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RESUMO

A via biossintética de purinas (VBP) produz Inosina monofosfato em uma série de 10
reagcbes enziméticas. Esse nucleotideo € precursor dos &cidos nucléicos, e outras
moléculas de importancia biologica. Na terceira etapa da VBP o composto GAR
(Glicinamida ribonucleotidio) € convertido em FGAR (N-Formilglicinamida
ribonucleotidio). Essa reagdo pode ser realizada por duas enzimas PurN ou PurT,
gue usam diferentes mecanismos e substratos. Na sexta etapa da VBP, o composto
AIR (Aminoimidazol ribonucleotidio) é convertido em CAIR (Carcoxiaminoimidazol
ribonucleotidio), por dois mecanismos distintos. Em procariotos, plantas e fungos
duas enzimas, PurK e PurE |, fazem a conversdo de AIR em CAIR utilizando como
substrato HCO3; e ATP. A mesma reagao pode ser realizada pela PurE Il que utiliza
CO, como substrato. Essa reacao é descrita somente para animais. A existéncia de
dois mecanismos de reacao na terceira e sexta etapas da VBP remete a questdes
sobre a evolugdo destas etapas, assim como a origem e distribuicdo destes genes
nas linhagens procarioticas. Os resultados desse trabalho mostraram que purN é
mais distribuido que purT nos filos e classes amostrados. A distribuicdo encontrada
para purT, pode ser reflexo da intensa transferéncia horizontal. A gendmica
comparativa mostrou que existem espécies que possuem 0S genes purkE e purk,
enguanto outros possuem somente purkE. A filogenia molecular mostrou que a purkE
dos organismos que nao possuem purK, formam um clado contendo purEs de
Archaeas, bactérias Gram positivas, Gram negativas e purE Il funcionalmente
caracterizadas. Portanto, estes resultados sugerem que a PurE Il existe em
procariotos e esta amplamente distribuida. A filogenia da purK mostra a formacgéo de
dois grandes clados. Em um dos clados os genes estdo organizados na ordem
purE/purK, enquanto no outro predomina a ordem purK/purE Esses dados dao uma
nova perspectiva no entendimento da sexta etapa da VBP, visto que indicam que a
distribuicdo da purE Il em procariotos é maior que o reportado na literatura de forma
gue o modo de vida dos organismos pode ter determinado o tipo de reacao a ocorrer

na sexta etapa da biossintese de purinas.

Palavras-chave: Gendmica comparativa, contexto gendémico, operon egoista,

filogenia molecular, vias biossintéticas.



ABSTRACT

The biosynthetic purines pathway produces inosine monophosphate in a series of 10
enzymatic reactions. This nucleotide is a precursor of nucleic acids and other
molecules of biological importance. In the third step of the purine pathway the
compound GAR (Glycinamide ribonucleotide) is converted into FGAR (N-
Formylglycinamide ribonucleotide). This reaction can be carried out by two enzymes,
PurN or PurT, which use different mechanisms and substrates. In the sixth step of
the purine biosynthetic pathway, the compound AIR (Aminoimidazole ribonucleotide)
is converted into CAIR (Carboxyaminoimidazole ribonucleotide), by two distinct
mechanisms. In prokaryotes, plants and fungi two enzymes, PurK and PurE |, make
the conversion of AIR to CAIR using ATP and HCO3; as substrates. The same
reaction can be performed by PurE Il that uses CO, as a substrate. This reaction is
described in literature only for animals. The existence of two reaction mechanisms in
the third and sixth steps of the purines biosynthetic pathway brings attention to
issues about the evolution of these steps as well as the original distribution of these
genes in prokaryotic lineages. The results of the present work showed that purN is
more distributed than purT on the sampled phyla and classes. The distribution found
for purT may be a result of the intense horizontal transfer. Comparative genomics
has shown that there are species with purE and purK genes, while others have only
purE. The purK phylogeny shows the formation of two major clades. In one of the
clades genes are arranged in the order purE/purK, while in the other predominates
the order purK/purE. Phylogenetic analysis showed that purE in the organisms that
do not have purK form a clade containing purEs from Archaea, Gram positive
bacteria, Gram negative and purE Il functionally characterized. The data from this
work provide a new perspective in understanding the sixth step of the purines
biosynthetic pathway, as they indicate that purE Il is more widespread in prokaryotes
than previously reported in the literature, what can lead to the conclusion that the
organism’s way of life may have determined the kind of reaction occurring in the sixth

step of the purines biosynthesis.

Key words: Comparative genomics, genomic context, selfish operon, molecular

phylogeny, biosynthetic pathway.
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1. INTRODUCAO

A via biossintética de purinas é um conjunto de reacdes que tem como
produto final o IMP (Inosina Monofosfato), precursora de compostos purinicos e
derivativos como ATP, GTP, cAMP, cGMP coenzima A, NAD, NADP e FAD. Estes
compostos desempenham fungdes estruturais, carreadoras de energia, sinalizadoras
e metabodlicas essenciais. Em plantas, as purinas sdo precursores de citocininas
(uma classe de fitorreguladores), de compostos envolvidos na fixacdo simbibdtica e
estocagem do nitrogénio e de alcaldides de grande importancia comercial como
teobromina e cafeina (SMITH et al., 2002).

