenase, cytochrome b558 subunit
C )

Figura 54: Representacdo gréfica da familia succinato desidrogenase, subunidade citocromo b558 da SdhC de C.
pseudotuberculosis através do InterprotScan5.

Através do programa TMHMMZ2.0. foi previsto que SdhC de C. pseudotuberculosis apresenta cinco hélices
transmembranicas (figura x), o que esta de acordo com a literatura a partir da estrutura de cristal da QFR de Wolinella
succinogenes, no qual foi proposto que a subunidade C da mesma contém cinco segmentos que atravessam a
membrana com uma estrutura secundéria preferencialmente helicoidal (Lancaster and Kroéger, 2000)

TMHMM posterior probailities for sdhC
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Figura 55: Predicéo de hélices transmembranicas presentes em SdhC de C. pseudotuberculosis através do programa
TMHMM2.0. é composta por cinco hélices transmembrénicas que compreendem os residuos 30-52, 90-112, 133-155,
187-209 e 222-244, respectivamente

Um alinhamento mudltiplo entre as proteinas SdhC de C. pseudotuberculosis, C. glutamicum, B. subitilis e
FrdC de W. succinogenes, (figura) revelou que SdhC de C. pseudotuberculosis possui conservados todos os quatro
residuos de histidina que servem como ligandos axiais de um grupo heme de alto potencial (heme bp) e um grupo
heme baixo potencial (heme by).

Baseado na predigdo de que SQR de C. pseudotuberculosis possui uma subunidade hidrofébica com dois
grupos heme, ela pertence as enzimas do tipo B da familia SQO, assim como SQR de C. glutamicum e B. subtilis e
QFR de W. succinogenes.

Quadro: Residuos de ligagdo ao heme 1 e heme 2 utilizados nas analises do alinhamento multiplo entre as
subunidades de membrana C da QFR a partir da bactéria Os residuos correspondentes a C. pseudotuberculosis sdo
listados

W. succinogenes QfrC C. pseudotuberculosis SdhC Conservagao Funcéo

His93 His 86 100% Ligacdo ao heme bp
His182 His 201

His44 His 50 100% Ligacdo ao heme bp
His143 His 153
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Figura 56: Alinhamento multiplo entre as subunidades de membrana FrdC de W. succinogenes e SdhC de C.
pseudotuberculosis, C. glutamicum e B. subtilis. Os residuos de histidina conservados responsaveis pela
ligacdo ao heme 1 e ao heme 2 sdo mostrados com tridngulos invertidos brancos e pretos, respectivamente.

Malato: quinona oxidoredutase

Malato: quinona oxidoredutase (MQO) patrticipa do ciclo do acido citrico, a qual oxida malato para oxalacetato
e doa elétrons para as quinonas. O gene responsavel por coficar tal enzima foi encontrado em todas as 15 linhagens
de C. pseudotuberculosis e a sequéncia de aminoéacidos correspondente & mesma, é composta por 499 residuos de

aminoacidos em todas as linhagens desta bactéria.

Através da busca por similaridade realizada por meio da

ferramenta BLAST a partir do banco de dado UniProtKB/Swiss-Prot (figura) foi observado que tal enzima se encontra
amplamente distribuida na classe das actinobactérias.

MQO de C. pseudotuberculosis apresentou elevados valores de identidade de sequéncia com as enzimas
homdlogas de espécies pertencentes ao género Corynebacterium, tais como 95%, 88%, 76%, 72% e 70% de
identidade para MQO de C. ulcerans, C. diphtheriae,C. efficiens,C. jeikeium e C. glutamicum, respectivamente. Um
cosideravel valor de identidade também foi observado entre as enzimas homoélogas de organismos pertencentes aos
géneros Nocardia, Rhodococcus e Mycobacterium, podendo-se citar como exemplo, as espécies Nocardia brasiliensis,
Rhodococcus erythropolis e Mycobacterium smegmatis, para 0s quais os valores de identidade encontrados foram de
59%, 58% e 56%, respectivamente.

Quadro: Resultados obtidos através do alinhamento pelo BLAST a partir da sequéncia de MQO de C.
pseudotuberculosis.
Proteina Organismo Tamanho | Identidade | Similaridade | Gene | Acesso/
Malato: quinona Corynebacterium 499 95% 98% mgo | GOCUP6
oxidoredutase ulcerans
Corynebacterium 499 88% 95% mgo | Q6NGL9
diphtheriae
Corynebacterium 642 76% 88% mqgo | Q8FP91
efficiens
Corynebacterium 490 72% 83% mgo | Q4Jv42
jeikeium
Corynebacterium 500 70% 85% mgo | A4QF08
glutamicum
Corynebacterium 500 69% 84% mgo | C3PH30
aurimucosum
Nocardia brasiliensis 490 59% 74 AOAO034U7R7
Rhodococcus 512 58% 75% mgo | COzZY77
erythropolis
Mycobacterium 518 56% 72% mqgo | AlT7G4
vanbaalenii
Mycobacterium 510 56% 73% mgo | AOQVL2
smegmatis
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Através da analise da sequéncia por meio da ferramenta InterproScan5, foi comprovada que tal enzima de C.
pseudotuberculosis pertence a familia “Malato: quinona oxidoredutase” (figura), estando assim de acordo com a
literatura e com os resultados encontrados através das analises realizadas por meio da ferramenta BLAST.

Protein family membership
=[@ Malate:quinone-oxidoreductase (IPRO06231)

Domains and repeats none

Detaliled signature matches

3 IPRO0G231 Malate:guinone-oxidoreductase

C >

[« ]

C ]

Figura 57: Representacéo gréafica da classificacédo da familia de MQO de C. pseudotuberculosis por InterproScan5.

E interessante observar que a presenca desta enzima parece ser uma caracteristica comum ao grupo
CMNR, no qual a mesma pode exercer um papel fundamental na oxida¢cdo de malato para oxalacetato no ciclo do
acido citrico nessas bactérias. Nesse contexto, a atividade MQO foi estuda em C. glutamium e tal enzima mostrou ser
essencial para tal propdsito, na qual mutantes que ndo possuiam tal enzima foram incapazes de crescer em meio
minimo, enquanto que em linhagens mutantes para a enzima malato desidrogenase dependente de NAD", n&o foram
observadas nenhuma mudanca fenotipica no que diz respeito a capacidade de crescimento das mesmas (Bott and
Niebisch, 2003; Molenaar et al., 1998, 2000).

Sendo assim, seria interessante a realizagdo de estudos mais detalhados a respeito da atividade e da funcéo
gue essa enzima exerce em C. pseudotuberculosis, como por exemplo, a observagdo de quais seriam os efeitos
correspondentes a uma mutacdo em tal enzima no crescimento e sobrevivéncia da bactéria in vitro, como também a
capacidade de tais linhagens mutantes em sobreviver e persistir em camundongos infectados.

