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Resumo

A lisina é considerada um aminoéacido essencial, pois € componente fundamental
de proteinas e nao pode ser sintetizado por animais, sendo necessario ingeri-lo em
sua forma final. Sua concentracdo é baixa em cereais, principal fonte de alimento
animal e sua caréncia pode trazer sérios danos ao organismo, principalmente
relacionados ao sistema nervoso. Por outro lado, seu excesso, causado pela
deficiéncia na degradacdo, também é danoso podendo levar ao retardo no
desenvolvimento mental. A sintese da lisina em plantas e bactérias é realizada
principalmente pela via do acido aspartico, que além desse aminodcido € responsavel

pela producao de treonina, metionina e isoleucina.

A degradacao da lisina em animais e plantas ocorre principalmente pela via da
sacaropina. Essa via, por sua vez, é utilizada para a sintese de lisina em fungos.
Assim, tanto a sintese como a degradacdo de lisina em diferentes organismos
possuem arquiteturas metabdlicas particulares que, durante o processo evolutivo,
foram selecionadas para adequar-se as necessidades do metabolismo, diferenciacéo e

desenvolvimento.

Até o momento ndo existia indicio da existéncia e da funcionalidade da via do
acido aspartico em animais € nem da via da sacaropina em bactérias. O presente
trabalho apresenta um conjunto de resultados que sugerem a existéncia da via do
acido aspartico em insetos e a via da sacaropina em bactérias. Foram identificados em
Anopheles gambie e Aedes aegypti, respectivamente 6 e 5 genes dos 9 que compdem
a via do acido aspartico em bactérias. A analise de similaridade de sequéncias sugere
que os genes da via do acido aspartico encontrados nos insetos pode ter se originado
a partir de bactérias endosimbidticas. A necessidade da via de sintese de lisina nesses
insetos pode estar ligada a fonte de alimentagdo, em alguns casos deficiente em
aminoacidos essenciais. Quanto a degradacao da lisina, os resultados sugerem a
existéncia, em alguns grupos de bactérias, dos genes que codificam as enzimas lisina-
cetoglutarato redutase e sacaropina desidrogenase (lkr e sdh), responsaveis pelos

passos iniciais da via em plantas e animais. Em alfa-proteobactérias, encontramos os



genes lkr e sdh ligados em tandem na forma de um operon. Em plantas e animais
esses genes também sao ligados e codificam um polipeptidio bifuncional contendo as
atividades da LKR e de SDH. O operon da /kr e sdh encontrado em alfa-
proteobactérias contém também os genes que codificam as enzimas glutationa-S-
transferase (GST) e fosfogliceraldeido mutase (FM). Essa estrutura gendmica sugere
que a LKR e a SDH podem fazer parte de um conjunto de enzimas importantes na
defesa contra estresse oxidativo, além da degradacdo da lisina como pode ser
demonstrado pela atividade enzimatica de LKR e SDH nesse organismo. A analise da
estrutura genémica dos genes da via da sacaropina em bactérias revelou um fato
curioso. Em plantas existe um peptideo de aproximadamente 100 aminoacidos
intercalando os dominios polipeptidicos da LKR e da SDH. Esse peptideo,
denominado de interdominio (ID) é exclusivo de plantas, ndo tendo sido encontrado
em nenhum dos genomas de eucariotos seqlienciados até o momento. Sequéncias
similares ao ID foram encontradas em cianobacterias e algumas archeobacterias,
porém em nenhum caso esses IDs puderam ser associados com sequéncias
codificadoras de LKR e/ou SDH. Neste trabalho buscamos remontar uma possivel
histéria evolutiva da via da sacaropina e apresentamos uma hipotese evolutiva para a

origem dos genes LKR e SDH de plantas e animais.



Abstract

Lysine is an amino acid that is not synthesized by animals and therefore need to
be ingested in its final form. Lysine concentration is low in cereals and the lack of this
amino acid in diet can cause severe damage to the organism specially associated to
the nervous system. On the other hand its excess, caused by the deficiency in the
degradation of lysine, can also lead to organism disorder as mental development
retardation. Lysine is mainly synthesized trough the aspartate pathway in plant and
bacteria and the same pathway can also lead to synthesis of threonine, methionine and
isoleucine. Lysine degradation occours trough the saccharopine pathway in animal and
plant, but other pathways are known for bacteria and fungi. Until now there was not an
evidence of the existence of any of the pathways. Here we present new data of the
existence of the aspartate pathway in animals and the saccharopine pathway bacteria
respectively. We were able to demonstrate the existence of most of the genes that
compose the aspartate pathway in Anopheles gambie e Aedes aegypti and sequence
clustering suggest a possible origin of these genes from endosymbiontic bacteria.
Concerning the lysine degradation, we have gathered data that indicates the existence
of genes responsible for producing the proteins for two first enzymatic steps, lysine
ketoglutarate redutase (LKR) and saccharopine dehidrogenase (SDH), in bacteria.
Exclusively in Proteobacteria we found these genes in the exact same structure of
animals and plants and we were able to detected enzymatic activity for LKR and SDH.
Curiously these genes are inside a single operon that also has glutatione s transferase
and phosphoglyceraldehide mutase, both genes previously associated with defense
against oxidative stress. This may suggest a possible new role for LKR/SDH in
preventing oxidative stress. The analysis of amino acid sequence and domains of
LKR/SDH in plant, animals and fungus, shows that there is a region of approximately
110 aa between LKR and SDH domains that is exclusive to plants, we called this
region the inter domain (ID). Interestedly we found only in Cyanobacterial this typical
plant domain, the ID. After these novel results we attempted to reconstruct the
evolutionary history of pathway, suggesting an explanation for the origin of plants and
animals LKR and SDH.



Introducao Geral

Os aminoacidos possuem participacao fundamental nos sistemas biolégicos, pois
sdo as pecas primordiais constituintes das dezenas de milhares de diferentes
proteinas que compdem a arquitetura e o funcionamento dos organismos. Além disso,
atuam no controle do pH intracelular, servem como reserva de nitrogénio e regulam
diferentes aspectos do metabolismo seja agindo em suas formas finais ou provendo
moléculas do metabolismo intermediario que atuam como efetores na regulacao da
expressao génica (Ferreira et al., 2005). A descricao do primeiro aminoacido foi feita
no inicio do século XIX por dois quimicos franceses que isolaram o composto de
aspargo e deram o nome de asparagina (Vauquelin e Robiquet, 1806). Os
aminoacidos, como o proprio nome diz, possuem em suas estruturas quimicas um
grupamento amino e uma carboxila. Esses dois grupamentos permitem que o0s
aminoacidos se liguem uns aos outros, através da ligacao amina-carboxila, formando
as ligacoes peptidicas. Os aminoacidos mais relevantes para os organismos s&o 0s
alfa-aminoacidos, que apresentam formula geral H-NCHRCOOH, sendo R a cadeia
organica variavel que se liga ao carbono alfa e da a especificidade de cada
aminoacido. Os aminoacidos sdo comumente classificados em quatro categorias de
acordo com a caracteristica da cadeia lateral, eles podem ser acidos, basicos, polares
ou apolares, sendo essas forgas as principais moldadoras das estruturas das proteinas
(Creighton, 1993). Existem ainda isémeros 6éticos como L e D-aminoéacidos
dependendo do desvio 6tico gerado no gliceraldeido que lhe deu origem. A grande

maioria dos aminoacidos componentes das proteinas é L-aminoacido.

A lisina apresenta formula molecular HO,CCH(NH)(CH2)sNH2 e tem a cadeia
lateral mais longa entre os aminoacidos que compdem as proteinas. A presenca de
dois radicais amino da a lisina a caracteristica basica. A existéncia de um radical
amino lateral permite que a lisina incorporada nas proteinas sofra modificacbes pos-
traducionais como metilacdo, acetilacdo, ubiquitinacdo e carboxilagdo, que podem

levar a alteracdes nas funcoes das proteinas (Sadoul et al., 2008).



Nove dos vinte aminoacidos naturais constituintes das proteinas nédo séao
sintetizados por animais (Ferreira et al., 2005). Esses aminoacidos precisam ser
ingeridos pelos animais na sua forma final, pronta para serem incorporados nas
proteinas ou desempenhar suas demais fungdes no metabolismo dos organismos. Por
essa razao esses aminodacidos sao chamados de aminoacidos essenciais (Flrst and
Stehle, 2004). Dentre os aminoacidos essenciais, a lisina é considerada o mais
importante sob o ponto de vista nutricional, pois estd presente em baixas
concentracdes nos cereais que sao a maior fonte para alimentagdo animal e humana
(Shewry et al., 1981, Bright e Shewry, 1983). As sementes em geral contém grandes
quantidades de proteinas de reserva que, apds a germinacao, sao utilizadas como
fonte de nitrogénio para o desenvolvimento dos estagios iniciais do embrido. Nos
cereais, a maior parte das proteinas de reserva pertence a uma classe de proteinas
soluvel em solugdes alcolicas chamada de prolamina (Shewry e Halford, 2002). As
prolaminas por sua vez sdo classificadas em a-, B-, y-, and &-prolaminas de acordo
com suas caracteristicas estruturais e de solubilidade (Esen, 1987). Em sementes de
milho, sorgo e coix as a-prolaminas sao a classe mais abundante (Esen, 1987,
DeRose et al.,, 1989, Ottoboni et al., 1990). Ocorre que lamentavelmente as a-
prolaminas nao possuem residuos de lisina em sua composicao (Shewry et al., 1981)
razdo pela qual a alimentacdo com base nesses cereais é deficiente. Para uma
alimentagdo nutricionalmente adequada, a lisina deve ser ingerida na concentracao

minima 103 mg/kg/dia segundo recomendacdes da FAO (www.fao.org).

A deficiéncia no metabolismo ou ingestdo de lisina ocasiona diversos disturbios.
A falta de lisina na alimentacdo prejudica a sintese de colageno e elastina,
componentes fundamentais do tecido conjuntivo. Uma alimentacdo deficiente nesse
aminoacido leva a queda do conteudo total de lisina no cérebro (Mori, et al. 1991) e
afeta a atividade do hipotalamo (Smirga et al.,, 2000). Pode ainda levar em ultima
instdncia a doencgas cardiacas, apoplexia, osteoporose e até cancer (Matthias-Rath,
2003). A fortificacdo na alimentacdo com lisina foi associada a diminuicdo da
ansiedade e do stress (Smirga et al., 2004).



A caréncia de lisina pode torna-se grande problema de saude publica em locais
onde a populacdo depende de alimentacdo pouco diversificada e a base de cereais
como milho e arroz (Jansen, 1962). O mesmo é valido para animais. Apesar de existir
diversas fontes de alimentacdo dentro da biodiversidade de nosso planeta, as
espécies sao especialistas em algumas poucas fontes de alimentos. Os mosquitos, por
exemplo, alimentam-se majoritariamente de néctar durante sua vida pré-copulatéria. O
néctar de plantas é pobre em proteinas e aminoacidos livres, especialmente em alguns
aminoacidos essenciais, dentre eles lisina (Gardener e Gillman, 2001). Nesse contexto
€ intrigante como um animal especializado pode nao sintetizar lisina sendo que sua
principal fonte de alimentagdo possui baixos niveis desse aminoacido. Mosquitos
podem ser criados durante todo seu ciclo adulto apenas com a proteina adquirida na
fase larval e com alimentacao de solucdo aquosa de sacarose 10%. Se o inseto passa
pelas fases larvais, pupa e adulto necessitando de proteinas diferentes, com
composigao diferente de aminoacido, apenas a base de sacarose, como pode ele

providenciar lisina e outros aminoacidos essenciais sem a capacidade de sintetiza-los?

Em plantas, o metabolismo de lisina é finamente regulado tanto na via de sintese
como na via de degradacéao (Galili, 1995; Arruda et al., 2000; Azevedo e Lea, 2001). A
sintese de lisina é controlada por inibicdo alostérica através desse produto final sobre
as enzimas AK e DHDPS, respectivamente, o primeiro e quarto passos de nove que
compdem a via (Azevedo et al., 2006). Plantas super-expressando o gene bacteriano
da Dihidropicolinato Sintase (DHDPS) tiveram grande aumento na concentracdo de
lisina livre acarretando em uma germinacdo reduzida (Zhu e Galili, 2003). A
degradacao de lisina é estimulada pela lisina e o gene que transcreve para a enzima
Lisina cetoglutarato reduatse/Sacaropina desidrogenase (LKR/SDH), os dois primeiros
passos da via, tem sua expressdo aumentada por um fator de transcricdo conhecido
como 02, opaco 2 (Kemper et al., 1999). Plantas super-expressando o gene de
degradacao SDH tiveram o crescimento de brotos de Arabdopsis thaliana inibido por
falta de lisina (Zhu e Galili, 2004).



No presente trabalho procuramos contribuir para o entendimento do metabolismo
de lisina em diferentes modelos biologicos. Utilizando genbémica, bioinformatica e
biologia molecular investigamos a possivel existéncia da via do acido aspartico em
insetos e da via da sacaropina em bactérias. Os resultados sao discutidos no contexto
da evolugdo dessas vias nos diferentes organismos e da possibilidade de aquisicao
dos genes através de transferéncia lateral.