Como os niveis de expressao dos genes da sintese de novo de purinas sao
maiores durante a duplicacdo do DNA, as enzimas da via biossintética de purinas
também sdo importantes alvos para farmacos anti-cancer ou antimicrobianos
(KIRSCH e WHITNEY, 1991). Além disso, o mau funcionamento das enzimas desta
via causam importantes doencas hereditarias na espécie humana (DURAN et al.,
1997).

Os 13 genes que catalisam reacdes na sintese de IMP séo, purF, purD, purN,
purT, purl, purM, purE, purK, purC, purB, purH, purP e purO. Destes, cinco possuem
relacdo de analogia, codificando para proteinas que ndo sdao homélogas, mas séo
funcionalmente equivalentes (ZHANG et al., 2008). Os seguintes compostos s&o
utilizados como doadores de atomos ou grupos funcionais para construcdo do IMP:
Glicina, Glutamina, CO,, Aspartato e N*°-formiltetrahidrofolato (ZHANG et al., 2008).

As reacfes quimicas da terceira e sexta etapas da via biossintética de purinas
podem ser catalisadas por diferentes enzimas, dependendo do conjunto génico
presente no genoma do organismo. Na terceira etapa, o0 composto GAR (Glicinamida
ribonucleotidio) ¢é formilado e convertido a FGAR (N-Formilglicinamida
ribonucleotidio). A reacdo pode ser catalisada pelas enzimas PurN ou PurT, que
utilizam diferentes mecanismos (SAXILD et al.., 1995; ZHANG et al., 2008; LI et al.,
2009; NAGY et al., 1993). No entanto, a distribuicdo dessas enzimas nas linhagens
procaridticas é desconhecida.

O mesmo ocorre durante a carboxilacdo do composto AIR (Aminoimidazol
ribonucleotidio) para formar o CAIR (Carcoxiaminoimidazol ribonucleotidio), na sexta

etapa. Segundo dados encontrados na literatura em organismos superiores a reacao
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é catalisada pela enzima PurE classe Il, enquanto em organismos inferiores, a PurK
faz a carboxilacdo no grupamento amino na posicdo C4 do anel purinico e
subsequentemente a enzima PurE classe |, com atividade mutase, transfere o grupo
carboxila para a posi¢cao C5. Assim como na terceira etapa, a ocorréncia dos genes
que codificam as enzimas PurkE | e PurK nas diferentes linhagens procaridticas é
desconhecida (HOSKINS et al., 2007; MUELLER et al., 1994; DRAZEK et al. 1995;
CHUNG et al., 1996; SORENSEN et al., 1997; FIRESTINE et al., 1998; THODEN et
al. 1999; MEYER et al., 1992; CHEN et al., 1990; FIRESTINE e DAVISSON et al.,
1994).

A evolucdo de vias biossintéticas esta diretamente relacionada com a
evolucdo de procariotos e eucariotos e, com o advento da era gendmica muitos
aspectos sobre evolugdo das vias biossintéticas nestas linhagens celulares estédo
sendo elucidadas, permitindo responder algumas questbes evolutivas relevantes
sobre origem e diversificacdo da vida. Por exemplo, Morett e colaboradores (2003) e
Rodionov e colaboradores (2002) usaram analises de gendmica comparativa, para
encontrar novos genes relacionados com a biossintese de tiamina. Estes resultados
contribuiram para ampliar o conhecimento sobre a diversidade estrutural da via
biossintética de tiamina nas linhagens procarioticas e eucaridticas.

Apesar do vasto conhecimento bioquimico sobre a biossintese de purinas,
pouco se sabe sobre a sua diversidade estrutural e histdria evolutiva das enzimas
envolvidas no processo. Contudo, a associacdo dos conhecimentos sobre
diversidade estrutural, evolucdo e bioquimica da biossintese de purinas constitui
uma ferramenta poderosa no desenvolvimento de estudos que visem o controle de

doencas infecciosas causadas por fungos e bactérias e para o tratamento do cancer.

2. JUSTIFICATIVA

O conhecimento atual sobre a diversidade estrutural da via biossintética de
purinas em procariotos é limitado a trabalhos desenvolvidos em alguns organismos
modelos, portanto, pode nao refletir a diversidade existente nas linhagens
procariéticas conhecidas.

A luz do conhecimento atual, a terceira etapa da via biossintética de purinas,
envolve a participacdo dos genes purN ou purT enquanto que a sexta etapa pode
ser executada pelo produto dos genes purK/purE | ou purE Il. Contudo, a distribuicéo
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destes genes nas linhagens procaritticas € uma incégnita, apesar dessa informacao
ter relevancia basica e aplicada.

O conhecimento gerado sobre a distribuicdo e evolucdo destes genes nos
organismos procariéticos poderd ampliar o conhecimento sobre a origem e
diversificacdo da vida no planeta Terra. Por exemplo, inferir sobre o cenéario que
norteou os primeiros passos da evolucdo da via biossintética de purinas e sobre os
fatores que determinaram os primeiros caminhos percorridos pela vida primitiva.