Piruvato: quinona oxidoredutase 578 aa

Proteina Organismo Tamanho Identidade Similaridade Gene Acesso/
Unipro
Pyruvate:quinone | Corynebacterium | 578 93% 98% poxB GOCXT8
oxidoreductase ulcerans
Corynebacterium | 578 82% 92% H2GX49
diphtheriae
Corynebacterium | 579 75% 87% Q8NMG5
glutamicum
Escherichia coli 572 46% 65% P07003

Além do complexo piruvato desidrogenase (EC 1.2.4.1, EC 1.8.1.4, EC 2.3.1.12), que utiliza NAD" como
receptor de elétrons da redugdo dos equivalentes gerados pela descarboxilagdo oxidativa de piruvato a acetil-CoA, C.
pseudotuberculosis, assim como C. glutamicum, também possui uma piruvato: quinona oxidoredutase (EC 1.2.2.2).
Esta enzima catalisa a descarboxilagéo oxidativa do piruvato em acetato e CO, usando uma quinona como receptor de
elétrons (BOTT; NIEBISCH, 2003). Sua existéncia em C. pseudotuberculosis foi indicada pela identificagdo do gene
poxB apartir do genoma de C. glutamiucum e uma vez obtida a sequéncia de aminoacidos da proteina homologa
codificada por tal gene, foi realizado um BLAST contra o genoma de C. pseudotuberculosis.

InterproScan5:
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Figura 58: InterproScan5:

L-Lactato desidrogenase

Em C. pseudotuberculosis, ndo foi encontrado em nenhuma das 15 linhagens que atualmente apresentam
seus genomas completamente sequenciados, um gene lldD ortélogo para a enzima L-lactato desidrogenase quinol
dependente encontrada em C. glutamicum e E. coli. Por outro lado, foi encontrado um operon ortélogo IutABC para B.
subtilis, assim como também uma L-lactato permease (LutP) a montante do operon IutABC (figura) sendo essa
organizagcdo do operon LUtABC e a presenca de tal transportador Lut-P a montante do mesmo uma caracteristica
marcante e altamente conservada entre 0os genomas dos organismos que apresentam tal operon.

~fuen vl wa - e -

Figura 59: Organizacéo do operon IutABC envolvido na utilizacéo de L-lactato e do gene IutP para L-lactato permease
nos genomas das 15 linhagens de C. pseudotuberculosis.

Um novo dominio de func@o desconhecida, “DUF162” (Pfam: PF02589) é um dominio constituinte de duas
proteinas (LutB e LutC) codificadas pelo operon LUtABC conservado em bactérias, o qual tem sido associado a
utilizacéo de lactato e esta envolvido na envolvido na converséo oxidativa de L-lactato a piruvato. Com base em analise
de sua sequéncia, estrutura e evidéncia experimental recente relatada por varios estudos, o dominio DUF162 foi
redefinido como dominio LUD. Neste contexto, foi relatada a primeira estrutura de cristal [PDB: 2G40] da familia
dominio LUD: a proteina LutC de Deinococcus radiodurans e foi proposto um modelo para a ligagdo ao substrato e ao
cofator. Na grande maioria dos casos, o dominio LUD é o Unico dominio constituinte de proteinas LutC, enquanto em
proteinas LutB que é frequentemente associada com familias de proteinas Fer4_8, CCG, ou DUF3390. Ambos Fer4_8
e CCG dominios séo centros ferro-enxofre provavel dominios de ligacdo (Hwang et al., 2013).

A composi¢gdo de dominios encontrados na nas proteinas LutA, LutB e LutC sdo mostrados na Figura 60.

LutABC Operon
>
gene Lutl _ LutC
proteinay G | ceG Lup LuD
Wwo | Fers 8 -
wo [ Fers 8 )/ DUF3390
wo [ Fera8 ) ccG | cce

Figura 60: Composi¢do dos dominios encontrados nas proteinas LutA, LutB e LutC.
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LutA:

De acordo com a sequéncia gendmica, a proteina LutA de C. pseudotuberculosis € composta por 261
aminoacidos em todas as 15 linhagens e os resultados da busca por sequéncias similares através do BLAST séo
apresentados no quadro x. Neste contexto, foram encontrados elevados valores de identidade de sequéncia para
proteinas ortélogas de espécies pertencentes ao género Corynabacterium, tais como, tais como 98%, 92%, 86% e 82%
de identidade com C. ulcerans, C. diphtheriae, C. vitaeruminis e C. matruchotii, respectivamente. Um percentual de
identidade relativamente alto também foi encontrado para as proteinas LutA dos organismos D. radiodurans e B.
subtilis, consistindo em 52% e 45%, respectivamente.

Quadro 25:
Proteina Organismo Tamanho Identidade Similaridade Acesso
Lactate utilization Corynebacterium 261 98% 99% I7TGX71
protein A ulcerans
Corynebacterium 261 92% 95% H2GGEO
diphtheriae
Corynebacterium 261 86% 93% W5Y7Q6
vitaeruminis
Corynebacterium 261 82% 92% EODI94
matruchotii
Oceanobacillus 244 47% 65% QB8ET92
iheyensis
Deinococcus 247 52% 67% Q9RT58
radiodurans
Geobacillus 239 48% 62% Q5L300
kaustophilus
Bacillus pumilus 238 45% 60% A8FDN4
Bacillus subtilis 238 45% 60% 007020
Macrococcus 245 43% 59% B9E9G8
caseolyticus
Uncharacterized Escherichia coli 239 42% 60% P77252
protein YkgE

Através da analise da sequéncia de aminoacidos por meio da ferramenta InterProScan5, foi constatado que
tal proteina possui duas cépias de um dominio rico em cisteina (CCG) (aminoacidos 3 a 84; e 136 a 220), o que esta
de acordo com a literatura.

Protein family membership  Mone predicted

Domains and repeats

€ > [ ]

Detailed signature matches

B PRO04D1T Cysteine-rich domain
[¢ ) F 3

Figura 61

Este dominio é caracterizado pela presenca de até cinco cisteinas com a sequencia motivo
“CX,CCGXnCX,C", onde duas cisteinas em tandem sdo seguidas por uma glicina, o que levou a designagdo do
dominio CCG. Em proteinas que apresentam este dominio CCG, pode haver uma ou duas copias do mesmo, e o
motivo é, provavelmente, um sitio de ligagdo ao ferro-enxofre. Em alguns casos, uma das cisteinas é substituida por
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um aspartato, o qual também pode, em principio, funcionar como um ligando de um cluster de ferro-enxofre (Grein et
al., 2013; Hamann et al., 2007; Mander et al., 2002).

A familia de proteinas CCG pode ser dividida em trés grupos principais: |- proteinas que ndo possuem
hélices transmenbranares e apresentam um ou dois dominios CCG. Muitas proteinas deste grupo séo associadas a
membrana, embora ndao possuem hélices transmembranares, 0 que sugere uma ancoragem monotépica a
membrana; II- proteinas ligadas a membrana nas quais sdo previstas de 4 a 6 hélices transmembranares; e lll-
proteinas que contém um local de ligagdo ao FAD. As proteinas nos grupos Il e Ill sdo grandes proteinas com um
carater altamente modular uma vez que incluem varios dominios distintos (Grein et al., 2013; Hamann et al., 2007).

Proteinas pertencentes ao grupo | incluem: a subunidade B da heterodissulfeto redutase (HdrB), a qual
possui dois dominios CCG em que o dominio da regido C-terminal liga um aglomerado ferro-enxofre [4Fe-4S] enquanto
que o da regido N-terminal fornece um sitio de ligagdo para o zinco; a subunidade ferro-enxofre da enzima glicolato
oxidase (GIcF); a subunidade C da enzima glicerol-3-fosfato desidrogenase anaerébica (GIpC); e a proteina LutA de
utilizag&o a L-lactato(Grein et al., 2013; Hamann et al., 2007; Hwang et al., 2013; Mander et al., 2002).