Materiais e Métodos
Busca por homdlogos, alinhamento e filogenia

A busca por genes homoélogos aos da via de biosintese de lisina foi feita a partir
de sequéncias iscas estabelecidas a partir de genes bem descritos na literatura.
Tomou-se como iscas 0s genes de E.coli e A.thaliana em todos os casos, exceto em
THPA, ADAPAT, ADPD em A. thaliana que segundo Hudson et al, 2005 nao estao
presentes em plantas. Esses genes foram submetidos a busca utilizando o algoritimo
tBLASTn no GenBank e nos bancos do Tigr e sequéncias com e-value acima de 1e-10
foram adicionados a um banco de dados criado no programa Bioedit versao 7.0. (Hall,
1999) As sequéncias foram orientadas no sentido correto e alinhadas no programa
Clustal X (Thomson et al., 1997), utilizando o algoritimo BLOSUM 62 e valor de
bootstrap igual 2000. Seguiu-se o corte manual da parte das sequéncias sem
correspondentes em todos representantes, deixando somente a parte do gene
representada em todos os organismos. A analise filogenética foi realizada pelo
programa Mega 3.1 (Kumar et al., 2003) utilizando neighbor-joining e 0 modelo PAM
de Dayhoff (Schwarz e Dayhoff, 1979). Foi realizada re-amostragem (bootstrap) de
1000.



Busca por dominios conservados

Uma vez alinhadas, as sequéncias dos genes possivelmente homélogos foram
submetidas a wuma busca por dominios conservados no banco CDD
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Structure/cdd/wrpsb.cgi) e os resultados foram expressos
graficamente. De forma semelhante as estruturas 3D das proteinas foram
determinadas com o auxilio dos programas Phyre (http://www.sbg.bio.ic.ac.uk/phyre) e
Esypred3D (www.fundp.ac.be/sciences/biologie/urbm/bioinfo/esypred/), em suas
configuracbes padrdo. Dos resultados foram selecionadas as estruturas com
identidade superior a 30% e essas passaram por andlise visual.

Manutengéao da colénia de A. gambie e A. aegypti

Colbnias matrizes de A aegypt foram estabelecidas no ICBII-USP, laboratério de
mosquitos transgénicos sob responsabilidade da Profa. Margareth L. Capurro, e 14 sao
mantidas em estabelecimentos apropriados e certificados para portar insetos
patogénicos. Colbnias de A. gambie foram estabelecidas na UC-San Diego. Dois
grupos foram criados para cada um dos insetos, um tratado com antibiotico tetraciclina
a 25ug/ml e outro controle. Todos os experimentos realizados utilizaram individuos de
ambos 0s grupos para determinar uma possivel interferéncia bacteriana nos
resultados. Esses pernilongos foram a base de todos os experimentos realizados
nesse trabalho.

Extragcdo de DNA e PCR

O DNA dos organismos utilizados nesse trabalho foram extraido utilizando o
reagente DNAZOL® da Invitrogen seguindo o protocolo de fabricante. A PCR foi
realizada em 38 ciclos compostos de 40” a 94° C; 30” de 55%65° C; 2’a 722 C. O
resultado foi observado em gel de agarose 1% corado com brometo de etideo.



Extracao de proteina

As proteinas totais de milho, Silicibacter e Nostoc foram extraidas macerando-se
1g de material em 3 ml de tampao tampéo fosfato 25mM pH 7,4 contendo benzamidina
5mM, DTT 1mM, EDTA 1mM na presenga de nitrogénio liquido. O conteudo foi
centrifugado a 7.000 rpm por 15 minutos e ao sobrenadante teve o pH corrigido para
5,5, o Pl da LKR, entéo foi adicionado sulfato de aménia 60%. A solucéo foi deixada
descansar por 30 minutos para que ocorresse a precipitacdo das proteinas.
Centrifugou-se a solugdo a 15.000 rpm por 15 minutos e o precipitado foi
ressuspendido em tampao Tris-Hcl pH 8,5 contendo DTT 1mM e EDTA 1mM. Seguiu-
se entdo uma didlise em membrana Quiagen com limite de exclusdo de 12.000 -
14.000Da.

Separacao de proteinas em gel de poliacrilamida e Western blot

O gel de poliacrilamida & composto por duas partes: o gel de separagao
(resolving gel), que fica na parte inferior e o gel de empacotamento (stacking gel),
situado na parte superior. O gel de separag¢do é composto por Tris-HCI 375 mmol/L,
pH 8,8; acrilamida/bis-acrilamida (29:1) 15% (v/v); SDS (/sodium dodecyl sulfate/)
0,1% (m/v); APS (persulfato de aménio) 0,1% (m/v) e Temed 0,08% (v/v). O gel de
empacotamento é composto por Tris-HCI 126 mmol/L, pH 6,8; acrilamida/bis-
acrilamida (29:1) 5% (v/v); SDS 0,1% (m/v); APS 0,1% (m/v) e Temed 0,05% (v/v).
Para a corrida no SDS-PAGE, 2 volumes da amostra foram coletados e aos mesmos,
foi adicionado 1 volume de tampao de amostra 3X (Tris-HCI 50 mmol/L, pH 6,8;
glicerol 45% e SDS 2%). As amostras contendo o tampao de amostra foram entdo
fervidas por 5 minutos e 20 uL das mesmas foram carregados no gel, submetido a
diferenca de potencial de 120 V por 1 hora. O gel foi entdo corado em solugdo de
/Coomassie Blue/ R-250, Bio-Rad, (/Coomassie Blue/ R-250 0,25%; acido acético 10
%; etanol 50%) por 1 hora e em seguida descorado em solucédo de descorante (etanol

10% e acido acético 5% em agua).



Quando se desejou fazer western blot o gel de poliacrilamida foi embebido em
uma solugéo contendo mM Tris-base, 190 mM glicina, 3.5 mM SDS e 20% metanol por
10 minutos. As proteinas foram entdo transferidas para uma membrana de
nitrocelulose (BioRad Transfer-Blot®) em uma cuba de transferéncia (BioRad transfer
blot®- SD). As membranas foram entdo bloqueadas “overnight” a 4C em 20 mM Tris-
HCI, pH 7.4, 137 mM NaCl, 2.5 mM KCI, 0.1% (v/v) Tween 20, e 5% (w/v) leite em p6
desnatado. Em seguida a membrana foi encubada com Como anticorpo primario foi
utilizado anticorpo de coelho crescido contra LKR/SDH de milho. Entre as incubagdes
do anticorpo primario e secundario lavou-se por 5 minutos a membrana com tampao
TBS-T. O anticorpo secundario foi de cabra conjugada com HRP crescido contra
anticorpos de coelhos. Segui-se incubacdo com solucdo de Pierce (SuperSignal®
West Pico) e aas bandas detectadas em um filme qumioluminescente.

Ensaio enzimatico da LKR/SDH

O ensaio enzimatico para LKR foi realizado monitorando-se o consumo do cofator
NADPH através de seu pico de absorbancia em 340nm na reacado que transforma
lisina em sacaropina. Utilizou-se Tris-HCI pH 7,4 100mM, Lisina 20mM a-cetoglutarato
10mM, NADPH 0,1mM. A atividade de SDH foi medida monitorando-se a formacao de
NADH, também a 340nm, resultante do consumo de sacaropina. Utilizou-se Tris HCI
pH 8,5 100mM, sacaropina 2mM e NAD 2mM.
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Capitulo | — Sintese de lisina pela via do acido aspartico em insetos
Introducao

A lisina é sintetizada em bactérias e plantas através da via do acido aspartico. O
acido aspartico, precursor inicial da via, pode ser obtido a partir da transaminacao do
oxalacetato oriundo do ciclo de Krebs na mitocondria, ou através da acdo da
fosfoenolpiruvato carboxilase no citoplasma de plantas (Lea et al., 2001). O &cido
aspartico participa como precursor de duas vias: uma que leva a sintese de
asparagina, composto utilizado para transporte e armazenamento de nitrogénio em
plantas, e outra que leva a sintese de lisina treonina, isoleucina e metionina (Azevedo
et al., 2006) (Fig. 1). A via do acido aspartico em bactérias e plantas é finamente
regulada pelos aminoacidos produtos finais. Os aminoacidos lisina, treonina e
isoleucina assim como o intermediario S-adenosil metionina (AdoMet) regulam, através
de retro inibicdo, pontos chaves da via catalisados pelas enzimas aspartato kinase
(AK), dihidrodipicolinato sintase (DHDPS), homoserina desidrogenase (HSDH) e a
treonina deaminase (TD) (Fig. 1, linhas tracejadas) (Karchi et al., 1994; Cracium et al.,
2000; Azevedo et al., 2005). Em bactérias, o ramo da via do acido aspartico que leva a
sintese de lisina €& composto por nove enzimas, AK, aspartato-semialdeido
desidrogenase  (ASADH), DHDPS, dihidrodipicolinato redutase (DHDPR),
tetrahidrodipicolinato acilase (THPA), N-acil-L,L-diaminopimelato aminotransferase
(ADAPAT), N-acil-L,L-diaminopimelato deacilase (ADPD), diaminopimelato epimerase
(DAPE) e diaminopimelato decarboxilase (DAPD), (Umbarger, 1978; Eggling, 1993;
Azevedo et al., 2005). Em plantas, por sua vez, foram encontrados até o momento
somente 5 enzimas semelhantes a via de sintese de lisina em bactérias (Hudson et al.,
2005) e essas enzimas foram identificadas atuando nos cloroplastos de folhas ou em
plastidios de 6rgao nao fotossintéticos (Lea e Azevedo, 2003). Recentemente uma
nova enzima, L-diaminopimelato aminotransferase, foi descoberta exclusivamente em
vegetais e cianobactérias. Essa enzima é capaz de substituir os trés passos

enzimaticos que trasformam tetrahidrodipicolinato em diaminopimelato (THPA,
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ADAPAT, DAPD) (Hudson et al., 2006), elucidando a maneira pela qual a lisina é
sintetizada em plantas.

A enzima AK catalisa o primeiro passo da via que envolve a fosforilagdo do acido
aspartico para formar B-aspartil fosfato (Fig. 1). Esse passo enzimatico, assim como o
seguinte, € comum para a sintese de todos os aminoacidos da via do acido aspartico
(Fig. 1). Pelo menos duas isoformas de AK sdo conhecidas em plantas, uma
monofuncional sensivel a lisina e responsavel pela maior parte da atividade de AK
(Rognes et al., 1980; Azevedo et al., 1997; Lugli et al.,, 2002) e uma bifuncional,
aspartato quinase/homoserina desidrogenase (AK/HSDH) sensivel a treonina (Wilson
et al., 1991; Azevedo et al., 1992; Paris et at., 2003). Uma planta transgénica de alfafa
contendo uma AK/HSDH insensivel a inibicdo pela treonina mostrou aumento no teor
de treonina e diminuigcdo nas quantidades de aspartato e glutamato (Galili et al., 2000).
Em plantas transformadas com AK/HSDH insensiveis para produtos finais lisina e
treonina € possivel identificar mais atividade de AK do que em plantas somente com
AK insensivel a lisina, comprovando que a isoenzima bifuncional regula a sintese de

ambos os aminoacidos (Tewari-Singh et al., 2004).

O B-aspartil fosfato formado pela atividade da AK é convertido em aspartil-
semialdeido (ASA) pela atividade da enzima aspartato semialdeido desidrogenase
(ASADH) em uma reacgao dependente de NADPH (Fig. 1) (Paris et al., 2002; Azevedo
et al., 2005). A partir desse passo a via do acido aspartico é divida em dois ramos, um
que leva a sintese de lisina e outro que leva a sintese de treonina, metionina e
isoleucina (Fig. 1) (Azevedo et al., 2005; Hudson et al., 2005).

A DHDPS é a primeira enzima do ramo da via do acido aspartico que leva a
sintese de lisina. A enzima catalisa a condensagdao de piruvato e ASA em
dihidrodipicolinato (Fig. 1). Em plantas a DHDPS ¢ inibida por baixas concentragdes de
lisina (Azevedo et al., 1997 ; Craciun et al., 2000; Lee et al., 2001). Isso faz com o que
o nivel de lisina seja muito baixo nos diversos 6rgaos das plantas, pois sua producao é
feita em estrita conexdao com a demanda (Azevedo et al., 1997 ; Lee et al., 2001). Ja

em bactérias a DHDPS s6 é inibida, por retro-inibicdo, por altas concentragbes de
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lisina (Cohen e Saint-Girons, 1987; Azevedo et al., 1997 ; Lee et al., 2001). Esse fato
tem sido explorado para a obtencdo de plantas transgénicas expressando a DHDPS
de E. colipara acumular lisina (Perl et al., 1992; Falco et al., 1995 ; Brinch-Pedersen et
al.,, 1996 ; Galili et al., 2000 ; Nancy et al., 2007 ; Frizzi et al., 2008 ; Reyes et al.,
2009).