As enzimas da biossintese de purinas sdo importantes alvos para farmacos
anti-cancer ou antimicrobianos (KIRSCH e WHITNEY, 1991), portanto, conhecer a
distribuicdo e diversidade dessas enzimas também podera ter relevancia para a
saude humana, orientando o desenvolvimento de novas abordagens na producéo de

farmacos que possuam tais enzimas como alvos.

3. REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1.Via Biossintética de Purinas

O metabolismo de purinas é uma rota complexa que consiste em trés
processos, sendo dois deles de sintese e um de degradacao. A Via de Sintese “de
novo” produz os nucleotideos a partir dos precursores metabdlicos — ribose (PRPP),
aminoacidos, CO, e NHs. As vias de recuperacdo reutilizam as bases livres e 0s
nucleotidios liberados na quebra dos acidos nucléicos, com menor custo energético
(Figura 1). A Via de Degradacdo de nucleotidios desempenha um papel central no
metabolismo do nitrogénio (BERTHOME, 2008).

Cco, Glicina
Grupamento amino \ /
do Aspartato

d - | C <— N¥-formil-THF
~ /C\N
N0-formil-THF N

\ /

Grupamento amino
da glutamina (THF = tetrahidrofolato)

Figura 1. Elementos doadores dos atomos que formam os anéis da purina. Fonte:
Modificado de ZHANG et al., 2008.
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Um dos cientistas que mais contribuiram para a elucidacdo da via
biossintética de purinas foi John Buchanan (1917 - 2007). Buchanan e seus colegas
comecaram a estudar a biossintese de purinas utilizando pombos, que excretam
grandes quantidades de purinas através da urina. Empregando métodos isotépicos
de marcacdo in vivo, eles determinaram quais precursores deram origem aos
atomos de carbono e nitrogénio do anel purinico. O professor Buchanan fazia parte
do Massachusetts Institute of Technology, em Cambridge, Massachusetts. Ele
faleceu em 2007 aos 89 anos. Seu estudo detalhado da biossintese de purinas
possibilitou o desenvolvimento de um grande numero de quimioterapicos
antineoplasicos que tém sido amplamente utilizados nas ultimas décadas (CHEN,
2007; e ZHANG et al., 2008).

A biossintese “de novo” de purinas ocorre através de 10-11 reacdes
enzimaticas (Figura 2). Das enzimas envolvidas na sequéncia de reacgfes, seis
(PurF, PurD, PurL, PurM, PurC e PurB) tém presenca obrigatéria na rota de
diferentes organismos, como aves, mamiferos, leveduras e microrganismos (MOAT
et al., 1960; ZHANG et al., 2008).

@ N'%-formyl @ THF
] o. _H PurF 0. _NH, @ " THF )—« o
0P -0,PO PurD PurN H
A T = S o S SR
HO OH  |Gin LGl HO OH ATEADE o PurT o H
PRPP 2 PRA Gly P, GAR e\, FGAR
ATP

(R =ribose 5'-phosphate) formate P,

PurE (Class Il)
@ @ Q ® /’L\
Purl° PurLQS R.“mx\u*H PurM \> /Z_\ )j: \> PurC

NH HoN
+ 2 afe abe " ' PurK o 2

ATP ADP / ATP ADP
LGin P, FGAM P KR ?T"O J J:\> e CAllR (oAt B
LGl HCOs™ ADP ; © Class 1)
€ P NCAIR

(o]
THF
:L )II \> PUI'B HzN)‘IN\> %’ﬁ\ )IIN\ PUfJ HN)JI \>
fumarate HzN N PurP. N PurQ
R R
SAICAR AICAR W FAICAR IMP

ATP ~ ADP H0
formate P,

Figura 2. Via biossintética de purinas. Fonte: ZHANG et al., 2008.

No primeiro passo da via, a enzima amidofosforibosiltransferase (PurF)
adiciona um grupo amino, doado pela glutamina, ao C1 do 5-fosforibosilpirofosfato
(PRPP), convertendo-o em 5-fosforibosilamina (PRA) (SHIMAOKA et al.,, 2007).

PurF possui dois dominios estruturais, um dominio N-terminal que hidrolisa a
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glutamina e um dominio C-terminal que utiliza nitrogénio liberado da glutamina ou da
NH;3; em solucdo para a sintese de PRA (MUCHMORE et al., 1998). A estrutura
cristalografica de PurF mostra que ela forma um tetramero, mas em solucdo ela
também pode ser observada como um dimero (MUCHMORE et al., 1998; ZHANG et
al., 2008). Além de sua funcéo catalitica, PurF também est4 envolvida na regulagéo
da biossintese de purinas através da inibicdo alostérica dos nucleotideos guanina e
adenina (ZHANG et al., 2008).