LutB:

A proteina LutB é composta por 505 aminoacidos e assim como a LutA, tal proteina apresentou elevados
valores de identidade de sequéncia quando comparada as proteinas ortélogas de espécies pertencentes ao género
Corynabacterium, principalmente em relecdo a C. ulcerans, mostrando ser altamente conservada em termos de
sequéncia e, consequentimente, em relagcdo a sua estrutura. Os resultados obtidos através do BLAST estao resumidos
no quadro x. Como é possivel observar, LutB de C. pseudotuberculosis apresentou 98%, 94%, 86% e 79% de
identidade com as proteinas ort6logas de C. ulcerans, C. diphtheriae, C. vitaeruminis e C. matruchotii, respectivamente.
Além disso, foram encontradas proteinas ortélogas nas actinobacterias Rhodococcus pyridinivorans e Rhodococcus
equi, as quais mostram ser, respectivamente, 66% e 64% identidas em suas sequencias quando comparadas a de C.
pseudotuberculosis. Ja em relacéo a B. subtilis, foi encontrado o valor de 41% de identidade.

Quadro 26
Proteina Organismo Tamanho | Identidade | Similaridade | Acesso/UniProt
Corynebacterium ulcerans 505 98% 99% 17H2X0
Lactate utilization | Corynebacterium 514 94% 98% H218G6
protein B diphtheriae
Corynebacterium 509 86% 93% W5Y019
vitaeruminis
Corynebacterium 520 79% 86% COE783
matruchotii
Rhodococcus 500 66% 76% HOJR12
pyridinivorans
Rhodococcus equi 504 64% 76% E9SXS3
Deinococcus radiodurans 510 54% 67%
Bacillus subtilis 479 41% 59% 007021
Macrococcus caseolyticus 477 42% 60% BO9E9G9
Bacillus licheniformis 477 41% 59% Q65EMO0
Bacillus cereus 473 41% 58% A7GMJ3
Bacillus thuringiensis 473 40% 61% AORBC8

Na analise da sequéncia de LutB de C. pseudotuberculosis realizada pela ferramenta InterproScan5, foi
encontrado que a mesma pertence a familia “proteina de ligagdo ao 4Fe-4S”. Além disso, foi encontrado um dominio
de fungéo desconhecida (DUF162) (aminoacidos 72 a 301), como também um dominio “ferrodoxina do tipo 4Fe-4S,
dominio de ligacdo ao ferro-enxofre (Fer4_8)" (aminoacidos 317 a 388). Foi identificada também uma sequéncia
conservada caracteristica do sitio de ligagdo ao ferro-enxofre de “ferrodoxinas do tipo 4Fe-4S” entre os aminoacidos
320 a 331. (Figura x).

Protein famiy membership
+ @ 4Fe-4S binding protein(IPR004452)

Domains and repeats

Detailed signature matches

B PRODSSS2 4Fe-4S binding protein

@ IPRO03T41 Domain of unknown function DUF162

® IPRO17655 4Fe-4S ferredoxin-type. iron-sulphur binding domain
[ > PF13183FaY

8 IPRO17900 4Fe-48 ferredosin. iron-sulphur binding. conserved site
- > P500193(47E45_FER_

Figura 62: Representacdo esquematica dos dominios conservado da proteina LutB de C. pseudotuberculosis por
InterproScan5. Identifica-se o dominio de fun¢do desconhecida DUF162 (azul) e o dominio ferrodoxina do tipo 4Fe-4S
(amarelo). Andlise realizada através do IntreProScan5.
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Tais resultados encontrados estdo de acordo com a literatura, na qual é relatada que o dominio de funcéo
desconhecida classificado com DUF162 é encontrado em ambas as proteinas de utilizacdo de lactato LutB e LutC
codificadas pelo operon IutABC. Por conseguinte, tal dominio “DUF162” foi recentemente redefinido como dominio
“LUD”. Além disso, na proteina LutB este dominio “LUD” esta frequentemente associado com as familias de proteinas
Fer4_8 (ferrodoxina do tipo 4Fe-4S, dominio de ligacdo ao ferre-enxofre), CCG (dominio rico em cisteina) ou dominio
de fungdo desconhecida “DUF3390”. Sendo assim, tal proteina LutB é classificada com uma provavel proteina fero-
enxofre a qual provavelmente funciona como uma transportadora de elétrons durante a oxidacédo de L-lactato (Chai et
al., 2009; Hwang et al., 2013)

LutC:

A proteina LutC é composta por 209 aminoacidos em todas as 15 linhagens de C. pseudotuberculosis e os
resultados da busca por similaridade realizadas pelo BLAST estéo listados no quadro x. Observa-se alta porcentagem
de identidade (96%) com a proteina ortdloga de C. ulcerans, chegando a ser 99% similar a mesma, evidenciando
assim, uma estrutura tridimensional altamente conservada entre tais proteinas. Além disso, foi observada identidade
com as proteinas ortélogas de outras bactérias do género, tais como 85%, 76%, 69% e 55% com C. diphtheriae, C.
vitaeruminis, C. matruchotii e C. casei, respectivamente. As proteinas LutC de R. pyridinivorans e R. equi
apresentaram, respectivamente, 52% e 50% de identidade de sequéncia com a de C. pseudotuberculosis.

Ja em relagdo a LutC de D. radiodurans para a qual uma estrutura de cristal foi recentemente determinada, a
proteina ort6loga de C. pseudotuberculosis mostrou ser 40% idéntica no que diz respeito a sua estrutura primaria de
sequéncia de aminoacidos. No entanto, quando comparada a LutC de B. subtilis, foi encontrado apenas 25% de
identidade, contrastando com os valores de identidade consideravelmente maiores encontrados para as proteinas LutA
e LutB citadas anteriormente.

Quadro 27
Proteina Organismo Tamanho Identidade Similaridade Acesso
Lactate utilization Corynebacterium 209 96% 99% I7THBE9
protein C ulcerans
Corynebacterium 209 85% 91% Q6NHVO
diphtheriae
Corynebacterium 209 76% 86% W5XZX6
vitaeruminis
Corynebacterium 210 69% 81% EODI96
matruchotii
Corynebacterium 209 55% 70% G7I0KO
casei
Rhodococcus 207 52% 64% VI9X8S1
pyridinivorans
Rhodococcus equi 214 50% 65% E4AWFK5
Deinococcus 212 40% 52% Q9RT57
radiodurans
Bacillus cereus 236 27% 45% B7IMD5
Bacillus anthracis 236 27% 46% Q81TGO
Bacillus thuringiensis | 236 27% 46% AORBC9
Bacillus subtilis 240 25% 47% 032259
YkgG proteina Escherichia coli 231 33% 58% P77433
descaracterizados

A busca por dominios conservados em LutC de C. pseudotuberculosis realizada através da ferramenta
InterproScanb, revelou a presenga do dominio de fungéo desconhecido DUF162 (aminoacidos 46 a 207)(Figura 63)
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Figura 63: Representacéo esquematica do dominio conservado da proteina LutC de C. pseudotuberculosis. O dominio
DUF162 (LUD) é mostrado em azul.