Uma série de 6 enzimas em bactérias (DHDPR, THPA, ADAPT, ADPD, DAPE,
DAPD) e 4 em plantas (DHDPR, DAPAT,DAPE, DAPD) completam o ramo da via do
acido aspartico que leva a sintese de lisina transformando o tetrahidropicolinato em
lisina através de uma série de reacoes de reducdo. A enzima DAPAT, recentemente
descoberta em plantas, € capaz de sobre passar os trés passos existentes em
bactérias formando L-diaminopimelato a partir de tetrahidropicolinato (Hudson et al.,
2006). Essa enzima é capaz de transferir o grupamento amina do glutamato para o
tetrahidropicolinato na presenca de aménia e NADPH, formando diaminopimelato. Em
bactérias esses passos de redugao e transaminagao sao feitos por enzimas diferentes

com insergao e posterior retirada de um grupamento acil (Fig 1).

A via do acido aspartico também é regulada por retro-inibicdo pela treonina e
pela isoleucina (Fig. 1). O intermedidrio AdoMet também age sozinho na retro inibi¢cao
da AK e da treonina sintase (TS) e em conjunto com a lisina na retro inibicdo da AK
(Rognes et al., 1980) (Fig. 1). A inibicdo da AK pela lisina, pela lisina + AdoMet e pela
treonina faz com que o nivel celular desses compostos regulem o fluxo da via
(Azevedo e Lea, 2001; Galili et al., 2002). Mutantes de varias espécies de plantas
contendo AK insensivel a retro-inibicdo pela lisina ndo mostraram um aumento
significativo desse aminoacido sugerindo que a isoforma AK/HSDH possui atividade
suficiente para manter o fluxo da via (Frankard et al., 1992). Além disso, a
sensibilidade da DHDPS a retro-inibicao pela lisina, poderia ser o fator limitante para o
desbloqueio da via em direcdo ao acumulo de lisina (Galili et al., 1995). Essa hipdtese
foi confirmada em plantas transgénicas contendo a enzima DHDPS insensivel a retro-
inibicdo pela lisina. Essas plantas apresentavam acumulo significativo de lisina em
varios 6rgaos (Negrutiu et al., 1984; Frankard et al., 1992; Shaul e Galili, 1992a; Ben
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Tzvi-Tzchori et al., 1996). Por outro lado, em plantas mutantes ou transgénicas
transformadas com AK insensivel a lisina, notou-se também o acumulo de treonina
sugerindo que a DHDPS seria o ponto chave de controle do fluxo da via da lisina e que
AK estaria mais relacionado a treonina. As plantas com AK insensivel desviariam o
fluxo para a sintese de treonina (Shaul e Galili, 1992b). Esses dados sugerem que a
sintese de lisina é regulada majoritariamente pela inibicdo alostérica da DHDPS
enquanto que a AK seria principalmente regulada pela treonina, apesar de também ser
sensivel a lisina (Galili, 2002; Azevedo et al., 2005).

Até o momento a sintese de lisina foi descrita em bacterias, fungos, plantas e
alguns protozoarios. Nem todos esses grupos compartiham as mesmas vias
metabdlicas para a sintese do aminoacido. Em fungos, por exemplo, a sintese de lisina
ocorre pela via da sacaropina, que atua no sentido da degradacao desse aminoacido
nos demais organismos (Nishida e Nishiyama, 2000; Arruda et al., 2000; Azevedo et
al., 2005; Galilli, 2004; Stepansky et al., 2006). A via do acido aspartico por sua vez
esta presente numa grande diversidade de plantas e bactérias, mas até o momento
nunca foi demonstrada de forma inequivoca em animais. Alguns estudos buscaram
detectar a sintese de lisina em animais, entretanto, somente tracos dessa sintese
puderam ser encontrados em crustdceos e cnidarios, mas os trabalhos n&o
descartaram a hip6tese de contaminantes nos modelos estudados (Cowey e Forsters,
1971; Lesser e Allen, 1976; Fitzgerald e Szmant, 1997). Até o momento néao foi
demonstrada a existéncia de genes codificadores das enzimas da via do &cido

aspartico em animais.

O objetivo deste capitulo foi tentar responder as seguintes questbes: A via do
acido aspartico realmente ndao esta presente em nenhum animal? Porque a via
metabodlica do acido aspartico ndo existe em animais? A via foi perdida ou nunca
existiu? Qual sua origem? Como uma via importante para todos os demais organismos

pode ser perdida em animais?
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Figura 1 - Via metabdlica do acido aspartico em plantas. AS, asparagina sintetase; ASN,
asparaginase; AK, aspartato quinase; ASADH, aspartato semialdeido desidrogenase; HSDH,
homoserina desidrogenase; HK, homoserina quinase; CGS, cistationina-sintase; TS, treonina
sintase; CBL, cistationina liase; MS, metionina sintase; SAM-S, S-adenosilmetionina sintetase;
TD, treonina deaminase; AHAS, acido acetohidroxi sintase; AHRI, &cido acetohidroxi
isomeroredutase; DHAD, &cido dihidroxi dehidratase; BCAT, aminotransferase dos amino
acidos da cadeia ramificada; DHDPS, dihidrodipicolinato sintase; DHDPR, dihidrodipicolinato
redutase; THPA*, tetrahidrodipicolinato acilase; ADAPAT*, N-acil-L,L-diaminopimelato
aminotransferase; ADPD*, N-acil-L,L-diaminopimelato deacilase; DAPE, diaminopimelato
epimerase; DAPD, diaminopimelato decarboxilase (extraido de Azevedo et al, 2005)
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Resultados

As sequéncias de aminoacidos das nove enzimas do ramo da via do acido aspartico
que leva a sintese de lisina em bactérias (Velasco, 2002) e das sete enzimas
correspondentes em plantas (Hudson et al., 2006), foram utilizadas como “iscas” em
buscas para identificar possiveis genes ortologos, codificadores dessas enzimas, no
genoma de Aedes egyptis e Anopheles gambie. A lista das enzimas com o0s
respectivos Gls dos genes utilizados como “iscas” € mostrada na Tabela 1. As
sequéncias “iscas” foram utilizadas em buscas no GenBank na se¢cdo de genomas
especificos de cada organismo. As buscas foram feitas utilizando-se a ferramenta
tBLASTn e, quando necessario, foram feitas buscas escalonadas como descrito por
Kasahara e Kato (2003). A utilizacado de sequéncias “iscas” oriundas de uma planta e
uma bactéria teve como objetivo abordar a hipétese dos genes compartilharem origem
similar com um ou outro grupo. Essa abordagem possibilitou também capturar nos

bancos de dados possiveis alteracées de sequéncia devido a evolugao convergente.

Tabela 1 - Enzimas da via do acido aspartico cujas sequéncias de aminoacidos foram

utilizadas como “iscas” na busca de ortélogos em insetos.

Enzima Numero GI' 1 Gl '
EC A. thaliana E. col?
Aspartato quinase (AK) 2724 2257742 48994873
Aspartato-semialdehyde dehydrogenase (ASDH) 1.2.1.11 42592260 24080789
Dihidrodipicolinato sinthase (DHDPS) 4.2.1.52 30698031 24080789
Dihidrodipicolinato reductase (DHDPR) 1.3.1.26 30698605 48994873
Diaminopimelato aminotransferase (DAPAT) 2.6.1.83 18418270 *
Tetrahidropicolinato succinilase (THPA) 2.3.1.17 # 24080789
Succinildiaminopimelato aminotransferase (ADAPAT) 2.6.1.17 # 48994873
Succinyi-diaminopimelate desuccinilase (ADPD) 3.5.1.18 # 24080789
Diaminopimelato epimerase (DAPE) 51.1.7 16504487 91070629
Diaminopimelate decarboxliase (DAPD) 4.1.1.20 30698537 48994873

# Enzimas que ndo possuem evidencia de existirem em plantas (Hudson et al., 2005)

* Enzima exclusiva de plantas (Hudson et al., 2006)
1 GI's atribuido a cada enzima de A. thaliana no GenBank
2 GlI’s atribuido a cada enzima de E. coli no GenBank
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Identificacdo de possiveis genes que codificam enzimas da via do acido aspartico em

insetos

Buscas utilizando tBLASTn com as sequéncias “iscas” nos genomas de A.
gambie e A.aegypti retornaram um conjunto significativo de possiveis sequéncias
homélogas. Sequéncias com mais de 50% de cobertura e identidade superior a 30%
com as sequéncias “iscas” dos genes correspondentes foram separadas para analise.
A Tabela 2 apresenta as enzimas para as quais foram identificadas sequéncias de
aminoacidos com similaridade significativa e, portanto, foram considerados como
possiveis homélogos dos genes da via de sintese de lisina em A. gambie e A.aegypti.
Como pode ser visto, com excecdao da AK, encontrada apenas em A.aegypti, as
enzimas ASDH, DHDPS, DHDPR, DAPE, DAPD, foram encontradas em ambos 0s
insetos. A maioria dos “hits” que obtiveram e-value mais significativos originaram-se de
buscas feitas com as sequéncias “iscas” de E. coli. Devido ao limite de corte em
cobertura e similaridade, ndo & possivel afirmar que foram encontradas sequéncias
possivelmente homdélogas para as enzimas THPA, ADAPAT, ADPD, em A. gambie e
A. aegypti apesar de termos obtido resultados com relativa similaridade entre as
sequéncias “iscas” e sequéncias dos bancos dos dados gendmicos dos insetos. A
auséncia dessas enzimas, tipicas de bactérias, em A. gambie e A.aegypti sugere a
possibilidade do banco de dados analisados ndo estarem contaminados com
sequéncias de bactérias para as enzimas da via do acido aspartico. Todavia, o gene
exclusivo de plantas DAPAT também né&o foi retornou “hits” significativos dos bancos
gendmicos dos insetos, sendo assim dificil especular sobre a origem dos “hits” a partir
dessas informacoes isoladas.
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Tabela 2 - Enzimas da via do acido aspartico cujas sequéncias de aminoacidos foram
identificadas como possiveis ortdlogas em insetos

Enzima Numero EC ga//;‘{bie aegj./pti

Aspartato Quinase (AK) 2.7.2.4 + -
Aspartato-semialdeido desidrogenase (ASDH) 1.2.1.11 + +
Dihidrodipicolinato sintase (DHDPS) 4.2.1.52 + +
Dihidrodipicolinato redutase (DHDPR) 1.3.1.26 + +
Diaminopimelato aminotransferase (DAPAT) 2.6.1.83 - -
Tetrahidropicolinato succinilase (THPA) 2.3.1.17 - -
Succinil-diaminopimelato aminotransferase (ADAPAT) 2.6.1.17 * *
Succinil-diaminopimelate desuccinilase (ADPD) 3.5.1.18 * *
Diaminopimelato epimerase (DAPE) 5.1.1.7 +

Diaminopimelate decarboxliase (DAPD) 4.1.1.20 +

+ Presenca de sequéncias de aminoacidos ortélogas em Anopheles e Aedes
- Auséncia de sequéncias de aminodcidos ortélogas em Anopheles e Aedes
* Incerteza quanto a anotacao do gene

As sequéncias de aminoacidos possivelmente homélogas as enzimas do ramo da
lisina de bactérias e plantas foram encontradas nos bancos com sequéncias
gendbmicas de A. gambie e A.aegypti (Tabela 2). Uma avaliagdo preliminar da
possibilidade de expressao desses genes foi realizada através de BLASTn das
sequéncias identificadas (Tabela 2) em bancos de ESTs de ambos os insetos
(http://agambiae.vectorbase.org/SequenceData/EST/
http://aaegypti.vectorbase.org/SequenceData/EST/). Além de possibilitar a verificacao
da expressao dos genes correspondentes, a existéncia de ESTs possibilita, quando
comparada coma sequéncia genOmica, inferir a existéncia de introns nos genes
identificados. Para complementar a andlise dos genes encontrados nos dois insetos,
buscamos pelo posicionamento cromossdémico das sequéncias genOmicas
encontradas. A Tabela 3 resume os dados, de posicionamento cromossémico de
alguns dos genes do ramo da lisina encontrados em A. gambie. O genoma de
A.aegypti ainda ndo esta bem curado e alguns segmentos cromossémicos ainda nao

estdo resolvidos, fato esse que prejudicou a investigacdo do posicionamento
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cromossémico e presenca de introns. Em A. gambie observa-se a existéncia de intron
no gene DHDPR, fato que enfraquece a hip6tese de contaminacdo, ja que bactérias

nao possuem intros.