O intermediario PRA resultante da primeira reagéo é altamente instavel, com
meia-vida de aproximadamente 30 segundos em pH 7,5 (ZHANG et al., 2008). No
segundo passo da via, a enzima Fosforibosilglicinamida sintetase (PurD) adiciona
trés atomos da glicina ao grupamento amino do intermediario PRA, gerando
Glicinamida ribonucleotidio (GAR). Esta reacdo ocorre com o consumo de ATP.
PurD é uma enzima monomérica, com trés dominios (A, B e C) caracteristico da
superfamilia de proteinas ATP-grasp. Ela é a Unica enzima citada na literatura que
catalisa este passo da via, sendo, portanto encontrada em todos 0s organismos
(ZHANG et al., 2008).

Na terceira etapa da via biossintética de purinas, a rea¢ao pode ser catalisada
por duas enzimas distintas que realizam a formilacdo de GAR em FGAR, porém elas
o fazem por meio de diferentes mecanismos e cofatores (WARREN et al., 1996).
Uma das enzimas, a Fosforibosilglicinamida formiltransferase (PurN), adiciona um
grupo formil ao grupamento amino do GAR, utilizando como cofator o N-
formiltetrahidrofolato (N'°-formilTHF) (NAGY et al., 1993), o resultado dessa reacéo
€ a formacdo do N-Formilglicinamida ribonucleotidio (FGAR). A estrutura da PurN
pode ser dividida em dois dominios, um N-terminal e outro C-terminal, e no espacgo
formado entre eles localiza-se o sitio de ligacdo do N'°-formilTHF. O sitio de ligacéo
do GAR €& mais exposto ao solvente e é posicionado favorecendo o recebimento do
grupo formil (ZHANG et al., 2008; WARREN et al., 1996). Em organismos superiores
PurN compde o dominio C-terminal de uma enzima tri-funcional que também possui
as atividades de PurD e PurM (ZHANG et al., 2008).

A outra enzima que catalisa esta reacdo €& a Fosforibosilglicinamida
transformilase (PurT). Esta enzima pode ser encontrada juntamente com PurN em
Escherichia coli e outros organismos relacionados. PurT catalisa a adicdo de um
grupo formil a0 GAR por um mecanismo que requer Mg**, ATP e formato (LI et al.,
2009; ZHANG et al., 2008; THODEN et al., 2002). A PurT pertence a superfamilia de
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proteinas conhecida como ATP-grasp. A estrutura de PurT é formada por um
dimero, em que cada mondémero possui trés dominios, designados como A, B, e C
(THODEN et al., 2002). O sitio ativo de PurT contém subsitios para o ATP, o GAR e
o formato. O sitio de ligacdo do ATP é formado principalmente pelos dominios A e B,
enquanto os dominios de ligagdo do GAR sdo formados principalmente pelos
dominis A e C (ZHANG et al., 2008). PurT tem quase o dobro do tamanho da PurN,
no entanto, as duas enzimas nao sao homologas (WARREN et al., 1996), por outro
lado, PurT é homologa a outras enzimas da via biossintética das purinas como a N5-
Carcoxiaminoimidazol ribonucleotidio sintetase (PurK) e PurD (WARREN et al.,
1996; KAPPOCK et al., 2000).

Apesar do baixo valor de identidade entre as sequéncias de aminoacidos,
PurT e PurK compartilham uma grande similaridade estrutural, ambas pertencem a
superfamilia de proteinas ATP-grasp. Além disso, 0os mecanismos de acédo
empregados por elas sdo muito semelhantes, constituindo de clivagem de ATP,
formacdo de um acil-fosfato reativo, e ataque nucleofilico no grupo amino dos
intermediérios (LI et al., 2009).

A enzima Fosforibosilformilglicinamida sintase (PurL) realiza uma reagéo ATP
dependente na quarta etapa da via de biossintese de purinas. PurL utiliza aménia
derivada da glutamina como fonte de nitrogénio, adicionando um grupo amina ao
FGAR, produzindo entdo N-Formilglicinamidina ribonucleotideo (FGAM) (ZHANG et
al., 2008; MORAR et al., 2004).

S&o conhecidas duas isoformas de PurL, codificadas por dois genes descritos
como purL small e purL large (MORAR et al., 2004). A PurL large possui trés
dominios em uma Unica sequéncia peptidica, um dominio glutaminase, um FGAM
sintase, e um dominio N-terminal importante para formacao do canal de amoénia e
acoplamento entre os outros dois dominios cataliticos (ZHANG et al., 2008). A PurL
large é encontrada em eucariotos e bactérias Gram-negativas (MORAR et al., 2004,
ZHANG et al.,, 2008). PurL small € encontrada em bactérias Gram-positivas e
Archaeas e possuem a mesma atividade catalitica e homologia estrutural do dominio
FGAM sintase da PurL large, porém nesses organismos outras duas enzimas sao
necessarias para produzir FGAM, estas enzimas sdo PurQ e PurS (ZHANG et al.,
2008). PurQ é uma glutaminase responsavel pela geracdo da aménia a partir da
glutamina. PurS é homologa ao dominio N-terminal da PurL large (MORAR et al.,
2004).
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O quinto passo da biossintese de purinas é a conversao ATP dependente de
FGAM em aminoimidazol ribonucleotideo (AIR), catalisado pela enzima
Fosforibosilformilglicinamidina ciclo-ligase (PurM). PurM catalisa uma reacao
guimicamente muito similar a da PurL, utiliza ATP para fosforilar um oxigénio, que
entdo torna-se ativo para ataque nucleofilico do N1 do FGAM. Nessa reacao
ocorrem a desidratacdo e fechamento do anel imidazol (LI et al., 1999). A estrutura
de PurM forma um dimero, cada monémero possui dois dominios N-terminal e C-
terminal, chamados de dominios A e B. O sitio ativo localiza-se no espaco formado
entre os dominios de cada monémero (LI et al., 1999; ZHANG et al., 2008).