A presenca deste dominio estd de acordo com a literatura a qual relata que o mesmo é encontrado tanto na
proteina LutB, o qual geralmente se encontra associado a outros dominios, como também em LutC, o qual na grande
maioria dos casos, € o Unico dominio encontrado em tais proteinas. Como mencionado anteriormente, este dominio
DUF162 foi redefinido como dominio LUD, a partir da estrutura de cristal recentemente determinada da proteina LutC
de D. radioduran (Hwang et al., 2013).

Coerentemente a estes fatos, a proteina LutC de D. radiodurans é a primeira a apresentar uma estrutura de
cristal de proteinas da familia do dominio LUD. Foi relatado que algumas regides da sequéncia de LutC sdo altamente
conservadas, sendo que tais areas conservadas estdo concentradas em um dos lados da estrutura e formam um sulco
gue pode ser funcionalmente importante. A proteina LutC parece ser dimérica, com uma superficie enterrada na
interface do dimero, sendo que a regido altamente conservada coincide com partes desta interface (Hwang et al.,
2013).

Na analise da estrutura do dimero LutC, foi identificada uma cavidade altamente conservada (revestida por
residuos Y55, H201, e R204) perto da interface do dimero (Figura 64) e foi proposta para ser o provavel sitio ativo onde
ocorre a converséo oxidativa de L-lactato para piruvato (Hwang et al., 2013).

Figura 64: A cavidade altamente conservada perto da interface do dimero, como o possivel sitio ativo.

Tal proposicdo foi baseada nas seguintes observacdes: os residuos que cercam essa cavidade sédo
altamente conservados, o que sugere que eles sdo funcionalmente importantes; esta cavidade € grande o suficiente
para acomodar o NAD (previsto como um possivel cofator) e o substrato lactato (Figura 65); o modelo de ancoragem
do NADH para a Histidina 201 altamente conservada na proteina LutC que esta localizada no sitio ativo hipotético,
pode ser, de fato, a histidina catalitica desta proteina (Hwang et al., 2013)

Figura 65: Ligacdo do NADH para o sitio ativo hipotético perto da interface do dimero. Os mondmeros sdo
coloridos em ciano e marrom, respectivamente. Residuos proximos altamente conservados, Y55, H201, R204 s&o
destacadas em verde e etiquetados.
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Com o objetivo de analisar a conservagdo dos residuos que foram propostos a formar o provavel sitio ativo,
incluindo a ligagdo ao substrato e ao cofator, localizados préximos a cavidade formada na estrutura do dimero LutC em
D. radioduran, foi realizado um alinhamento multiplo entre as sequéncias das proteinas LutC da mesma e as das
proteinas ortologas de C. pseudotuberculosis, C. Corynebacterium, C. ulcerans, C. diphtheriae, R. pyridinivorans, R.
equi e B. subitilis (Figura 66). As sequéncias foram alinhadas através do ClustalW e o alinhamento foi visualizado apor
meio do programa Jalview. No Quadro 28 é mostrado um resumo dos resultados obtidos desse alinhamento, contendo
a posicao de cada residuo em D. radiodurans e C. pseudotuberculosis, assim como a conservacgao entre as sequéncias

e a fungdo dos mesmos na estrutura de LutC de D. radiodurans, usada como referéncia.

Quadro 28: Residuos analisados quanto a conservagdo entre as sequéncias das proteinas LutC utilizadas no

alinhamento multiplo.

Residuos Conservagéo Funcao
D. radiodurans C. pseudotuberculosis
Y55 Y53 Todos possuem Y nessa Ligacéo do NADH para o
posicéo, de menos B. sitio ativo hipotético,
H201 H198 100% sendo a H201 a provavel
histidina catalitica.
R204 R201 Todos possuem R nessa
posicdo, de menos B.
R141 R 142 100% Cavidade altamente
conservada perto da
S184 S181 Todos possuem S nessa interface do dimero,
posicao, de menos B. como o possivel sitio
0, .
G185 G182 100% ativo.
G 186 P183 Todos mgdaram para P, (Juntamente com os trés
mas continuam com as residuos acima)
S187 S184 100%
V200 Vv 197 100%
v
D.radiodurana’1-212 TMTTIPSTAEAKLEMLTTINRA- - |AGSRPEALP - -« - - - - - PYPVPAPLSRAE I LHQFERR I LDY[G AAYTHVSAAELPGA I AKA 74
Cpseudotubernulosia’1-209 Toe-e oo MDAKTEILERIRNANKLAGWPEGAYPYWR- - - - - E¥ I TKTDLPREELKELL IBDRLLDf[KAQWWVQTTDAELANS|AEY 72
C.diphtheniae/1-209 Toe-e oo MDAKTEILERIRNANKLAKAPEGAYPYVR- - - - - E¥YI TNTDMPREELKELLYDRLLD\[KAQVVECTDAELNDTVAKI 72
C.ulcerans/1-209 T - MDAKTEILERIRNANKLAGYPEGAYPVYVVR - - - - - EY I TKTELPREELKELL IDRLLDf[KAQWWVQTTDAELADS|AEY 72
R pyridinivorans/1-207 1 - MSSRDAILGRIRSAQGTLA- -PPAPWVEWPR- - - - - D¥RLGRTLPDAERRELLYDBRLVDNY[KAHWVHOSTPEDLPWWLAKI 70
R.equifl-214 1------ MMHNSRDY IMGRIRDALTLA- -PPKTWEWVPR- - - - - E¥YRTGRTMPDABRVELLVBRLVDNYKAVVHRSSVAELPDWLARY 71
B.subtilis’1-240 1--MTKGTIQNQESFLNRIASSLGRER-RTGGVAVPEWAHOPOYKTLEGY SADBLYTWYLKNHCVEKIIHTELIETRSTGLYDALRED 81

Conservation

0054--553663312- - - - - 5 3623377340544683
Dadiodurans1-212
Cpseudotuberculosia/1-209
C.diphtheriael1-209
C.ulcerans/1-209
R.pyridinivorana/1-207
Requift-214
B.subtilis’1-240
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LDTALFAGFQGKAVA . - - - - - SHASDPRLLNDWVDAWY
LDTALFESFNGTATP.- - - - - - SADWDPRTLNDWVDAWY
LDAALFADFEGKAVA. - - ... DHASDPRLLNDWVDAWY
T1ILTDRGVRRYGIPE------ - LERSWMAEFGGEWVVY - - - - - - STDRPAADLGDLEGVY
TZLTEVGARRWGWPRA- - - -- - - LDNSWLSRFDGEWWY - - - - - - SPTWPAPQLGDLEGVY

IPAPWLT - VGMDWVLR - - - - - - EPPLSHAELDRADAVL
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Figura 66:

Pode-se observar a partir desses resultados que LutC de C. pseudotuberculosis possui 8 dos 9 residuos
conservados propostos por fazer parte do possivel sitio ativo do dimero LutC em D. radiodurans, os quais incluem os
trés residuos altamente conservados que provavelmente desempenham um papel importante na ligagdo ao NADH,
com um destaque especial para a provavel histidina catalitica, a qual também se encontra conservada em C.
pseudotuberculosis. Estes trés residuos correspondem aos Y53, H198 e R201 na sequéncia priméria de LutC de C.
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pseudotuberculosis. O Unico residuo conflitante foi o residuo de glicina G186 de D. radiodurans, o qual foi substituido
por uma prolina em todas as sequéncias analisadas. Entretanto, os residuos de glicina e prolina compartilham as
mesmas propriedades fisico-quimicas, sugerindo assim, uma conservagéo funcional dos mesmos.