Tabela 3 - Caracteristicas das sequéncias dos genes da via de sintese de lisina em A.
gambie

Enzima Posicionamento cromossémico Existéncia de cDNA  Existéncia de Introns

AK Desconhecido Sim Nao
ASDH Desconhecido Sim Nao
DHDPS 2L Sim Nao
DHDPR Desconhecido Sim Sim
DAPE Desconhecido Sim Nao
DAPD 3L Sim Nao

A possibilidade de contaminacédo das sequéncias de insetos com sequéncias de
outros organismos € uma preocupacao a ser levada em conta na anotacdo génica
principalmente no caso de bactérias que possuem intima relagdo com esses animais
seja habitando o trato intestinal ou colonizando o interior de células gonadais na forma
de endosimbiontes. Visando excluir a possibilidade de contaminacao foram realizadas
buscas nos bancos de dados supracitados de transcritos que passaram por purificacao
através da calda poliA do mRNA (Tabela 4). Acredita-se que RNAs poli-adenilados
sejam raros em bactérias ja que quando um RNA é poliadenilado ele é sinalizado para
a degradacado nesse grupo de organismo (Steeg, 2000). Os resultados obtidos
mostram “hits” para a maioria dos genes procurados e os transcritos estao presentes
em numero variado. Esses dados constituem mais um indicativo de que esses genes
provavelmente sdo genes pertencentes ao genoma desses insetos e nao

contaminantes bacterianos.
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Tabela 4 - Numero de transcritos encontrados no banco de dados do portal
Vectorbase para os genes da via de biosintese de lisina

Gene A.gambie A. aegypti
Ak 0 0
Asdh 0 0
Dhdps 20 7
Dhdpr 0 1
Dape 43 0
Dapd 10 6

Numero total de ESTs no banco de A. gambie = 216.625
Numero total de ESTs no banco de A. aegypti = 303.409

Ainda buscando reforcar a exclusdo da possibilidade de contaminacao, foi
realizada uma busca no NCBI utilizando a ferramenta BLASTn tendo como “iscas” as
sequéncias nucleotidicas dos possiveis genes da via de sintese de lisina em A.
gambie e A.aegypti e como universo de busca todas sequéncias de bactérias. Essa
busca visava identificar sequéncias idénticas em outros organismos que poderiam ser
considerados contaminantes dos bancos de dados e que podem ter dado origem as
sequéncias encontradas em insetos. A Tabela 5 mostra os organismos com o0s
melhores resultados na busca. Nota-se que nao ha identidade de 100% em nenhum
caso, o que significa que a sequéncia considerada homaéloga as sequéncias dos genes
da via do acido aspartico ndo pertencem a nenhum organismo cujas sequéncias

gendmicas, completas ou parciais, estdo depositadas no Genbank .
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Tabela 5 - Resultado da busca por BLASTn no banco de dados de todas sequéncias
nucleotidicas do NCBI

A. gambie A. aegypti
Enzima Organismo e-value identidade organismo e-value identidade
Flavobacterium o
AK johnsoniae 2e-60 70% -
ASDH Gluconobacter 1e -115 80% Thauera sp 0 96%
oxydans
DHDPS Flavobacterium 2e-86 70% Flavobacterium  2e-87 72%
johnsoniae johnsoniae
DHDPR  Flavobacteriaceae  5e-59 76% Thauera sp 6e-126 96%
bacterium
ADPD Clavibacter 7e-120 91% Aeromonas 0 97%
michiganensis hydrophila
DAPE Aeromonas 7e-140 95% Thauera sp 1e-120 88%
hydrophila
DAPD Azoarcus SP 1e-118 70% Dechloromonas 9e-130 87%
aromatica

A inexisténcia de sequéncias idénticas as encontradas em insetos em outros organismos sugere
auséncia de contaminacao.

Para testar de outra forma se as sequéncias do ramo da lisina encontradas nos
dois insetos poderiam ser “reads” oriundos de contaminantes bacterianos da amostra
de acidos nucléicos isolados dos insetos, investigamos as adjacéncias dos genes
posicionados em contigs no genoma dos insetos presentes nos bancos de dados. Na
hipétese de tratar-se de contaminacdo as sequéncias apareceriam em sua maioria
como sequéncias Unicas e isoladas contendo apenas um gene por contig além de
poucos reads para esse gene. Por outro lado, no caso de uma insercao por
transferéncia lateral, essas sequéncias estariam flanqueadas por mais sequéncias
bacterianas e possivelmente ja com tragcos de genomas eucariotos. Ainda, seria
possivel sugerir de qual grupo de bactérias essas sequéncias poderiam ter sido
originadas. A Figura 2 mostra o resultado encontrado no supercontig do gene DHDPS
de A. aegypti Adjacentes ao gene da DHDPS foram identificados os genes

21



bacterianos que codificam as proteinas GCN5-acetiliransferase (GNAT) e flavina
mononucleotideo redutase (FNR) (Fig. 2). As sequéncias desses dois genes parecem
ser oriundas do grupo Flavobacteriaceae. Nota-se também, que a porcdo do
nucleotideo 1 até o inicio do gene DHDPS néao teve similaridade com sequéncias
procariéticas sugerindo serem tipicamente sequéncia eucariética do proprio animal.
Nao foi possivel realizar a busca para outros genes porque eles foram retirados dos
contigs que se encontravam pelo curador do NCBI até ser resolvido se se tratam de

genes de insetos ou contaminantes.

0Kb 1Kb 2Kb 3Kb 4Kb 5Kb 5837 Kb

Figura 2: Estrutura do supercontig 1.3837 de Aedes aegypti 1, DHDPS; 2, GNAT-
acetiltransferase; 3, flavine mononucleotide redutase. Todos os genes citados tem maior
identidade com a de sequéncia de Flavobacterium Johnsoniae, indicando que esse pode ter
sido o grupo de bactéria que deu origem a esses genes de Aedes aegypti.

Analise das sequéncias de aminoacidos das enzimas do ramo da lisina encontradas

em A. gambie e A.aegypti

Uma vez identificadas nos dois insetos sequéncias possivelmente homélogas as
sequéncias de enzimas do ramo da lisina de bactérias e plantas, foram realizados
alinhamentos dessas sequéncias com as de bactérias e plantas para investigarmos a
presenca de dominios conservados e a relacao filogenética entre as sequéncias dos
diferentes organismos. As Figuras 3 a 8 mostram os alinhamentos das sequéncias de
aminoacidos das enzimas AK, ASDH, DHDPS, DHDPR, DAPE e DAPD de plantas,

bactérias, A. gambie e A. aegypti. Os alinhamentos apresentam padroes de motivos
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conservados para cada uma das enzimas de planta, bactéria e insetos que sugerem
ser plausivel a anotacdo dessas enzimas de insetos como sendo possiveis ortélogos
das enzimas que compdem o ramo da sintese de lisina da via do acido aspartico em
plantas e bactérias. As sequéncias com baixa similaridade foram excluidas dos

alinhamentos.

As relacbes filogenéticas entre as sequéncias dos diferentes organismos foram
obtidas dos alinhamentos mostrados nas Figuras 3A a 8A utilizando o método
“neighbor-joining” (Saitou e Nei, 1987) e modelo PAM de Dayhoff (Schwarts e Dayhoff,
1979). As sequéncias identificadas em insetos foram, invariavelmente, sempre mais
proximas aquelas de bactérias do que de plantas. Isso pode ter varias implicacoes,
mas duas parecem mais pertinentes ao nosso estudo. A primeira, € que as sequéncias
identificadas em A. gambie e A. aegypti sejam oriundas de contaminantes bacterianos,
estejam estes presentes no trato intestinal dos insetos amostrados para a realizacao
do sequiienciamento ou na forma de endosimbiontes, comuns em insetos (Wernegreen,
2002). Na segunda hipétese, os genes encontrados nos dois insetos poderiam ter sido
adquiridos através de transferéncia lateral a partir de bactérias, como ocorrido no caso
demonstrado entre Wolbachia e Drosophila (Kondo et al., 2002), cenéario esse que nos

parece mais crivel.
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Figura 3 -

(A) Alinhamento das sequéncias de aminoacidos e (B) arvore filogenética das

sequéncias de plantas bactérias e Anopheles para a enzima AK.
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Figura 4 - (A) Alinhamento das sequéncias de aminoacidos e (B) arvore filogenética das
sequéncias de plantas bactérias e A. gambie para a enzima ASDH.
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Figura 5 - (A) Alinhamento das sequéncias de aminoacidos e (B) arvore filogenética das

sequéncias de plantas bactérias e Anopheles para a enzima DHDPS.
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Figura 6 - (A) Alinhamento das sequéncias de aminoacidos e (B) arvore filogenética das
sequéncias de plantas bactérias e Anopheles para a enzima DHDPR.
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Figura 7 - (A) Alinhamento das sequéncias de aminoacidos e (B) arvore filogenética das
sequéncias de plantas bactérias e Anopheles para a enzima DAPE
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Figura 8 - (A) Alinhamento das sequéncias de aminoacidos e (B) arvore filogenética das

sequéncias de plantas bactérias e Anopheles para a enzima DAPD.

29



A andlise das sequéncias de aminoacidos das possiveis enzimas da via do acido
aspartico encontradas em A. gambie e A. aegypti revelou, quando essas foram
submetidas a buscas no banco de dominios pfam (Finn et al., 2008), que elas
compartiiham os dominios conservados comuns para essas enzimas de plantas e
bactérias. Assim, os dominios conservados encontrados na maioria das enzimas
corroboram os dados de alinhamento. Entretanto, verificamos que alguns dominios
nao foram identificados devido ao fato de ndo encontrarmos todas as sequéncias
completas de todos os genes nos bancos de dados. Em outros casos mais de um
dominio foi encontrado para uma mesma sequéncia de aminoacidos, dificultando a
caracterizagao por introduzir imprecisao na determinacao do subgrupo a que a enzima
pertence. Por exemplo, dominios com fungdes generalistas tais como
aminotransferase, redutase, decarboxilase aparecem, mas sem a identificacao
especifica do substrato. Ainda assim, a andlise das sequéncias mostrou que 0s
dominios conservados possuem similaridade superior a 90% com o consenso padrao
do banco de dados, o que reforca a anotagdo dessas sequéncias como potenciais
homélogos das enzimas da via do acido aspartico. (Tabela 6).

Algoritmos que predizem a estrutura tridimensional de proteinas também foram
utilizados como ferramenta para incrementar a anotacdo das enzimas de insetos.
Foram modeladas automaticamente estruturas com base em proteinas com identidade
superior a 30%. Em alguns casos, como por exemplo, para a enzima DHDPS e
DHDPR foi possivel confirmar alta similaridade de estrutura com aquelas de A.
thaliana e E. coli (dado ndo apresentado)
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Tabela 6 - Similaridade entre os dominios de sintese de lisina com o banco de dados
de dominios conservados cdd e pfam.

Enzima A. thaliana E. coli A. gambie A. aegypt
AK 99,1 99,5 97,1 -
AK-HSDH 99,7/94,2 95,7/100 97,0/92,1 96
ASDH 98,8 100 100 98
DHDPS 99,2 96,8 100 99
DHDPR 99.2 99,2 99,2 99
THPA # 100 - -
ADAPAT # 93,1 100 -
ADPD # 96,8 98,0 -
DAPE 100 100 100 90
DAPD 99,4 100 93,9 90

Os numeros representam a porcentagem de similaridade com o consenso
# enzimas que nao foram descritas em plantas
- Enzimas que nao forma possivel identificar

Amplificagdo dos genes a parir do DNA genémico dos insetos

“Primers” especificos para cada um dos genes que codificam enzimas da via do
acido aspartico encontrados em A. gambie e A. aegypti foram desenhados e utilizados
em reagoes de amplificagdo por PCR utilizando com molde o DNA gendémico desses
insetos tratados por varias geracdes em meio contendo antibiético. O tratamento com
antibiético tem como objetivo eliminar possiveis contaminantes bacterianos. Para
confirmar a auséncia de DNA bacteriano nas amostras de DNA genémico extraidas
dos insetos foram utilizados “primers” para o gene ribossomal 16S bacteriano em
reagdo em cadeia da polimerase. Esses primers sdo comumente utilizados para
amplificacdo do fragmento gendmico 16S de uma ampla gama de bactérias (Xiang,
2006). As amostras de DNA gendmico de bactérias e de Anopheles gambie, quando
analisadas através de eletroforese em gel de agarose mostraram-se de boa qualidade
sem indicios de degradacdo que pudessem afetar as reacoes de PCR com os
“primers” especificos de cada organismo (Fig. 9A). A amplificacdo com primers 16S
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resultou em uma banda tipica de 180 pb observada para os DNAs extraidos das
bactérias E. coli (canaleta 2), X. fastidiosa (canaleta 3), Xanthomonas sp (canaleta 4)
e Silicibacter SP (canaleta 5) (Fig. 9B). Nas canaletas 6 e 7 estdo os produtos
amplificados com primers 16S dos DNAs gendmicos de Anopheles gambie nao
tratado e tratado com antibiético, respectivamente (Fig.9B). Como pode ser visto,
ocorreu amplificacdo do 16S nas amostradas ndo tratadas com antibiético, indicando a
presenca de DNA bacteriano possivelmente oriundo de bactérias presentes no trato
intestinal ou coabitando o inseto na forma de endosimbionte (Fig.9B, canaleta 6).
Porém, ndo houve produto de amplificacdo nas amostras tratadas com tetraciclina
indicando que o tratamento com antibiético possivelmente eliminou as bactérias do

inseto (Fig. 9B, canaleta 7)

1 2 3 4 5 6 7

Figura 9 - (A) eletroforese em gel de agarose do DNA gendmico de bactérias e Anopheles
gambie. 1, padréo de peso molecular 1Kb; 2, E. coli; 3, X. fastidiosa; 4, Xanthomonas sp; 5,
Silicibacter sp; 6, Anopheles gambie nao tratado com antibibtico; 7, Anopheles gambie s
tratado com tetraciclina por varias geracées. (B) amplificacdes com primers 16S bacteriano
das amostras apresentadas em (A).
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As amplificagcdes utilizando DNA genbémico de A. gambie como molde foram
realizadas na Universidade da Califérnia, San Diego, ja que ndo temos acesso a essa
espécie no Brasil. DNA gen6mico dos insetos nao tratados e tratados por 3 geracoes
com tetraciclina foram utilizados para amplificagdo com primers especificos dos genes
que codificam as enzimas da via do acido aspartico identificados. Foi possivel
identificar bandas com tamanhos similares ao esperado para os genes de que
codificam as enzimas AK, ASDH, DHDPS, DHDPR e DAPD (Fig 10). O
sequenciamento desses amplificados confirmaram a identidade dos sequéncias
obtidas nos bancos de dados com excecdo de AK e DAPD que apresentaram
sequéncia diferente, porém ainda com alta identidade na comparacdo com as

identificadas neste trabalho.