O sexto passo da via, que resulta na formacdo de Carboxiaminoimidazol
ribonucleotideo (CAIR), essa reacdo pode ocorrer por diferentes mecanismos. Em
bactérias duas enzimas s@o necessarias para realizar esta reag¢do. O intermediario
AIR é convertido a N5-Carboxiaminoimidazol ribonucleotideo (NCAIR) pela enzima
N5-Carcoxiaminoimidazol ribonucleotidio sintetase (PurK). PurK faz as ligacdo do
bicarbonato ao grupo amino do AIR, numa reacdo dependente de ATP, produzindo
NCAIR. Por ser um composto muito instavel o NCAIR é rapidamente convertido em
Carboxyaminoimidazol ribonucleotideo (CAIR) pela enzima N5-
Carcoxiaminoimidazol ribonucleotidio mutase (PurkE I) (ZHANG et al., 2008).

PurK é um dimero e como outros membros da superfamilia ATP-grasp o
mondmero pode ser dividido em trés dominios A, B e C. Os dominios A e C formam
um centro compacto e o dominio B se estende além do centro formando a alga
flexivel do sitio ativo. No sitio ativo encontram-se os subsitios de ligacdo do ATP,
AIR e do bicarbonato (THODEN et al., 2008).

A reacdo catalisada pela PurE, pode ocorrer de duas maneiras. Em
procariotos e fungos, apos a adicdo do grupo carboxilato ao grupo amino exociclico
pela PurK, ele é transferido para a posicdo C5 do anel do imidazol por uma PurE
casse | (HOSKINS et al., 2007). Em eucariotos superiores a conversao de AIR para
CAIR acontece diretamente. Nesses organismos a enzima Carboxiaminoimidazol
ribonucleotidio carboxilase (Purk classe Il), utilizando CO, e AIR como substrato, faz
a adicado direta do grupo carboxilato na posicdo C5 do anel imidazol, sem a
participacédo da PurK (ZHANG et al., 2008; THODEN et al., 2008). A PurE pertence a
superfamilia ATP-grasp de proteinas. Essa enzima é formada por oito monémeros
com os trés dominios A, B e C, compondo, portanto um octamero. Cada um dos oito

sitios ativos esta localizado em uma fenda formada por trés monémeros (THODEN
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et al., 2008). Em vertebrados PurE encontra-se fundida a PurC, formando uma
enzima bifuncional fosforibosilaminoimidazol carboxilase/fosforibosilaminoimidazol
succinocarboxamida sintetase (PAICS) (LI et al., 2007).

A fosforibosilaminoimidazol succinocarboxamia sintase (PurC) catalisa o
sétimo passo da via. Empregando ATP, essa enzima liga o grupo amino do L-
aspartato ao grupo carboxilato da CAIR, dando origem ao intermediario N-
Succinocarboxamida-aminoimidazol ribonucleotideo (SAICAR). A estrutura do
mondmero de PurC pertence a superfamilia de proteinas ATP-grasp (ZHANG et al.,
2008).

A oitava reacdo da biossintese de purinas € catalisada pela Adenilosuccinate
liase (PurB). Nessa reacdo o SAICAR formado na reacdo anterior, € convertido a
Aminoimidazole-4-carboxamida ribonucleotidio (AICAR). PurB € a Unica enzima da
via que tem dupla especificidade. A PurB é responsavel por duas reacdes néo
consecutivas catalisadas no mesmo sitio ativo. Primeiro converte SAICAR em
AICAR e posteriormente participa da conversao do IMP em AMP, nas duas reacdes
ocorre a remocao do grupo fumarato do substrato em questdo (ZHANG et al., 2006).
PurB quebra a SAICAR em AICAR e fumarato, além disso desempenha um papel
fundamental na regulagdo do metabolismo celular, pelo controle da quantidade de
AMP livre (TSAI et al., 2007).

@] gene purH codifica uma enzima bifuncional,
Fosforibosilaminoimidazolcarboxamida formiltransferase (PurH) e IMP ciclohidrolase
(IMPCH), presente em bactérias e eucariotos. A enzima PurH € responséavel por
transferir um grupo formil, utilizando como cofator N'°-formilTHF, para AICAR
gerando 5-Formamido-4-imidazolcarboxamida ribonucleotidio (FAICAR), em seguida
a IMP ciclohidrolase (PurJ), que fecha o segundo anel purinico gerando IMP,
molécula base das purinas. Embora formado por uma cadeia polipeptidica Unica,
PurH é formada por um mondmero com dois dominios funcionalmente
independentes. Cada dominio pode ser individual, expressa em um fragmento
enzimaticamente ativo. Outra enzima a PurP, analoga a PurH, também pode realizar
a sintese de FAICAR, transferindo o grupo formil para o AICAR utilizando o formato
como cofator e com gasto de ATP (ZHANG et al., 2008).