Ja em B. subtilis, foram observadas quatro substituicbes de residuos especificos, sendo duas conservativas
e duas ndo conservativas. Estas Ultimas (ndo conservativas) ocorreram em dois dos trés residuos conservados da
cavidade do sitio ativo, supostamente envolvidos na ligagdo ao NADH. No entanto, a possivel histidina catalitica
apresenta-se conservada em B. subitilis. Estes resultados podem sugerir que a auséncia de tais residuos na estrutura
de LutC de B. subtilis provavelmente ndo afeta a capacidade catalitica da mesma, podendo haver outros residuos no
sitio ativo desta que compensam a falta de tais. Além disso, a presenca de tal histidina pode ser, de fato, essencial
para que ocorra a catélise enzimaética, reforcando assim, esta hipétese.

LutP:

De acordo com a sequéncia gendmica, a proteina L-lactato permease (LutP) de C. pseudotuberculosis é
composta por 550 residuos de aminoacidos em todas as 15 linhagens e a busca por sequéncias similares realizada
através do BLAST (Quadro 29) revelou a presenga de proteinas anotadas como “L-lactato permease” com elevados
percentuais de identidade em algumas espécies do género Corynebacterium, como por exemplo, 98%, 84% e 81% de
identidade e 99%, 93% e 91% de similaridade com C. ulcerans, C. diphtheriae e C. vitaeruminis, respectivamente.
Embora nenhuma delas esteja anotada como L-lactato permease do tipo LutP, € muito provavel que realmente sejam
estas, pois além de ndo possuirem uma L-lactato desidrogenase LIdD homoéloga a de C. glutamicum, tais bactérias
também possuem um operon LUutABC conservado, como demonstrado anteriormente.

Nesse contexto, é interessante observar a alta conservagao entre as proteinas preditas para utilizagéo de L-
lactato LUtABC e para a L-lactato permease de C. pseudotuberculosis e C. ulcerans, as quais compartilham, no
minimo, 96% de identidade de sequéncia entre as suas proteinas ortélogas respectivas. Tal resultado ja era de se
esperar em razdo da alta semelhanga entre essas duas espécies.

Quadro 29: Resultados da analise de similaridade através do BLAST para LutP de C. pseudotuberculosis

Proteina Organismo Tamanho | Identidade | Similaridade | Acesso/UniProT
Corynebacterium ulcerans 550 98% 99% 17TH8D9
Corynebacterium 552 84% 93% H218G8
diphtheriae

L-lactate permease C_oryneb_ac_terlum 549 81% 91% W5YO0T3

vitaeruminis
Rhodococcus ruber 555 54% 72% M2Y1z8
Rhodococcus equi 555 53% 70% E4AWFK2

L-lactate permease | Bacillus subtilis 563 35% 56% P71067

LutP

L-lactate permease | Salmonella typhi 551 35% 55% Q8Z2E3

LIdP
Escherichia coli 551 36% 55% P33231

Além das corinebactérias supracitadas, foram encontrados também 54% e 53% de identidade para as
proteinas L-lactato permease de R. ruber e R. equi, respectivamente. Além disso, também foi encontrado um valor de
35% de identidade com a L-lactato permease LutP de B. subtilis. Foram também encontrados valores de 36% e 35%
de identidade com as permeases de L-lactato LIdP de E. coli e S. typhi, respectivamente.

Através da andlise da sequéncia proteica de LutP de C. pseudotuberculosis pela ferramenta InterproScan5,
foi confirmada que tal proteina pertence a familia de L-lactato permeases (Figura 67), as quais sdo caracterizadas por
serem proteinas integrais de membrana envolvidas no transporte de L-lactato (Chai et al., 2009; Dong et al., 1993;
Stansen et al., 2005). Esta familia também inclui GIcA, uma permease para glicolato, a qual é estrutural e
funcionalmente semelhante a L-lactato permease e também pode transportar D-lactato e L-lactato (NUfiez et al., 2001,
2002).

Protein family membership
=0 L-lactate permease_(IPRO03804),

Domains and repeats one

Detailed signature matches

@ 1PRO0D3804 L-lactate permease

C )

C )

Figura 67: Classificagdo da LutP de C. pseudotuberculosis como pertencente a familia L-lactato permease. Analise
realizada através da ferramenta InterproScan5.
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Além desses resultados, foi também predito através do programa TMHMMZ2.0., que LutP de C.
pseudotuberculosis apresenta 12 hélices transmembranicas (Figura 68), o que esta de acordo com o esperado, tendo
em vista que as permeases de L-lactato sdo proteinas integrais de membrana.
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Figura 68: A L-lactato permease LutP de C. pseudotuberculosis é composta de 12 hélices transmembranicas
gue correspondem aos residuos: (15 a 37), (44 a 66), (107 a 129), (136 a 158), (173 a 192), (199 a 221), (226 a
248), (273 a 292), (335 a 357), (378 a 397), (407 a 429) e (506 a 528). Andlise realisada pelo programa TMHMM2.0.

Por fim, pode-se concluir a partir do conjunto de resultados obtidos através das analises realisadas para as
proteinas LutA, LutB, LutC e LutP de C. pseudotuberculosis que, de fato, ha grandes evidencias sugerindo uma via
funcional de utilizag&o de L-lactato por essa bactéria patogénica.

Utilizacdo de lactato esta associada a patogenicidade de algumas bactérias, tais como Neisseria
gonorrhoeae(lwatani et al., 2014), N. meningites, e Haemophilus influenzae. Nestas bactérias, o lactato é incorporada
no ciclo de energia, bem como a via de sintese de alguns determinantes patogénicos, tais como lipopolissacéridos e
capsula de acido polisialico. A incapacidade de utilizar lactato diminui significativamente a capacidade de as bactérias
patogénicas para colonizar e sobreviver in vivo (lwatani et al., 2014).

Sendo assim, seria de grande interesse verificar mais profundamente qual a influencia que tal enzima exerce
sobre a viruléncia e patogenicidade de C. pseudotuberculosis, como por exemplo, a observagdo do crescimento e
sobrevivéncia de linhagens mutantes tanto in vitro, como também in vivo em camundongos infectados. Confirmando a
importancia de tal enzima para a sobrevivéncia e colonizagdo de hospedeiros infectados, podera ser um novo alvo
atraente para novas drogas no controle das doengas causadas por tal patégeno.