1 2 3 4 5 6

Figura 10 — Eletroforese em gel de agarose com dos fragmentos amplificados dos genes que
codificam enzimas da via do aspartato em Anopheles gambie tratado com tetraciclina. 1,
padrdo de peso molecular 100pb; 2, AK; 3, ASDH; 4, DHDPS; 5, DHDPR; 6, DAPD.
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Em Aedes aegypti a maioria das amplificagdes com primers especificos das
enzimas AK, ASDH, DHDPS, DHDPR, DAPE e DAPD a partir do DNA genémico nao
tratado e tratado com antibiético, ndo produziram fragmentos amplificados. Somente
para a enzima DHDPS foi possivel observar um amplicon de ~1Kb nas duas amostras
(Fig. 11, canaletas 3 e 4). Isso possivelmente deve-se ao fato de que as a maioria das
sequéncias encontradas nos bancos de dados sdo cdpias Unicas (singletons), o que
leva a grande imprecisao na determinacao da real sequéncia do gene e dificuldade de

desenhar os primers corretamente.

Figura 11 - Eletroforese em gel de agarose dos fragmentos amplificados do gene que codifica
a enzima DHDPS de Aedes aegypti. 1 e 2, padroes de peso molecular 1kb e 1 kb plus; 3,
Aedes néo tratado com tetraciclina; 4, Aedes tratado com tetraciclina por vérias geragoes.
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Discussao

A genbmica e a bioinformatica foram utilizadas na tentativa de se identificar e
caracterizar nos insetos A. gambie e A. aegypti sequéncias de genes que codificam
enzimas potencialmente homdlogas a enzimas de bactérias envolvidas na sintese de

lisina pela via do acido aspartico.

Foram realizadas buscas utilizando-se como “iscas” as sequéncias de
aminoacidos das enzimas da via do acido aspartico encontradas em A. thaliana e E.
coli. As buscas utilizaram basicamente as ferramentas de BLAST onde a sequéncias
“‘iscas” foram confrontadas com sequéncias genémicas € ESTs dos dois insetos. Em
alguns casos foram feitas buscas escalonadas, pois nem sempre buscas com nossas
iscas traziam como resultado relevante insetos, mas sim outros organismos como
protozodrios e a partir desses com novas buscas era possivel encontrar as sequéncias
pretendidas. Essa estratégia, bem descrita por Kasahara e Kato em 2003, é muito
eficaz, principalmente quando se tem sequéncias com alta divergéncia ou de

tamanhos muito distintos.

Sequéncias que apresentam similaridade superior a 30% ou e-value < e-10 tém
sido consideradas como potenciais a homélogas apesar de valores inferiores de corte
serem utilizados em diversos casos (Reese et al., 2000). Tomando-se esse fato como
premissa, todas as sequéncias provenientes das buscas utilizando tBLASTn com
valores iguais ou superiores aos valores de corte acima, foram consideradas como
potencialmente homélogas das sequéncias “iscas” (Tabela 2). Essas sequéncias
foram analisadas uma a uma em busca de dominios conservados como sugerido por
(Marchler-Bauer et al., 2009). Analisando os dominios das sequéncias de insetos
selecionadas (Tabela 2) observamos similaridade superior a 90% quando comparados
com dominios conservados depositados no pfam e cdd para todos os dominios,

indicando mais uma vez tratarem-se de proteinas homologas.

Os alinhamentos das sequéncias das enzimas da via do acido aspartico
encontradas nos insetos com aquelas de plantas e bactérias (Fig. 3-8) observa-se que

de fato ndo somente as proteinas apresentam alta similaridade em aminoacidos entre
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elas como também esses aminoacidos estdo organizados em blocos conservados.
Esses dados também foram confirmados pela predicao estrutural de proteinas (dado

nao apresentado).

Uma vez confirmada a anotacdo in silico das sequéncias de aminodacidos a
pergunta que surge é como esses genes estdo organizados e qual sua origem? A
tentativa de posicionamento das sequéncias encontradas no genoma dos respectivos
insetos genoma foi dificultada pelo baixo nimero de sequéncias existentes, que por
sua vez nao conseguiram formar contigs situados em posi¢cdes determinadas no

genoma.

A grande questdo a ser resolvida sob o ponto de vista da origem das sequéncias
dos genes que codificam enzimas da via do acido aspartico em insetos refere-se sobre
uma possivel contaminacdo com sequéncias bacterianas que sempre colocam em
duvida a montagem das sequéncias genbmicas. Muitas dessas sequéncias foram
excluidas dos bancos de dados dos genomas de insetos, pois 0s responsaveis pelo
seqlienciamento desses genomas tiveram duvida na montagem e desconfiaram da
possibilidade de contaminagdo. Em geral, sequéncias quando perfazem contigs onde
existe grande cobertura por varios “reads”, sdo considerados como pouco provaveis
contaminantes. Outro fator que permite descartar a hipétese de contaminacao
bacteriana é a existéncia de EST oriundos de bibliotecas de cDNA produzidos a partir
de mRNA, pois em eucariotos, estes possuem uma cauda poliA, que em bactérias s6
existe em alguns poucos genes (Dreyfus e Régnier, 2002). Outra caracteristica tipica
de eucariotos que pode ser observada no gene DHDPR de A. gambie foi a existéncia
de introns, sugerindo que essa sequéncia nao se trata de um contaminante bacteriano.
Por sua vez, se as sequéncias dos genes que codificam as enzimas da via do acido
aspartico fossem oriundas de contaminacao de DNA bacteriano, deveria ser possivel
encontrar por BLASTn a sequéncia do gene da bactéria contaminante ou de algum
grupo préximo no Genbank. Em nenhum dos casos citados neste trabalho foi possivel
encontrar sequéncias idénticas as bactérias presentes no GenBank. Além disso,
nenhuma bactéria simbionte de insetos se posicionou entre os 5 melhores resultados
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do tBLASTn. Assim, o conjunto de resultados apresentados neste trabalho sugere que
as sequéncias dos genes que codificam enzimas da via do acido aspartico
encontradas em A. gambie e A. aegypti (Tabela 2) provavelmente ndo sdo oriundas de
contaminacgdes a partir de DNA bacterianos presentes nas amostras de DNA extraidos
dos insetos e utilizadas no sequienciamento gendmico. Porém nao é possivel descartar

por completo essa hipétese sem a realizagdo de experimentos adicionais.

Assumindo que as sequéncias dos genes que codificam enzimas da via do acido
aspartico em insetos nao sao oriundas de contaminagdes com DNA bacteriano, esses
genes deveriam ter caracteristicas de genes de eucariotos tais como, presenca de
introns, percentual de GC mais baixo e maior similaridade com genes de grupos
filogenéticamente mais préximos, nesse caso com as plantas. Na realidade o que
observamos é exatamente o oposto. Apesar da existéncia de introns no gene DHDPR
(Tabela 3), seu conteudo GC dos genes em geral é alto e as analises filogenéticas
para todas as sequéncias encontradas em insetos mostram invariavelmente que elas
sado filogeneticamente mais préximas as sequéncias dos genes da via do acido
aspartico de bactérias do que de plantas (Fig. 3B-8B). As premissas acima nos levam
a considerar algumas possibilidades. Levando-se em consideracdo que as sequéncias
dos genes da via do &cido aspartico encontradas em insetos sdo mais similares as de
bactérias, mas ndo sao contaminantes, esses genes nao podem ter sido herdados
verticalmente e possuir origem monofilética, j& que para isso plantas e insetos
deveriam guardar maior similaridade de sequéncia do que insetos e bactérias, o que
ndo se observa, pois ambos sdo eucariotos e compartiiham um ancestral comum.
Além disso, apesar de buscas exaustivas, ndo observamos a presenca de sequéncias
de genes que codificam enzimas da via do acido aspartico em nenhum grupo
relacionado a animais a nao ser nos insetos. Esses fatos permitem considerarmos a
possibilidade de que as sequéncias encontradas em insetos podem ter origem num
processo transferéncia génica lateral entre bactérias, possivelmente simbiontes, e
seus insetos hospedeiros. Essa possibilidade é bastante plausivel uma vez que
transferéncia génica lateral de bactérias para insetos e outros eucariotos tem sido
observado com certa frequéncia (Kondo et al., 2002; Hotopp et al., 2007). A
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transferéncia de material genético entre bactérias e insetos é facilitada devido a
presenca de endosimbiontes bacterianos que habitam as células gonadais (Moret et
al., 2001). A transferéncia génica lateral para eucariotos a partir de procariotos
simbiontes é considerado mecanismo potencial de aquisicdo de genes e funcgdes
(Moret et al., 2001). Em Drosophila, por exemplo, foi encontrado o genoma quase que
completo da bactéria Wolbachia integrado no genoma do inseto (Kondo et al., 2002).

A existéncia de similaridade entre uma sequéncia “isca” e as sequéncias
gendmicas de um dado organismo depositadas em bancos de dados, ndo podem ser
consideradas suficiente para anotar um gene e tratd-lo como homdlogos.
Principalmente em casos de organismos que realizam simbiose com diversas
bactérias. Assim, é necessario a obtencao de dados experimentais que corroborem os
dados de anotacédo in silico. Em nosso estudo, para comprovar a existéncia das
sequéncias de genes que codificam enzimas da via do acido aspartico em insetos
identificadas a partir de reads do genoma e de ESTs de A. gambie e A. aegypti,
tratamos col6nias desses insetos por varias geragdes na presenca de tetraciclina. Em
A. gambie, foi possivel amplificar por PCR utilizando primers especificos, 5 genes na
amostras de DNA de insetos tratados com antibiético (Fig. 10), onde nao foi possivel
amplificar sequéncias de genes que codificam RNA ribossémico 16S nessas amostras
sugerindo que elas ndo estavam contaminadas com DNA bacteriano (Fig. 9). Esses
resultados sugerem que pelo menos A. gambie possui as sequéncias dos genes que
codificam as enzimas da via do acido aspartico, integradas no seu genoma. Os
resultados obtidos para A. aegypti nao foram conclusivos. Somente para o gene
DHDPS foi possivel amplificar um fragmento de tamanho esperado. Essa dificuldade
em amplificar os genes de A. aegypti reside na imprecisao no momento de desenhar
os primers pelo fato de existirem poucas sequéncias depositadas nos bancos de

dados, que na sua maioria tratam-se de reads Unicos.
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Conclusao

Foi possivel demonstrar por analise computacional e experimentagao a existéncia
dos genes da via de sintese de lisina em Anopheles gambie. A funcionalidade da via
ainda esta sendo testada, mas dados de RNA mensageiro indicam que essa via deve
estar ativa. O conjunto de dados de diferentes insetos ddo robustez a hipétese. A
analise das sequéncias desses genes indicam uma proximidade maior entre bactérias
e insetos, sugerindo uma possivel heranca lateral desses genes, processo que ja foi
demonstrado anteriormente para outros genes (Kondo et al., 2002). Os dados de A.
aegypti ainda sédo preliminares e necessita-se esperar que o projeto genoma esteja

mais curado.

Capitulo Il - Presenca da via da sacaropina em bactérias
Introducao

A via da sacaropina é utilizada em fungos para a sintese de lisina e em
eucariotos superiores (Fig. 12) para a degradacgéao de lisina (Zabriskie e Jackson, 2000;
Arruda et al, 2000). Na direcado da sintese em leveduras, o 4cido a-amino adipico (AA)
€ transformado em amino adipico-semialdeido (AASA) pela atividade da enzima
aminoadipato redutase (AAR). Em seguida o AASA é transformado em sacaropina
(SAC) pela atividade da enzima sacaropina redutase (SR). Por ultimo a SAC é
reduzida formando lisina (LIS) e acido a-cetoglutarico (a-KG) pela enzima sacaropina
desidrogenase (SDH) Na direcao da degradacao o primeiro passo da via é catalisado
pela enzima lisina cetoglutarato redutase (LKR) que condensa lisina e a-cetoglutarato
em sacaroppina. Em seguida a sacaropina é hidrolisada formando AASA e &cido
glutdmico (GLU) pela enzima SDH (Fig. 12).