Em Archaeas a IMP ciclohidrolase Il (PurQO), andloga ao dominio IMPCH da
PurH, por um mecanismo distinto de ciclizacdo converte FAICAR em IMP eliminando
H,O sem consumo de ATP (OWNBY et al., 2005).
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Com excecdo do ATP, a quantidade total de nucleotidios nas células & muito
pequena, cerca de 1% da quantidade necessaria para sintetizar o DNA celular. Por
isso, a sintese de nucleotidios precisa ser constante durante a sintese de acidos
nucléicos, podendo até limitar a taxa de replicagédo e transcricdo do DNA. Por ser de
grande importancia nos processos de multiplicagéo celular, os agentes que inibem a
sintese de nucleotideos sdo de particular interesse para a medicina. Nesse contexto,
compreender 0s aspectos bioquimicos e evolutivos das enzimas da via biossintética
de purinas pode fornecer importantes informacées para o desenvolvimento de

drogas anticancer, antiviral e antimicrobianos (ZHANG et al., 2008).

3.2.0rigem das vias biossintéticas

O metabolismo é um complexo conjunto de processos fisico-quimicos
catalisados por enzimas, que permite a sobrevivéncia e a reproducdo das células
(ALVES et al., 2002). Atualmente ha um grande interesse nos processos que
governam a origem das vias biossintéticas, pois, como qualquer outro fendmeno
biolégico, as vias metabdlicas resultam de processos evolutivos, logo, a
compreensao da sua histéria evolutiva pode revelar novas pistas sobre a evolucdo e
diversificacao da vida.

A teoria da origem heterotrofica da vida sugere que 0s compostos presentes
na sopa primitiva eram utilizados como nutrientes para manutencdo das primeiras
formas de vida (OPARIN, 1938). Com base neste cenario, em 1945, Horowitz
visando explicar como as primeiras rotas metabdlicas surgiram, postulou a hipotese
da ‘“retro-evolucdo” (HOROWITZ, 1945). Segundo esta hipbtese, as células
primitivas usavam determinados compostos presentes no ambiente, assim, com o
intenso consumo destes compostos, eles se tornaram escassos. Células capazes de
sintetizar estes compostos a partir de um precursor disponivel no ambiente teriam
vantagens seletivas em detrimento de outras que ndo fossem capazes de fazé-lo.

Assim de acordo com a teoria da retro-evolucdo, cada etapa de uma via
biossintética foi selecionada de acordo com o0 esgotamento sucessivo de seu
produto (Figura 3A). Portanto, as primeiras enzimas a surgirem foram aquelas
responsaveis pelas ultimas reacdes, e aquelas que evoluiram mais tardiamente
foram as responsaveis pelas etapas iniciais da via (HOROWITZ, 1945).

Uma hipotese distinta foi proposta por Cordon (1990) para a evolucdo das

vias catabdlicas, a evolucdo direta (Figura 3B). De acordo com essa hipotese, as
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primeiras formas de vida produziam energia pela degradacdo de compostos
disponiveis no ambiente. Os organismos que desenvolveram uma reacéo
complementar nessa degradacdo conseguiram obter mais energia a partir do
composto original, dessa forma, esses organismos tiveram uma vantagem seletiva.
Assim, as primeiras enzimas a surgirem nas vias de degradacdo sdo as mais
precoces, enquanto as que surgirem mais tardiamente, sdo as ultimas a realizarem a

reacao.
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Figura 3. Modelos de evolucdo de vias metabdlicas. (A) Retro-evolucéo; (B)
Evolugéo direta. Fonte: Modificado de SCHMIDT et al., 2003.

A teoria da retro-evolucdo proposta por Horowitz pode ser aplicada em um
segundo cenario onde 0os compostos disponiveis ho ambiente sofreriam degradacao
nao enzimatica e os subprodutos se acumulariam no meio. Os organismos que
desenvolveram enzimas capazes de reverter o processo de degradacgéao, produzindo
0 composto original a partir dos subprodutos, teriam uma vantagem seletiva. Assim,
surgiram primeiramente rea¢ces ndo enzimaticas seguidas pela aquisicdo da enzima
(LAZCANO et al., 1999; CAETANO-ANOLLES et al., 2008).

O modelo da retro-evolucéo estabelece uma conexdo entre a evolucao
quimica pré-bidtica e o desenvolvimento de vias metabdlicas e pode ser aplicada
para explicar algumas rotas metabdlicas (LAZCANO et al., 1999). Porém, a origem
de outras vias biossintéticas ndo pode ser entendida em termos de desenvolvimento
retrogrado visto que produzem intermediarios instaveis e a sintese e acumulagao
destes compostos no ambiente prebiotico seria improvavel (CUNCHILLOS et al.,
2002 e LAZCANO et al., 1999).
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Outra hipotese para explicar a origem das vias biossintéticas sugere que a

evolucéo dessas vias ocorreu sem adocao de enzimas existentes (GRANICK, 1957).