Enzimas oxidando menaquinol

Citocromo bc; complexo

O complexo citocromo bc; é codificado pelos genes qcrCAB para o citocromoc , proteina ferro-enxofre Rieske, e
citocromo b, respectivamente.As sequéncias de proteinas deduzidas a partir destes genes revelou um nimero de
diferengas de representantes classicos do complexo citocromo bc;, como uma extenséo de cerca de 120 aminoacidos
no terminal C do citocromo b e a presenca de trés hélices transmembranares na regido N-terminal da proteina de ferro-
enxofre Rieske em vez de Unica. Mais notavelmente, o citocromo c; foi encontrada para ter dois CXXCH motivos para a
ligagéo covalente de heme, sugerindo que é um tipo citocromo do tipo ¢ diheme

QcrA: 406aa (15 linhagens)

De acordo com a sequéncia derivada dos genomas, QcrA é composta por 406 aminoacidos em todas as 15
linhagens, e a busca por similaridade realizadas através do BLAST foram encontrados elevados valores de identidade
de sequéncia com as proteina ortlogas presentes em outras espécies do género Corynebacterium, tais como 98%,
88%, 75% e 74% de identidade com C. ulcerans, C. diphtheriae, C. glutamicum e C. efficiens, respectivamente. Além
disso, foram encontrados também 51% de identidade com as proteinas QcrA de M. tuberculosis e M. bovis.

Quadro 30
Proteina Organismo Tamanho Identidade Similaridade Gene Acesso/
Unipro
Menagquinol- Corynebacterium 406 98% 99% gcrA V6V4ANO
cytochrome ¢ ulcerans
reductase iron-
sulfur subunit
Corynebacterium 406 88% 94% gcrA Q6NGA2
diphtheriae
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Corynebacterium 408 75% 85% gcrA Q79VES
glutamicum

Corynebacterium 408 74% 85% gcrA Q8FNR1
efficiens

Mycobacterium 429 51% 66% gcrA POWH23
tuberculosis

Mycobacterium bovis 429 51% 66% gcrA Q7TYX4

A busca por dominios conservados na sequencia de QcrA de C. pseudotuberculosis através da ferramenta
InterproScan5 revelou a presenga do dominio “Rieske, ferro-enxofre [2Fe-2S]”, assim como esperado. As proteinas
Rieske sdo proteinas que possuem um aglomerado ferro-enxofre do tipo [2Fe-2S] no qual um &atomo de ferro
coordenado por dois residuos de cisteinas e o outro é coordenado por dois residuos de histidinas. As proteinas do tipo
Rieske sdo as Unicas que possuem esse tipo de coordenagdo em que um dos dois atomos de ferro do aglomerado
[2Fe- 2S] é coordenado por dois residuos de histidina em vez de dois residuos de cisteina.

Neste contexto, a busca por motivos conservados realizada através da ferramenta Prosite, foi encontrado, o
dominio Rieske entre os residuos 299 a 388 e, além disso, foi predito que os atomos de ferro do aglomerado ferro-
enxofre 2Fe-2S estédo ligados a estrutura da proteina por meio dos residuos de histidina “H333 e H 353" e pelos
residuos de cisteina “C 331 e C 350”

InterproScan5

Protein family membership None predicted

Domains and repeats

Detailed signature matches

B IPRO17941 Rieske [2Fe-25] iron-sulphur domain

Figura 69

Dominio: Rieske [2Fe-2S] iron-sulphur domain
Existem varios tipos de clusters de ferro-enxofre que sdo agrupados em trés categorias principais com base em seu
contetdo atdémico: [2Fe-2S], [3FE-4S], [4Fe-4S. O tipo Rieske, o aglomerado [2Fe-2S] é coordenado a sua proteina por
dois residuos de cisteinas e dois residuos de histidinas. Rieske do tipo agrupamentos de ferro-enxofre sdo comuns a
cadeia de transferéncia de elétrons de mitocéndrias, bactareias e cloroplastos e sistemas oxigenase ferro ndo-heme:

1 100 200 300 400 500 00 700 800 a0 1000

Régua.

*¥

QcrA
Figura 70: Prosite
Quadro 31: Prosite
Dominio: Rieske [2Fe-2S] ferro- 299 a 388
enxofre
Metal C 331 Ferro-enxofre 2Fe-2S
Metal H 333 Ferro-enxofre 2Fe-2S
Metal C 350 Ferro-enxofre 2Fe-2S
Metal H 353 Ferro-enxofre 2Fe-2S

. C 336 ligagc&o entre os grupos tiol de dois
Disulfeto C 352 residuos de cisteina
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Figura 71
QcrB: 540 (15 linhagens)
Quadro 32
Proteina Organismo Tamanho Identidade Similaridade Gene Acesso/
Unipro
Menaquinol-
cytochromec
reductase
cytochrome b
subunit
Corynebacterium 540 94% 98% gcrB Q6NGA3
diphtheriae
Corynebacterium 539 82% 90% gcrB Q79VEQ
glutamicum
Corynebacterium 540 81% 91% gcrB Q8FENR2
efficiens
Mycobacterium 549 65% 80% gcrB PowP37
tuberculosis
Mycobacterium bovis 549 65% 80% gcrB P63886
Mycobacterium leprae 551 65% 79% gcrB P15878
InterproScan5:
Protein family membership None predicted
Domains and repeats
Detailed signature matches
£ IPRO16174 Di-haem cytochrome, transmembrane
B IPROD5797 Cytochrome b/b6, N-terminal
B IPR0O27387 Cytochrome b/b6-like domain

Figura 72
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Dominio: “Di-haem cytochrome, transmembrane (IPR016174)”

Esta entrada representa um dominio de ligacdo a heme, com uma estrutura de feixe de quatro-helicoidal que se
encontra em transmembranares citocromos di-heme.O dominio contém quatro hélices transmembrana em um pacote
para cima e para baixo, e liga-se dois grupos heme entre as hélices; trés dos quatro residuos de ligacdo a heme, é
conservada entre os membros da familia. Proteinas contendo neste dominio incluem:

Dominio: “Cytochrome b/b6, N-terminal (IPR005797)”

Na mitocondria de eucariotas e procariotas em aerébios, citocromo b é um componente do complexo Ill da cadeia
respiratéria (CE: 1.10.2.2) - também conhecido como o complexo bc 1 ou ubiquinol-citocromo c redutase. Nos
cloroplastos de plantas e cianobactérias, hd uma proteina anéloga, citocromo b6, um componente da redutase
plastoquinona-plastocianina ( CE: 1.10.99.1 ), também conhecido como o complexo b6f.

Citocromo b / b6 é uma proteina integral de membrana de cerca de 400 residuos de aminoacidos, que provavelmente
contém oito segmentos transmembranares. Nas plantas e cianobactérias, citocromo b6 consiste em duas subunidades
codificadas pelos genes e petB PETD. A sequéncia de petB é colinear com a parte N-terminal do citocromo b
mitocondrial, enquanto PETD corresponde a parte do terminal C. Citocromo b / b6 ndo se liga de forma covalente dois
grupos heme, conhecidos como b562 e b566. Quatro residuos de histidina conservados estdo postulado ser os
ligandos de os atomos de ferro de heme estes dois grupos.

Além de regides ao redor alguns dos ligantes heme histidina, ha algumas regides conservadas na sequéncia de b /
B6. O melhor conservada destas regides inclui um tripleto PEW invariante que se encontra no circuito fechado que
separa 0s quinto e sexto segmentos transmembranares. Parece ser importante para a transferéncia de elétrons no
local redox ubiquinona - chamado Qz ou Qo localizado no lado exterior da membrana. Esta entrada representa a
regido N-terminal destas proteinas.