A via de degradacdo de lisina em plantas comecou a ser evidenciada pelos
estudos da incorporacéo de lisina marcada com '*C em sementes em desenvolvimento

de milho (Sodek e Wilson, 1970). Os autores verificaram que o '*C proveniente da

39



lisina era incorporado em acido glutdmico e prolina e que havia também marcacao
significativa em acido a-aminoadipico. Evidéncias da via da sacaropina para a
degradacao de lisina j& haviam sido obtidas em humanos. Estudando doencas
genéticas associadas ao metabolismo de amino acidos, foi observado que pacientes
com lisindria apresentavam acumulo de lisina (Oyanagi et al., 1970) no plasma
enquanto que pacientes com sacaropinuria apresentavam acumulo de sacaropina
(Carson et al. 1968). As enzimas envolvidas com essas doengas foram isoladas e
caracterizadas primeiramente em modelos animais como sendo a lisina-cetoglutarato
redutase (LKR) e a sacaropina desidrogenase (SDH) (Hutzler e Dancis, 1968; Hutzler
e Dancis, 1970). Verificou-se em seguida que os pacientes com lisindria e com
sacaropiniuria apresentavam deficiéncia nas atividades da LKR e SDH,
respectivamente (Dancis et al., 1969; Hutzler e Dancis, 1970). Mais adiante se
verificou que em mamiferos a LKR e a SDH sao atividades de um polipeptideo
bifuncional (Markovitz e Chuang, 1987).

Em plantas a primeira evidéncia da atividade da LKR para a degradacgao de lisina
foi observada em milho (Arruda et al., 1982). Posteriormente a enzima foi purificada e
caracterizada em milho e arroz (Brochetto-Braga et al., 1992; Gaziola et al., 1997;
Gaziola et al., 1999). A LKR mostrou propriedades cinéticas similares a enzima de
mamiferos (Brochetto-Braga et al., 1992). A LKR de plantas, assim como a de animais
esta associada a SDH num polipeptidio bifuncional (Gongalves-Butruille et al., 1996)
cujas atividades sdo reguladas diferencialmente por Ca*?, sais e osmolitos (Kemper et
al., 1998). As atividades de LKR/SDH estdo relacionadas com o metabolismo de
aminoacidos durante o desenvolvimento das sementes em forte correlacdo com a taxa
de sintese das proteinas de reserva (Arruda et al., 2000; Lima et al., 2003). Existem
evidéncias que em situagdes especificas formas monofuncionais da LKR ou SDH
foram encontradas (Zhu et al., 2000; Tang et al., 2002).

O papel da via da sacaropina no controle dos niveis de lisina em plantas tem sido
evidenciado ao longo dos anos. Apesar das tentativas de se obter plantas com alto
teor de lisina através da producao de mutantes contendo enzimas da via de sintese de
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lisina pelo acido aspartico menos sensiveis a retro inibicdo pela lisina (Azevedo et al.,
1990; Shaul e Galili, 1992; Heremans e Jacobs, 1997; Lee et al., 2001), ficou evidente
que essa estratégia nao era suficiente para manter alto os niveis de lisina.
Experimentos com plantas transgénicas expressando as enzimas da via do acido
aspartico, AK e DHDPS de bactérias, que sdo naturalmente menos sensiveis a retro
inibicao pela lisina, revelou altas taxas de degradacéo da lisina pela via da sacaropina
(Lee et al., 2001). Plantas transgénicas de milho transformadas com um gene da
DHDPS bacteriana insensivel a lisina, quando tiveram também a atividade da
LKR/SDH reduzida por RNAi apresentaram altos niveis de acumulo de lisina na
semente (Huang et al., 2005; Frizzi et al., 2007; Reyes et al., 2009)

Como citado, a degradacao da lisina pela via da sacaropina tem os dois primeiros
passos sdo catalisados pela LKR/SDH, uma proteina bifuncional contendo ambas as
atividades (Arruda et al., 2000). Em plantas esses dois dominios enzimaticos sao
entremeados por um polipeptidio de cerca de 100 aminoacidos, conhecido como inter-
dominio (ID) (Kemper et al., 1999). A LKR/SDH é regulada por um complexo que
envolve Ca2+, forca ibnica e osmolitos (Kemper et al., 1998). O gene que codifica a
LKR/SDH é regulado transcricionalmente pelo fator de transcricao O2 (Kemper et al.,
1999), que regula o fluxo de carbono e nitrogénio na semente do milho (Wang e
Larkins, 2001).

A Degradacao de lisina é fundamental para o desenvolvimento vegetal e animal.
Ha evidencias que produtos da degradacao desse aminoacido possuem importante
papel na regulacdo de outras vias além de participar na formacdo de glutamato
neurotransmissor em cérebro de camundongos (Papes et al., 2001). A degradacéo da
lisina pela via da sacaropina leva a formacao de aminoadipato que pode entao formar
acetil CoA ou acido pipecdlico. Acido pipecdlico € um aminodacido ndo protéico que ja
foi relacionado a sindrome de Zellweger no sistema nervoso central (Peduto et al.,
2004), a desordens peroxissomais (Kerckaert et al., 2000) e a inducao de apoptose em
células neuronais (Matsumoto et al., 2003). Em plantas o excesso desse aminoacido

funciona como um indicador do metabolismo anormal de proteinas e aminoacidos Palf
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e Dezsi, 1968). Acredita-se que altos teores desse aminoacido estejam relacionados a
altos teores de lisina livre e pode culminar no aumento de protedlise, o que pode ser
uma barreira ao aumento de lisina em graos (Moulin et al., 2006). Em plantas a
degradacao de lisina pela via da sacaropina também esta associada a resposta a
diversos tipos de stresses. Plantas submetidas a estresse osmético apresentaram
aumento da quantidade de mRNA da forma bifuncional do gene LKR/SDH e

monofuncional SDH produzidos a partir do mesmo gene (Deleu et al., 1999).

Os estudos da degradacao de lisina pela via da sacaropina em diferentes
organismos evidenciam alguns aspectos interessantes. Porque em plantas e animas a
via é utilizada predominantemente para a degradag¢ao, enquanto que em fungos a via
é utilizada para a sintese de lisina? Porque no polipeptideo bifuncional de plantas
existe um dominio (ID) intercalando os dominios de LKR e SDH que n&o existe nos
animais? Existe algum outro organismo que utiliza a via da sacaropina para a

degradacao de lisina?

O objetivo deste trabalho foi identificar a existéncia da via da sacaropina em
bactérias. Para isso focamos as buscas nas enzimas LKR e SDH e comparamos as
caracteristicas das enzimas bacterianas com aquelas de plantas, animais e fungos.
Os resultados sao discutidos no contexto da evolugcdo dessa via nos diferentes
organismos e do possivel contribuicdo das enzimas bacterianas na evolugcado das

enzimas de plantas e animais.
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Figura 12 - Via da sacaropina de degradacdo de lisina em plantas e animais. 1- lisina-

cetoglutarato redutase (LKR), (2) sacaropine desidrogenase (SDH), (3) aminoadipico

semialdeido desidrogenase (AASDH), (4) aminoadipico aminotransferase (AAA), (5) (-

aminodacido transaminase (Adaptado de Arruda et al., 2000).

Resultados

Identificagdo dos genes que codificam a LKR e a SDH em bactérias

As sequéncias de aminoacidos das enzimas LKR e SDH de Arabdopsis thaliana

e Mus musculus foram utilizadas como “iscas” para investigar a existéncia de

sequéncias homélogas em bactérias. Sabe-se que tanto em plantas como em animais

as atividades enziméticas da LKR e da SDH encontram-se em um unico polipeptidio

43



bifuncional (Kemper et al., 1998). Cada um dos dois dominios pdde ser identificado
pelo alinhamento com a sequéncia de aminodcidos da LKR e da SDH de levedura
(Fig. 13). Em Saccharomyces cereviseae a LKR e a SDH séo codificadas pelos genes
lys1 e lys9, respectivamente, que estdo localizados em cromossomos diferentes
(Bhattacharjee, 1985). Quando comparamos as sequéncias da LKR/SDH entre
plantas, levedura e camundongo (Fig.13A, B), fica claramente evidenciada uma regiéo,
de aproximadamente 100 aminoacidos, encontrada exclusivamente em plantas,
intercalando os dominios LKR e SDH (Kemper et al., 1999). Existe indicagdes que
essa sequéncia, denominada de inter-dominio (ID), exer¢a algum papel regulatorio
exclusivo de plantas (Kemper et al., 1998). As sequéncias de aminoacidos da LKR, do
ID e da SDH foram utilizadas em buscas para identificar sequéncias ortélogas em
genomas bacterianos disponiveis no GenBank.
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. Lisina Cetoglutarate Reductase (LKR) . Saccharopina Desidrogenase (SDH)

|:| LKR/SDH interdominio

Figura 13 — (A) Alinhamento das sequéncias de aminoacidos das enzimas LKR e SDH de
plantas, animais e leveduras. Realgcado em azul estao as sequéncias de ~100 aminoacidos do
ID que intercala os dominios LKR e SDH, existente exclusivamente em plantas.(B)
Representagao esquematica da estrutura dos genes em LKR/ID/SDH em leveduras, animas e
plantas.
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Através dessa busca, foi possivel identificar em diferentes grupos de bactérias
proteinas com sequéncias de aminoacidos similares a LKR e a SDH. Destacaram-se
nas buscas as bactérias dos grupos CFB e Proteobactérias pela alta identidade.
Curiosamente, exclusivamente em uma das o-proteobactérias, a Silicibacter sp.,
existem duas coOpias para cada um desses genes, em uma forma os genes e
possivelmente os dominios enzimaticos da LKR e da SDH encontram-se justapostos
no genoma sugerindo a possivel formacao de um peptideo bifuncional como ocorre em
animais e plantas. Na outra forma os genes estdo separados no genoma. Nao
encontramos nesses grupos bacterianos sequéncias similares ao ID.
Surpreendentemente, sequéncias similares ao ID foram encontradas em outros grupos
bacterianos, principalmente com nas cianobactérias, intercalando dominios protéicos
de natureza desconhecida. A Tabela 7 sumariza, através de duas espécies
representantes, os grupos de organismos onde foram encontrados os diferentes
dominios de LKR, ID e SDH. Os dominios LKR e SDH possuem alta similaridade entre
plantas e animais com relacdo tamanho dos polipeptidios tomados pelo nimero de
aminodacidos. Os dominios LKR e SDH em Silicibacter e Roseobacter sao menores
que os de animais e plantas. Em Gramella e Flavobacterium os dois dominios

possuem numero de aminoacidos similares aos de plantas e animais.
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Tabela 7 - Estrutura dos dominios enzimaticos da LKR/SDH em plantas, animais e

bactérias.
Organismo Esturada LKR D SDH o GhedyCompito

(aa) (aa)
H. sapiens Bifuncional 474 - 454 - 925
M. musculus Bifuncional 473 - 453 - 924
Z. mays Bifuncional 467 110 484 - 1059
A. thaliana Bifuncional 470 111 486 - 1064
Nostoc sp Desconhecida - 110 - 587 703
Cianothece sp Desconhecida - 110 - 587 703
Silicibater sp Bifuncional 350 - 380 - 730
Silicibater sp Monofuncinal 355 - 390 - 745
Roseobacter sp Monofuncional 349 - 380 - 729
Gramella sp Monofuncional 402 - 457 - 859

*O inter-dominio encontrado até o momento exclusivamente em plantas, intercalando os
dominios de LKR e SDH, foi identificado neste trabalho em diversas bactérias. Porem em
todos os casos o ID bacteriano foi encontrado intercalando dominios com baixissima
similaridade com os dominios LKR e SDH.

Em Roseobacter, Gramella e Flavobacterium os genes que codificam os
dominios LKR e SDH estao posicionados em locais distantes no genoma. Sequéncias
altamente similares ao ID de plantas, com aproximadamente 100 aa, foram
encontradas em cianobactérias. A principio pensavamos que essas bactérias tinham a
LKR/SDH numa estrutura polipeptidica semelhante a encontrada em plantas. Mas ao
analisarmos mais detalhadamente os polipeptidios que flanqueavam o ID nessas
bactérias, verificamos que estes guardavam baixissima similaridade com as
sequéncias de aminoacidos da LKR e da SDH de plantas, animais e leveduras e
mesmo com 0s dominios encontrados nas a-proteobactérias (Fig. 14A). A Tabela 8
mostra uma matriz de identidade entre as sequéncias de aminoacidos do alinhamento
representado na Fig. 14A. Como pode ser visto a similaridade entre as sequéncias de
aminoacidos dos dominios LKR e SDH de milho e Arabidopsis gira em torno de 60 a
70%; entre plantas, animais e leveduras gira em torno de 30 a 40%; entre plantas,

animais e a-proteobactérias gira em torno de 20 a 25% e entre qualquer um dos 0s
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organismos e cianobactérias € menor que 10%. Isso indica uma grande divergéncia
nas sequéncias de aminoacidos dos dominios que flanqueiam o ID de cianobactérias e
aqueles de plantas. J&4 o dominio semelhante ao ID encontrado em cianobactérias
mostra uma similaridade em torno de 30% com aquelas encontradas em plantas. A
analise filogenética das sequéncias de aminoacidos da LKR e da SDH de plantas,
animais, leveduras, o-proteobactérias e dos dominios que flagueiam o ID de
cianobactérias mostra claramente que esses dominios de cianobactérias posicionam-
se com um “out group”; as leveduras formam um grupo préximo as a-proteobactérias e
as plantas agrupam-se préximo aos animais (Fig. 14 B e C). Mesmo com a baixissima
similaridade entre as sequéncias de aminoacidos dos dominios que flanqueiam o ID
em cianobactérias com aquelas da LKR e SDH dos demais organismos, nao podemos
excluir por completo a possibilidade que estes retenham atividades enzimaticas
semelhantes a LKR e SDH, apesar de testes de atividade terem apresentado resultado

negativo.