Neste cenario os compostos prebidticos nao
desempenhavam um papel essencial para
evolugdo da rota. Desta forma as vias
teriam surgido na mesma ordem em que a
reacao ocorre. Para isso, cada intermediario
produzido seria acumulado, e o
metabolismo se completaria com o
desenvolvimento de novas enzimas. Essa
teoria é util para explicar a evolugdo de
rotas como a sintese de clorofila e de
isopreno (OURISSON et al., 1994), porém
ndo pode ser utilizada para explicar a
evolucdo de vias em que os intermediarios
nao tém qualquer utilidade para a célula,
como € o caso da biossintese de purinas e
aminoécidos (LAZCANO et al., 1999).

Jensen (1976) sugeriu que as rotas
metabdlicas evoluiram como resultado do
recrutamento de uma série de enzimas
relativamente ineficientes dotadas de ampla
especificidade catalitica que poderiam
reagir com uma grande variedade de
substratos  quimicamente  relacionados
(Figura 4A). A partir dessa enzima
multifuncional a via poderia ter evoluido
seguida pela duplicacdo e diversificacdo
desta enzima precursora em enzimas mais
especificas e eficientes que catalisam
apenas um passo de cada vez.

A partir do surgimento das primeiras

vias, outras rotas poderiam surgir pela
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duplicacdo de um conjunto enzimatico completo (Figura 4B), ou pelo recrutamento
de enzimas de diferentes vias metaboliacas (Figura 4C) (SCHMIDT et al., 2003). No
entanto, a combinacédo de enzimas poderia funcionar somente ap0s 0 surgimento da
biossintese de proteinas e o desenvolvimento de enzimas, ou seja, ap0s o
surgimento do DNA e das proteinas. Segundo LAZCANO et al. (1999), esse
mecanismo ndo pode ser aplicado para as primeiras rotas, pois havia poucas
enzimas disponiveis.

Determinar qual o mecanismo envolvido na evolucdo de vias biossintéticas €
uma tarefa que exige cautela. Talvez, a melhor maneira de entender este processo é
por meio da combinacdo das diferentes hipGteses. Assim, algumas das primeiras
vias podem ter surgido a partir do esquema de Horowitz, ou de Granick, e entao,
apos o surgimento das primeiras enzimas, o recrutamento enzimatico de Jensen
pode ter proporcionado a diversificacdo de atividades enzimaticas e surgimento de
novas rotas metabolicas (LAZCANO et al., 1999; CAETANO-ANOLLES et al., 2008).
Além disso, a dispersdo e diversificacdo das enzimas podem ter ocorrido por
eventuais duplicacdes e mutacdes das enzimas disponiveis (ALVES et al., 2002).

Caetano-Anollés et al. (2007) fizeram a reconstrugdo filogenética de
estruturas protéicas, para descobrir qual o padrdo evolutivo dessas estruturas. Essa
analise utilizou dominios estruturais comuns a 185 genomas completamente
sequenciados, representando os trés dominios da vida. As doze formas mais basais
encontradas nesta filogenia, representam estruturas importantes que podem ser
rastreadas até o ancestral comum dos trés dominios da vida. Entre as estruturas
mais basais, duas delas sdo responsaveis pelo metabolismo de nucleotideos:
purinas e pirimidinas, e as outras estao relacionadas com o metabolismo de porfirina
e clorofila, dos aminoacidos serina, glicina e treonina, gliecerolipideos, acido
selenoamino, enzimas envolvidas na fosforilagdo oxidativa, degradacdo do
benzoato, metabolismo do amido e sacarose, biossintese de N-glicano, policetideos,

e pelo metabolismo de estibeno (Figura 5).
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Metabolismo do estibeno, coumarina e lignina
Metabolismo de policetideos

Biossintese de N-glicano

Metabolismo do amido e sacarose
Degradacao do benzoato

Fosforilagcdo oxidativa

Metabolismo do acido selenoamino

Metabolismo de glicerolipideos
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Metabolismo de aminoacidos (serina glicina e treonina)
Metabolismo de porfirina e clorofila

Metabolismo de pirimidinas
Metabolismo de purinas

Figura 5. Filogenia das vias metabolicas evidenciando que as vias biossintéticas de
nucleotideos foram, possivelmente, as primeiras rotas a surgirem. Fonte:
CAETANO-ANOLLES et al., 2007.

Estes dados sugerem que as vias metabdlicas atuais se originaram a partir do
metabolismo de nucleotideos, provavelmente da via biossintética de purinas. Esse
resultado € congruente com as condi¢Bes primitivas nas quais surgiram as primeiras
formas de vida, visto que os nucleotideos tém relacdo direta com a producdo de
RNA, sendo, portanto, de fundamental importancia no mundo de RNA, j& que este
teria sido o primeiro material informacional e catalitico no mundo primitivo, até o
surgimento do DNA (CAETANO-ANOLLES et al., 2007).