Dominio: Cytochrome b/b6-like domain (IPR027387)

Citocromo b / b6 é uma proteina integral de membrana de cerca de 400 residuos de aminoéacidos, que provavelmente
contém oito segmentos transmembranares. Nas plantas e cianobactérias, citocromo b6 consiste em duas subunidades
codificadas pelos genes petB e petD. A sequéncia de petB é colinear com a parte N-terminal do citocromo b
mitocondrial, enquanto petD corresponde a parte C-terminal. Citocromo b / b6 nédo se liga de forma covalente dois
grupos heme, conhecidos como b562 e b566. Quatro residuos de histidina conservados estéo postulado ser os ligantes
dos atomos de ferro destes dois grupos heme

Prosite: Citocromo b/b6 regido N-terminal
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QerB W (540 aa)

Figura 73

Quadro 33

Metal H 105 Ferro (Ligando axial heme 1)
Metal H 119 Ferro (Ligando axial heme 1)
Metal H 206 Ferro (Ligando axial heme 2)
Metal H 221 Ferro (Ligando axial heme 2)

152



http://www.ebi.ac.uk/intenz/query?cmd=SearchEC&ec=1.10.2.2
http://www.ebi.ac.uk/intenz/query?cmd=SearchEC&ec=1.10.99.1

TMHMM posterior probabilities for CDS

probability

08 f
06 |
04 |
02t ‘
-
i p AR

gy Semmm a1 o EEE o BN S

300 400

C| !
] 100 200 S00
transmermnbrane inside outside
Figura 74
QcrC: 298 aa (15 linhagens)
Proteina Organismo Tamanho Identidade Similaridade Gene Acesso/
Unipro
Menaquinol- Corynebacterium 281 98% 99% gcrC V6V4ANO
cytochrome ¢ ulcerans
reductase iron- Corynebacterium 281 91% 97% gcrC Q6NGA1
sulfur subunit diphtheriae
Corynebacterium 296 81% 93% gcrC Q8FNRO
efficiens
Corynebacterium 283 81% 92% gcrC Q8NNK5
glutamicum
Mycobacterium 280 60% 72% gcrC POWP35
tuberculosis
Mycobacterium bovis 280 60% 72% gcrC P63888
Mycobacterium leprae 289 58% 73% gcrC 069583
Interpro

IPROD9152

=

IPRO0G056

Protein family membership

Domains and repeats
e
E——

Detailed signature matches

= [@ Ubiguinol-cytochrome-c reductase, cytochrome c subunit (IPROD2152)

Ubiguinol-cytochrome-c reductase, cytochrome ¢ subunit

C

Cytochrome c-like domain

=

IPROD3088

Cytochrome ¢ domain

Familia: “Ubiquinol-cytochrome-c reductase, cytochrome ¢ subunit (IPR009152)"

Esta entrada representa o citocromo c subunidade QcrC, encontrado em um ndmero de bactérias gram-
positivas. QcrC, um citocromo dihaem, faz parte de um
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Cytochrome ¢ domain (IPR0O03088)

Citocromos ¢ (CytC) pode ser definido como proteinas de transferéncia de elétrons com um ou varios grupos
heme c, ligados a proteina por um, ou mais geralmente, duas ligacdes tioesterr envolvendo os grupos sulfidrilicos de
residuos de cisteina. O quinto ligante do ferro heme é sempre fornecido por um residuo de histidina. CytC possuem
uma vasta gama de propriedades e participam de um grande nimero de diferentes processos redox (Brzezinski and
Gennis, 2008)

Prosite:

Em proteinas que pertencem a familia do citocromo c, o grupo heme é ligado de forma covalente por ligages
tioéster através de dois residuos de cisteina conservados situados no centro do citocromo c. Os citocromos ¢
normalmente funcionam na transferéncia de elétrons, mas centros do tipo citocromo ¢ sdo encontrados também em
locais ativos de muitas enzimas. A sequéncia de consenso para o centro do citocromo ¢ é Cys-xx-Cys-His, em que o
residuo de histidina € um dos dois ligandos axiais do ferro heme. Este arranjo é compartilhada por todas as proteinas
conhecidas pertencentes a familia do citocromo c(Brzezinski and Gennis, 2008; Qin et al., 2007).
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QerC W W (298 aa)

Dominio 69 a 149 Citocromo ¢

Ligacéo c82 Heme 1 (covalente) (Por similaridade)

Ligacao Cc 85 Heme 1 (covalent) (Por similaridade)

METAL H 86 Ferro (heme 1 ligando axial) (Por similaridade)
Dominio 179 a 257 Citocromo ¢

Ligacao C 192 Heme 1 (covalente) (Por similaridade)
Ligacao C 195 Heme 1 (covalente) (Por similaridade)
METAL H 196 Ferro (heme 1 ligando axial) (Por similaridade)
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Citocromo aazoxidase

CtaC: 361 aa (15)

Proteina Organismo Tamanho Identidade Similaridade Gene Acesso/
Unipro
Cytochrome c Corynebacterium 361 99% 100% ctaC 17GXK6
oxidase ulcerans
subunit 2 Corynebacterium 362 85% 90% ctaC Q6NG98
diphtheriae
Corynebacterium 359 72% 84% ctaC Q8NNK2
glutamicum
Corynebacterium 359 70% 85% ctaC Q8FNQ7
efficiens
Nocardia farcinica 375 49% 65% ctaC Q5YZ737
Mycobacterium 363 49% 64% ctaC POWP69
tuberculosis
Mycobacterium bovis | 363 49% 64% ctaC P63855
Mycobacterium 353 48% 62% ctaC Q9CCF1
leprae
Mycobacterium 360 A47% 63% ctaC Q73YL5
paratuberculosis
InterproScans:
Protein family membership  MNone predicted
Domains and repeats
Detailed signature matches
@ 1PRO11759 Cytochrome C oxidase subunit II, transmembrane domain
[ e—————— ]
B IPRO0BS7Z Cupredoxin_
[
® 1PRO02429 Cytochrome c oxidase subunit II C-terminal
[e—————r)
B 1PRO01505 Copper centre Cu(A)
N
Prosite:
1 100 200 300 400 500 600 700 800 900 1000
Régua:
CtaC s (361 2a)
CtaD: 573 aa (15)
Proteina Organismo Tamanho Identidade Similaridade Gene Acesso/
Unipro
Cytochrome ¢ Corynebacterium 361 99% 100% ctaD I7TGXK6
oxidase subunit 1 | ulcerans
Corynebacterium 564 92% 98% ctaD Q6NFM3
|_diphtheriae
Corynebacterium 580 87% 96% ctaD Q8FMT1
efficiens
Corynebacterium 584 86% 95% ctaD Q79vD7
|_alutamicum
Mycobacterium 573 73% 86% ctaD POWP71
tuberculosis
Mycobacterium bovis 573 73% 86% ctaD P63853
Mycobacterium 581 73% 86% ctaD Q73VC3
paratuberculosis
Mycobacterium leprae 574 73% 88% ctaD Q9CBQ5
Nocardia farcinica 581 73% 86% ctaD Q5YRP8
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http://www.uniprot.org/uniprot/I7GXK6
http://www.uniprot.org/uniprot/Q6NG98
http://www.uniprot.org/uniprot/Q8NNK2
http://www.uniprot.org/uniprot/Q8FNQ7
http://www.uniprot.org/uniprot/Q5YZ37
http://www.uniprot.org/uniprot/P9WP69
http://www.uniprot.org/uniprot/P63855
http://www.uniprot.org/uniprot/Q9CCF1
http://www.uniprot.org/uniprot/Q73YL5
http://www.uniprot.org/uniprot/I7GXK6
http://www.uniprot.org/uniprot/Q6NFM3
http://www.uniprot.org/uniprot/Q8FMT1
http://www.uniprot.org/uniprot/Q79VD7
http://www.uniprot.org/uniprot/P9WP71
http://www.uniprot.org/uniprot/P63853
http://www.uniprot.org/uniprot/Q73VC3
http://www.uniprot.org/uniprot/Q9CBQ5
http://www.uniprot.org/uniprot/Q5YRP8