A

Nostoc sp 1 MTS
Anabaena sp 1 MTS
Z_mays 1 ——————- -MGSAATEGNDTLLGN GIIFA
A_thaliana 1 ——————- -MNSNGHE—-EEKKLGN GII#A

M_musculus 1 MLRAQRPRLARLRACLSRGLHHKPJJ ALREE}:
H_sapiens 1 MLOVHRTGLGRLGVSLSKGLHHKA/AVR

S_cereviseae 1 -MAAVYTLHIBIA ANA
C_albicans 1 ISKSPYiLHIRIA S TKP LA AAIRYSS TTK
Silicibacter sp 1 THLW A ORLNED

Roseobacter sp 1 MTHI

Nostoc sp

GE| LSRFLHEERQEEEPFFKE@FE _____________
—

Anabaena sp FTAN—————. Al GD! LSRELHYERQ EEPYFK_'E_MFE —————————————
Z_mays I Siz(TH) ~QKEMEILEERVS
A_thaliana L NOKENMPIAPD \ILSERVTI#Cls
M_musculus L Ao E NMNIAPDEVLKQEIRIRTIs]
H_sapiens L ~'4EnNM IAPDETILKQEIRIATIS
S_cereviseae 1 Aﬁw%w M TRGHGTINYS
C_albicans i CYIRDOAE] K13 PQGNG IHIY
Silicibacter sp 1 QHSGKE REGGGTI#Y
Roseobacter sp 13 O P SGKVIAEN J1 JKAGGGTIY|
Nostoc sp 2 109 NELPKDLPJEE\cDAIFLDREGWIFWAlL ————————— YGIRSELDS!: PMLAKWLD{EVI*SLRLIPERFY.
Anabaena sp 2 109 YELPKDLPIEE\cDAIFLDREG;WIfWAE————————— YGIRSELDS!: PMLAKWLD}{EVI*SLRLIMERFY.

Z_mays

T-—-—-CFCP
T-—-—CFCP
TF' SGICIH{IVF)

A_thaliana A SQG!*PLGICIZLVF]
M_musculus = 148 Ve /XeV.\eMINII#: GMeLIJILIPAT & ———————, HHTP3! A R SSQA;Q AG SLGD.‘I\PKSI 14LTF)
H_sapiens NYeO I XeVINeMINTII#®: GMe LINTLI#AT e ———————| HHTPIg! R SSQA%Q AG SLGL.PKSIGHLTF]
S_cereviseae A VLG4 DW.Y TGARK———TVLE
C_albicans A IELEKALTKNGGQ—--YIZKC

Silicibacter sp

——————— HS———-DDED!’PAVSP)PNEKAL)KD\YTKDY.
KD
AD
Roseobacter sp

QT
AR LDWSF&‘QE——NGNTKGTKGEGEGGEGVTPNENEL

; JAWLAQQ-———————————— RGETCEPVGV)4KNKDAL) ———Eﬁemk——— ATl
SHEMCWMAQO A P —— GTDR-——{3T.

Nostoc sp
Anabaena sp

Z_mays HTFVDAEKLPEIFQARN-LSKQSQSTKRVFQLYGCVVTSRDMVSHKDPTRQFDKGD){YAHP
A_thaliana A HTFVEPSKLPELFVKDKGISQNGISTKRVYQVYGCIITSQDMVEHKDPSKSFDKAD){YAHP
M_musculus ACEVE CEYVEPHELREVSKTGD——————————— LRKVYGTVLSRHHHLVRKTDG-VYDPVE){>*KYP
H_sapiens A CEYVEPHELKEVSQTGD——————————— LRKVYGTVLSRHHHLVRKTDA-VYDPAE)|
S_cereviseae LH! DANI L
C_albicans Kﬁg DDNIA-

Silicibacter sp W VT

Roseobacter sp QAJGYGTT

49



Nostoc sp
Anabaena sp
Z_mays
A_thaliana
M_musculus
H_sapiens
S_cereviseae
C_albicans
Silicibacter sp
Roseobacter sp

TD|
IPQ—-—-ADJF
I)/D——SDiF LSKP IZPF)
1,/D--HDI’F GTRVEP TAA.
LARPGTZVF|,P——-ASAKVAP

<<\ HHRm R

Nostoc sp
Anabaena sp
Z_mays
A_thaliana
M_musculus
H_sapiens
S_cereviseae
C_albicans
Silicibacter sp
Roseobacter sp

Nostoc sp
Anabaena sp

— E%IQ

A_thaliana —EMEOSADAERYS PNEBYIS
Z_mays —ENEQOSTDDMEY S
M_musculus

H_sapiens
S_cerevisiae
C_albicans
Silicibacter sp
Roseobacter sp

Nostoc sp A APDIFYSH{IYPTEV
Anabaena sp A -APDPFYYSIWIYPTEV
A_thaliana A AR A CT YGVDDHDADQ LYQKDR
Z_mays A A AR ASVRTISSQQOWYKTYFGADSEEKTD] LYLKDR
M_musculus R DMTNQM
H_sapiens T DMKNQI

S_cerevisiae JCRTLANR
C_albicans A CRTLSKA
Silicibacter sp
Roseobacter sp

Nostoc sp 410 ITQTPS ARCKIS’RDIPEVGERVI]
Anabaena sp LARCK}# *RDIFKAGEQV.
Z_mays SQVIANL EIAALASE):L
A_thaliana SQVIR A FRIAALASCI:L
M_musculus DLVISLLP)4%"

H_sapiens
S_cerevisiae
C_albicans
Silicibacter sp
Roseobacter sp

DEVISLIP)4VY
SPAPAY LS IA=GD
SPAR) SRS I IAZGD

Nostoc sp AlEGK————VVVTAGPV| IHT[geG————————-——EHLAQLVREEYJOFV.G———————- THDIEQEF%GT LG[JD
Anabaena sp A HDIEQ*& GTELGYD
Z_mays “‘iNPL‘ P T| HvDGHNLnESAKRLgﬁR
A_thaliana AAA NPL”YKFSWNP‘ P
M_musculus [EHSD) 'LHYKFSWSP

H_sapiens AYKF SWSP)
S_cerevisiae
C_albicans

Silicibacter sp DVARPuDAIS 'YDAP

Roseobacter sp A ;N RSPSKSIR——-DFKEFDVARP||DAISEYEAP

[DGKNL){DSAARF
TGGVS| SgEP—‘D
GGIS! AVi{S—iD

T} SS—EDD&ATAKP—YF
VESS—EDggASAKP—YF

Nostoc sp

Anabaena sp A N

Z_mays A A NRL ISK——El A LSINTeFFDAANHPLLODTSRP—-TYKGFLDEL
A_thaliana A 3A IIS——ERTTIFI ATLS) FDSEANQVLSTGKRI————— TFGAL
M_musculus A S ———Sh TLLRGTLRYuG SKAI*NG! LINREAYPALRPEANPLTWKQLLCDL
H_sapiens IS AHTRLRGTLRY)AGY) 5120\ (e LINREALPAFRPEANPLTWKQLLCDL

S_cerevisiae
C_albicans
Silicibacter sp
Roseobacter sp 520

e YA TVIRGTLR %GFP
A o

(KALVD] KDDANEIFS———-KPIAWNEALKQY
FIKVEFVD: LKDEPMEIFS——-KPGPWNKALAEL

Nostoc sp 747
Anabaena sp 743
Z_mays 1015 ILGCCKNKEIAVKTVKTI
A_thaliana 1020 LGHS——KETAAKAAKTI

M_musculus
H_sapiens
S_cerevisiae
C_albicans = 868 |JG——————————-AKSSSEQDIIDKINQLTKF}{SPEDQE—————
Silicibacter sp
Roseobacter sp

—TQLEAAE|
—TQLEAAE|

Nostoc sp A A -, GNMTPAGVKMVCDFi
Anabaena sp YKHLEG/EMI{LMLE SMPHS /e GNMTPAGVKMVCYD
Z_mays AMAI Y
A_thaliana AKYY
M_musculus AKYY
H_sapiens A AT
S_cerevisiae 2 K ATT)

C_albicans
Silicibacter sp

JL\YSYIZVS 'IEA$¥
Roseobacter sp

LS YHVSFIIEAT NSO

50



100 Z. mays 100 Z.mays
9 4|_— A. thaliana 4 {A.thaﬁana
M. musculus I__ M.musculus
411)()[ H. sapines Ll 100 H.sapiens
100 S. cerevisiae S.cerevisiae
4'——(2.albicans 100 C.albicans
99 Silicibacter sp — Silicibacter.sp
4100: Roseobacter sp 100 L— Roseobacter.sp
r Nostoc punctiforme — Nostoc punctiforme
100 L Anabaena variabilis 100 L Anabaena variabilis

Figura 14 - (A), Alinhamento das sequéncias de aminoacidos dos polipeptidios que
flanqueiam o ID de plantas e cianobactérias conjuntamente com as sequéncias de
aminoacidos da LKR e SDH de animais, leveduras e a-proteobactérias. As sequéncias de
aminoacidos do ID de plantas e cianobactérias estdo evidenciadas em vermelho. (B), arvore
filogenética das sequéncias da LKR de plantas, animais, a-proteobactérias, levedura e da
correspondente em cianobactérias. (C) arvore filogenética das sequéncias da SDH de plantas,
animais, a-proteobactérias, levedura e da correspondente em cianobactérias.
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Tabela 8 - Matriz de similaridade entre as sequéncias da LKR, SDH e ID de plantas,
animais, leveduras, cianobactérias e a-proteobactérias

Q @
Q ) k
Q © Y % 3 B 2 g 3
LKR @ S ® B 3] L < & 8 T
8 % § 3§ 2 § & § § 3
3 % & s & § 8 ® 3 3
= < N < S T %) O @ o
Nostoc sp 0,91 0,10 0,09 0,07 0,07 0,09 0,10 0,09 0,09
Anabaena sp 0,91 0,09 0,08 0,07 0,07 0,09 0,10 0,09 0,10
Z. mays 0,10 0,09 0,74 0,37 038 0,18 0,17 0,18 0,18
A. thaliana 0,09 0,08 0,75 0,36 0,37 0,17 0,17 0,20 0,18
M. musculus 0,07 0,07 037 0,36 0,90 0,19 0,17 0,18 0,18
H. sapines 0,07 0,07 0,38 0,37 0,90 0,19 0,17 0,19 0,19
S. cerevisiae 0,09 0,09 0,18 0,17 0,19 0,19 0,62 0,42 0,40
C. albicans 0,10 0,10 0,17 0,17 0,17 0,17 0,62 0,38 0,37
Silicibacter sp 0,09 0,09 0,18 0,19 0,18 0,19 0,42 0,38 0,69
Roseobactersp 0,09 0,10 0,18 0,17 0,18 0,19 0,40 0,37 0,69
Q.
%))
& 0 2 ? 5
SDH & £ TS 2 @ & % 3
s 3 & 3 % 3§ ¢ £ § 3%
= Q ] ] Q = V)
2 & £ £ & § 8 ® & g
= < N < = T %) ¢) () x
Nostoc sp 0,93 0,08 0,08 0,07 0,08 0,10 0,10 0,08 0,10
Anabaena sp 0,93 0,08 0,08 0,07 0,08 0,10 0,10 0,08 0,10
Z.mays 0,08 0,08 0,60 0,30 0,31 0,30 0,29 0,21 0,20
A.thaliana 0,08 0,09 0,60 0,30 0,30 0,30 0,30 0,21 0,21
M.musculus 0,07 0,07 0,30 0,30 0,85 0,37 0,39 0,21 0,20
H.sapiens 0,08 0,08 0,31 0,30 0,85 0,38 0,41 0,22 0,21
S.cerevisiae 0,10 0,10 0,30 0,30 0,37 0,38 0,71 0,25 0,24
C.albicans 0,10 0,10 0,29 0,30 0,39 0,41 0,71 0,25 0,24
Silicibacter.sp 0,08 0,08 0,21 0,21 0,21 0,22 0,25 0,25 0,83
Roseobacter.sp 0,10 0,10 0,20 0,21 0,20 0,21 0,24 0,24 0,83
%
o © ©
ID o & g &
2 o o z
17} © & =
S £ N <
Nostoc sp. 0,85 0,30 0,31
Anabaena sp. 0,85 0,29 0,31
Z.mays 0,30 0,29 0,63
A.thaliana 0,31 0,31 0,63
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Amplificacdo do gene LKR/SDH de Silicibacter pomeroyi.

Utilizando primers desenhados para os extremos do gene LKR e SDH foi possivel
amplifica-los a partir de DNA gendémico de Silicibacter pomeroyi DSS-3. Quando
utilizado os dois primers das por¢des 5e¢ 3 de LKR em uma reacdao da PCR,
observou-se, ap6s aplicacdo do resultado da reagdo em gel de agarose 1%, uma
banda Unica com peso aproximado de 1100pb que se aproxima dos 1050pb que é do
tamanho da esperado para o gene segundo dados gendmicos (Fig.15). Quando os
primers para SDH foram utilizados observou-se a amplificacdo de um fragmento um
pouco maior, porém ainda proximo ao padrdo de 1100pb, dado que também esta de
acordo com os 1140pb esperados segundo dados genbémicos. Por fim quando os
primers 5’ de LKR e 3'de SDH foram combinados em uma reacéo, uma amplificagao
de um fragmento com peso pouco superior a 2000pb foi observado, indicando que

esses genes estao justapostos no genoma de Silicibacter pomeroyi (Fig. 15)

- O
A o)
= =
% =
U S
T @

2000pb -

1000ph -

Figura 15 - Gel de agarose 1% do resultado da amplificacdo dos genes LKR e SDH em
Silicibacter pomeroyi, utilizando diferentes combinagdes de primers. Na canaleta LKR/SDH,
nota-se a soma do tamanho dos fragmentos presentes nas canaletas LKR e SDH quando se
usa os primers de 5’ de LKR e 3’ de SDH em uma mesma reacao.
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Ensaio enzimatico das de LKR e da SDH de Silicibacter pomeroyi

Foi possivel observar as atividades de LKR e de SDH em extrato protéico bruto
de Silicibacter sp. A atividade da LKR é medida através da oxidacdo do NADPH
dependente de lisina e a atividade da SDH pela reducao de NAD+ dependente de
sacaropina assim como descrito em (Kemper et al.,1998) . Tanto para LKR como para
SDH, o consumo do substrato aumentou linearmente com o tempo, assim como com a
quantidade de proteina adicionada ao ensaio (Fig. 16). Ensaios conduzidos com
estrato protéico bruto de Nostoc sp ndo mostraram atividade de LKR nem de SDH.
Também nao foi possivel detectar sinal na reacdo de western blot utilizando anticorpos
anti LKR/SDH de milho em nenhuma das duas espécies.

e
@)

LKR LKR

NADPH oxidade (nmol)

NADPH exidado (nmal)

0 5 10 15 20 0 100 200

Tempo (min) Massa de proteinatotal (Jug)

w

SDH SDH
40 - D,

4

8 — 40 -
a0 - 35 -
25 - £ 30 -
20 25 -
15 - 0 /
e 15
6,

|

5

10
0

NAD reduzido (nmol)
NAD reduzidd (nmol

10 15 20
Tempa (min) 0 50 100 150 200

Massa de proteina total (ug)

Figura 16 - Ensaio enzimatico de LKR e SDH. (A) Oxidacao de NADPH em funcéao do
tempo indicando atividade de LKR. (B) Reducdo de NAD+ em funcdo do tempo
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indicando atividade de SDH. (C) Oxidacdo de NADPH em funcdo da massa de
proteina aplicada. (D) Reducdo do NAD+ em fungcédo da massa de proteina aplicada.

Discussao

Os resultados obtidos nas buscas utilizando-se tBLASTn com as sequéncias
iscas de LKR, ID e SDH de plantas e animais retornaram hits com valores altos e
possibilitaram identificar sequéncias possivelmente homélogas a LKR e SDH em
varias bactérias. Os valores mais significativos apresentados foram observados nos
grupos CFB e proteobactérias. Ja o ID, foi encontrado principalmente em
cianobactérias e nao foi encontrado em CFB e proteobactérias. Embora o ID nas
cianobactérias estejam intercalando sequéncias polipeptidicas, nao foi possivel
identifica-las como sendo homélogas a LKR e SDH. Esses resultados podem ser
claramente visualizados pelo alinhamento das sequéncias de aminoacidos mostrando
alta similaridade em diversas regides entre LKR/SDH das a-proteobactérias com
plantas, animais e fungos, mas ndo com as cianobactérias, que apresentam
similaridade somente com o ID de plantas. A comprovacao da presenca dos genes de
LKR/SDH no genoma de Silicibacter sp foi obtida com a amplificacdo dos fragmentos
correspondentes (Fig.15). A funcionalidade das enzimas LKR e SDH em Silicibacter sp
foi demonstrada através da atividade das duas enzimas no sentido da degradacéo
encontradas em extratos protéicos brutos da bactéria (Fig. 16). Por sua vez nao foi
possivel observar atividade similar em Nostoc sp, sugerindo que os dominios que
falqueiam o ID realmente ndao possuem atividade de LKR/SDH.

Entre os possiveis homologos a LKR/SDH encontrados em bactérias, o Unico que
apresentou organizacao que poderia gerar um polipeptidio bifuncional como o de
animais e plantas foi o encontrado em Silicibacter sp. (Fig. 15). Nessa bactéria, os
genes que codificam a LKR e a SDH encontram-se em um operon que possui também
outros dois genes; um que codifica a Glutationa-S-transferase e outro que codifica a
Fosfogliceraldeido Mutase. Essas enzimas foram diversas vezes associadas ao
controle de espécies reativas de oxigénio quando os organismos sdao submetidos a
condicdes de estresse oxidativo (Leiers et al., 2003, Motshwene et al., 2003) . Isso nos
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leva a supor que em Silicibacter a LKR/SDH também pode apresentar funcoes
similares principalmente por que a bactéria habita todos os tipos de ambientes gracas
a sua grande capacidade de metabolizar compostos tdéxicos (Moran et al., 2001). Essa
comprovagao reforgaria um novo conceito a respeito da via de degradagao de lisina
atuando também no combate ao estresse oxidativo como ja sugerido por alguns
autores (Battur et al., 2009; Deleu et al., 1999).

A analise filogenética utilizando os alinhamentos das sequéncias de aminoacidos
da LKR e SDH dos diversos organismos reforca a anotacdo das sequéncias
encontradas em a-proteobactérias como provaveis ortélogos da LKR/SDH de plantas e
animais. As matrizes de identidades (Tabela 5) das sequéncias de aminoacidos de
LKR, ID e SDH dos diversos organismos analisados confirmam esses dados onde fica
evidente que a-proteobactérias sdo mais similares a fungos seguido de animais e
plantas, sugerindo uma origem Unica a partir de um ancestral comum que teria
passado esses genes a todos eucariotos. Mas como teria surgido o ID presente
somente em plantas e porque ele esta presente em cianobactérias intercalando
sequéncias de aminoacidos aparentemente nao relacionadas a LKR e SDH?

A andlise filogenética da LKR/SDH de plantas, animais e bactérias e a
organizacao desses genes de forma a gerar um peptideo bifuncional, sugere que os
genes que codificam essas enzimas em plantas, animais e fungos podem ter se
originado em um ancestral do grupo das a-proteobactérias ao qual pertence a bactéria
Silicibacter sp. Levando-se em consideragdao que Silicibacter sp apresenta tanto os
genes justapostos como uma segunda cdpia desses separados no genoma, é possivel
que ambas as cépias tenham sido transferias para os eucariotos, porém, em fungos a
“versdo” dos genes separados foi mantida, enquanto nos demais eucariotos a “versao”
bifuncional foi a que perseverou. Possivelmente isso esteja relacionado com a
propriedade de os fungos utilizarem essas enzimas para sintese de lisina, enquanto
animais e plantas as usam para degradacao.

Analisando as possiveis explicagcdes evolutivas para como esse cenario
gendmico possa ter surgido chegamos a uma teoria para a heranca desse genes que
€ explicada a seguir e diagramada na figura 17.

56



Acredita-se atualmente que o surgimento da mitocondria, presente somente nos
eucariotos, tenha ocorrido a partir de uma endosimbiose gerada apds a fagocitose de
uma a-proteobactéria por uma célula eucariética ancestral (Searcy, 2003). A esse
processo seguiu-se uma série de adaptacoées de ambos organismos, sendo uma delas
a transferéncia para o genoma nuclear ou perda de mais de 95% do genoma da
bactéria fagocitada (Martin et al., 2002). Assim sendo, € esperado que, da mesma
forma que a maioria do genoma, a LKR e SDH do endosimbionte tenha sido
transferida para o genoma nuclear do eucarioto. Esse cenario estd de acordo com os
dados gendmicos e filogenéticos obtidos para Silicibacter sp, animais e plantas
apresentados nesse trabalho.

Entretanto, como explicar a existéncia do ID encontrado intercalando os dominios
LKR e SDH em plantas? Sabe-se que os cloroplastos sugiram por um fenémeno de
endosimbiose semelhante ao do ocorrido com as mitocéndrias, porém posterior e
envolvendo procariotos pertencentes ao grupo das cianobactérias (Wang et al., 1999).
Sabe-se também que da mesma forma, ao longo da evolugcdo, houve grande fluxo
génico do genoma cloroplasto para o genoma nuclear. Da mesma forma, é esperado
que, como a maioria do genoma, o fragmento, hoje denominado ID, tenha sido
transferido para o genoma nuclear do vegetal ancestral.

Levando-se em conta o que foi dito, € possivel que os genes que codificam a
LKR e a SDH dos organismos superiores tenham se originado na aquisicdo da
mitocéndria, a partir da a-proteobactérias fagocitada, nesse trabalho representada por
Silicibacter sp. Posteriormente, na aquisicado do cloroplasto, aqui representado pela
Nostoc sp, o inter-dominio foi adquirido, explicando a presenca desse fragmento
exclusivamente nas plantas. Apesar de existir baixa similaridade entre os dominios
que flanqueiam o ID com LKR/SDH, essa similaridade pode ter sido suficiente para
favorecer que a insergéo do ID tenha ocorrido entre esses dominios por recombinagéo.
Esse cenario evolutivo explica a estrutura atual desses genes, porém, ndo é a unica
alternativa possivel. O gene completo de cianobactérias pode ter sido o ancestral dos
genes de eucariotos e o ID pode ter sido perdido por todos os organismos menos
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plantas. Entretanto, essa hipétese é pouco provavel ja que os dados de similaridade

indicam o oposto além de esse caminho evolutivo ser menos parcimonioso.

Silicibacter Eucarioto
) ) ] _ com gene transferido
‘ Eucarioto com mitocondria (Animais)
Eucarioto ancestral \ TN ‘ -'. e
| LKR/SDH
/]
Nostoc sp Eucarioto com Eucarioto
— mitocondria e com gene transferido
- cloroplasto (Plantas)
Eucarioto T oRae— | - -.
mitocondriado Y / T 4
J—— W LKREDH Ry | LKRAD/SDH |
LKR/SDH

Figura 17 - Diagrama explicativo da teoria criada para explicar a distribuicdo atual dos
genes LKR/SDH e do inter-dominio (ID). A — primeiro passo evolutivo, onde um
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eucarioto fagocitou uma a-proteobactéria e essa teve seus genes, inclusive LKR/SDH
transferido para o genoma do eucarioto; B — Segundo passo evolutivo, onde o
eucarioto ja com a mitocéndria fagocitou uma cianobactéria e essa teve seu genes,

inclusive o ID, transferidos para o genoma do vegetal primitivo.

Conclusao

O gene de degradacao LKR/SDH esta presente em varios grupos de bactérias e
ativo em Silicibacter sp. A LKR/SDH mais préxima a de animais e plantas presente no
género Silicibater, pertencente a classe das a-proteobactérias, que se acredita deram
origem as mitocdndrias. Logo uma possivel origem para esse gene € a transferéncia
do genoma mitocondrial para o genoma dos organismos superiores. O inter-dominio
s6 esta presente em cianobactérias. A esse grupo é creditado a origem do cloroplasto
e possivelmente essa foi a origem desse peptideo presente somente em plantas. Ha

indicativos que LKR/SDH teve origem monofilética.
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Anexo |

DECLARACAO

Declaro para os devidos fins que o conteido de minha dissertagdo/tese de
Mestrado/Doutorado intitulada “Sintese e degradagdo de lisina em sistemas

biologicos™:

( ) ndo se enquadra no § 3° do Artigo 1° da Informagéo CCPG 01/08, referente a bioética e
biosseguranga.

() estd inserido no Projeto CIBio/IB/lUNICAMP (Protocolo n° ), intitulado

( X ) tem autorizagdo da Comissio de Etica em Experimenta¢io Animal/IB/UNICAMP
(Protocolo n® 1226-1);

() tem autorizagio do Comité de FEtica para Pesquisa com Seres
Humanos/FCM/UNICAMP (Protocolo n°® );

() tem autorizagdo de comissdo de bioética ou biosseguranga externa 8 UNICAMP.
Especificar:
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