CtaE: 196 aa (15)

Proteina Organismo Tamanho Identidade Similaridade Gene Acesso/
Unipro
Cytochrome ¢ Corynebacterium 196 98% 98% ctakE I7TGRW9
oxidase ulcerans
subunit 3 _
Corynebacterium 205 92% 97% ctakE Q6NGAO
diphtheriae
Corynebacterium 205 84% 93% ctakE Q8FNQ9
efficiens
Corynebacterium 205 84% 92% ctakE Q9AELS8
glutamicum
Nocardia farcinica 203 66% 79% ctakE Q5YZ19
Mycobacterium leprae 202 64% 7% ctakE 069582
Mycobacterium 203 64% 76% ctakE Q73YM3
paratuberculosis
Mycobacterium 203 62% 7% ctakE POWP67
tuberculosis
Mycobacterium bovis 203 62% 7% ctak P63857
Interpro:
iy yrurarn P
Detalled signature matches
B 0 Cytochrome ¢ oxidase, subunit 111
1 100 200 300 400 500 00 o0 800 200 1000
Régua:

P (s

CtaE
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http://www.uniprot.org/uniprot/I7GRW9
http://www.uniprot.org/uniprot/Q6NGA0
http://www.uniprot.org/uniprot/Q8FNQ9
http://www.uniprot.org/uniprot/Q9AEL8
http://www.uniprot.org/uniprot/Q5YZ19
http://www.uniprot.org/uniprot/O69582
http://www.uniprot.org/uniprot/Q73YM3
http://www.uniprot.org/uniprot/P9WP67
http://www.uniprot.org/uniprot/P63857
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Figura 76
CtaF: 143 aa (15)
Proteina Organismo Tamanho Identidade Similaridade Gene Acesso/
Unipro
Cytochrome c Corynebacterium 143 99% 100% ctaF I7TH3A5
oxidase ulcerans
polypeptide 4
Corynebacterium 143 82% 94% ctaF QB6NG99
diphtheriae
Corynebacterium 143 69% 80% ctaF Q8FNQ8
efficiens
Corynebacterium 143 69% 83% ctaF Q8NNK3
glutamicum
Nocardia farcinica 138 38% 57% ctaF Q5YZ36
Mycobacterium 139 38% 55% ctaF POWP45
tuberculosis
Mycobacterium bovis 139 38% 55% ctaF P64948
Mycobacterium leprae 139 36% 55% ctaF Q9CCF0
Mycobacterium 139 36% 52% ctaF Q73YL6
paratuberculosis

InterproSacan5:

Protein family membership

=[@ Cytochrome c oxidase subunit IV, actinobacteria (IPR021050)

Domains and repeats none

Detalled signature matches

IPRO21050 Cytochrome c oxidase subunit IV, actinobacteria
C ]

C ]

Figura 77

Familia
Citocromo c oxidase subunidade IV, actinobactérias (IPR021050)

Esta familia de proteinas é encontrada em bactérias Gram-positivas, principalmente Actinobactérias, e
representam a quarta subunidade do complexo de citocromo c oxidase. Esta subunidade ndo possui uma capacidade
catalitica, mas em vez disso, é necessaria para a montagem e / ou estabilidade do complexo
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http://www.uniprot.org/uniprot/I7H3A5
http://www.uniprot.org/uniprot/Q6NG99
http://www.uniprot.org/uniprot/Q8FNQ8
http://www.uniprot.org/uniprot/Q8NNK3
http://www.uniprot.org/uniprot/Q5YZ36
http://www.uniprot.org/uniprot/P9WP45
http://www.uniprot.org/uniprot/P64948
http://www.uniprot.org/uniprot/Q9CCF0
http://www.uniprot.org/uniprot/Q73YL6

Citocromo bd menoquinol oxidase

CydA: 507 aa (15)

Proteina Organismo Tamanho Identidade Similaridade Gene Acesso/
Unipro
Cytochrome bd Corynebacterium 507 95% 98% cydA 17GXQ7
menaquinol ulcerans
oxidase subunit | Corynebacterium 511 7% 85% cydA H2HAMO
1 diphtheriae
Corynebacterium 513 64% 76% cydA G6WVX6
glutamicum
Mycobacterium 487 63% 76% cydA L8FBMO
smegmatis
Mycobacterium 485 61% 74% cydA W6HOW?2
tuberculosis
Mycobacterium bovis 485 61% 74% cydA WS8SEI3
Bacillus subtilis 468 42% 65% cydA P94364
Shigella flexneri 522 34% 52% cydA POABK1
Escherichia coli 522 34% 52% cydA Q5YRP8
Protein family membership
=@ Cytochrome d ubiguinol oxidase, subunit I (IPRO02585)
Domains and repeats one
Detalled signature matches
IPRO02585 Cytochrome d ubiquinel oxidase, subunit I
CydB: 327 aa (15)
Proteina Organismo Tamanho | Identidade | Similaridade | Gene Acesso/
Unipro
Cytochrome bd | Corynebacterium 327 96% 98% cydB 17H9V9
menoquinol ulcerans
oxidase Corynebacterium 324 71% 81% cydB Q6NFI9
subunit 2 diphtheriae
Corynebacterium 333 54% 70% cydB S5XPQ1
glutamicum
Mycobacterium 350 55% 70% cydB AOQXA7
smegmatis
Mycobacterium 346 54% 69% cydB AOA049D7A1
tuberculosis
Bacillus subtilis 338 40% 59% cydB P94365
Escherichia coli 379 36% 53% cydB POABK2
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http://www.uniprot.org/uniprot/I7GXQ7
http://www.uniprot.org/uniprot/H2HAM0
http://www.uniprot.org/uniprot/G6WVX6
http://www.uniprot.org/uniprot/L8FBM0
http://www.uniprot.org/uniprot/W6HQW2
http://www.uniprot.org/uniprot/W8SEI3
http://www.uniprot.org/uniprot/P94364
http://www.uniprot.org/uniprot/P0ABK1
http://www.uniprot.org/uniprot/Q5YRP8
http://www.uniprot.org/uniprot/I7H9V9
http://www.uniprot.org/uniprot/Q6NFI9
http://www.uniprot.org/uniprot/S5XPQ1
http://www.uniprot.org/uniprot/A0QXA7
http://www.uniprot.org/uniprot/A0A049D7A1
http://www.uniprot.org/uniprot/P94365
http://www.uniprot.org/uniprot/P0ABK2

Protein family membership

= [@ Cytochrome d ubiguinol oxidase, subunit IL(IPRO03317)

Domains and repeats none

Detaliled signature matches

IPRO03317 Cytochrome d ubiguinol oxidase, subunit IT
C )

C >

C ]
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