4. OBJETIVO GERAL

- Compreender a distribuicdo e evolugdo dos genes purE, purK, purN e purT em

procariotos.
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DIVERSIDADE ESTRUTURAL E EVOLUCAO DO TERCEIRO PASSO DA
BIOSSINTESE DE PURINAS EM LINHAGENS PROCARIOTICAS
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5. INTRODUCAO

A evolugcdo de vias biossintéticas € uma questdo que esta diretamente
relacionada com a origem e evolucdo das linhagens procaridticas e eucaridticas. Os
avancos na area de biotecnologia, em especial no desenvolvimento de técnicas de
sequenciamento de DNA, tem permitido o sequenciamento em larga escala de
genomas de organismos procarioticos e eucarioticos. Muitos aspectos sobre a
evolucao das vias biossintéticas estdo sendo elucidados usando os dados obtidos a
partir de genomas totalmente sequenciados (RODIONQOV, 2002; MORETT, 2003).

Na terceira reacdo da via biossintética de purinas ocorre a formilacdo do
grupamento amino do intermediario GAR (Figura 6). Em procariotos ja foram
descritas duas enzimas capazes de catalizar essa reacdo, a PurT e a PurN. No
entanto, essas enzimas empregam diferentes mecanismos e utilizam distintos
cofatores para realizar essa reacdo (WARREN et al., 1996). PurN faz a formilacado
direta do GAR utilizando como cofator o N*°-formiltetrahidrofolato (N*°-formilTHF)
(NAGY et al., 1993). A mesma reacao quando catalisada por PurT, tem como
cofatores Mg?*, ATP e formato (LI et al., 2009). A maior parte do formato utilizado
por PurT provem da quebra do N°-formilTHF em tetrahidrofolato e formato,
realizada pela enzima PurU (NAGY et al., 1993).

N 10-formyl THE
THF )—{\ o
H PurN H
N N I
- NHz+ - N ~H
R 101/\ ® PurT R P;\H
GAR 7N FGAR
ATP ADP

Formate P;

Figura 6. Terceira reacao da via biossintética de purinas. Fonte: KAPPOCK et al.,
2000.

De acordo com a literatura purN possui distribuicdo maior do que purT,
contudo, esta afirmacdo ndo € baseada em andlises sistematicas, tendo essa
guestdo como objeto de estudo (ZHANG et al., 2008). Ela deriva do fato deste gene

estar presente no genoma da maioria dos organismos usados como modelo de
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estudo da via biossintética de purinas. Logo, a distribuicdo de purN e purT nas
linhagens procarioticas € uma icognita.

A existéncia de pelo menos duas enzimas em linhagens procaribticas
capazes de converter GAR em FGAR remete a questbes sobre a evolucdo da
terceira etapa da via biossintética de purinas como (i) qual a distribuicdo destes
genes nas linhagens procarioticas?; (ii) PurT ou PurN estéo igualmente distribuidas
ou sdo preferencialmente utilizadas nas linhagens procariéticas? (iii) Como duas
enzimas foram selecionadas para desempenhar a mesma fungdo durante a
evolucéo dos procariotos e ndo apenas uma?

A relevancia de tais perguntas vai além do interesse sobre questdes
evolutivas, que por si so justifica tentar respondé-las. Na espécie humana a reacéo
de formilacdo do GAR, é catalisada por uma enzima tri-funcional que possui 0s
dominios de PurD, PurM e PurN (WELIN et al., 2010), PurT ndo esta presente no
genoma plantas, fungos e animais. Portanto, conhecer a distribuigcdo de purT e purN
nos genomas de procariotos € uma informacédo importante e pode ser aplicada no
desenvolvimento de farmacos antibacterianos, visto que muitos microrganismos

patogénicos para a espécie humana podem possuir o gene purT.

6. OBJETIVOS ESPECIFICOS

- Fazer a genbmica comparativa e contexto genémico dos genes purN e purT em
procariotos;
- Fazer a analise de anticorrelacdo dos genes purN e purT em procariotos;

- Fazer a reconstrucéo filogenética da enzima PurT.

7. METODOLOGIA

7.1.Busca pelos genes purT e purN da via biossintética de purinas
Foram feitas buscas pelos genes purN e purT em 815 genomas
completamente sequenciados e anotados disponiveis na base de dados do NCBI até
16 de fevereiro de 2009 e representando 535 espécies dos Dominios Archaea e

Bacteria. Durante a busca foram usados os programas BLASTP e TBLASTN
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(ALTSCHUL et al., 1997). O nivel e extensdo de similaridade, assim como a
presenca de dominios conservados tipicos de cada produto génico, foram utilizados
como critério de homologia para a busca das sequéncias dos genes em questédo. As
sequéncias de Escherichia coli foram utilizadas como query para a busca dos genes.
Esse organismo foi escolhido por possuir todos os genes de interesse nesse estudo

caracterizados funcionalmente.

7.2.Analise da diversidade estrutural da terceira e etapa da via biossintética
de purinas
Durante a busca pelos genes purN e purT foram anotados o padrdo de
presenca/auséncia e a quantidade de coOpias dos genes canbnicos da via
biossintética de purinas. No entanto, os estudos de gendmica comparativa e
contexto gendémico foram conduzidos apenas com 0S organismos que possuem 0
conjunto minimo de genes conhecidos necessario para a sintese do IMP, exceto
para o Filo Crenarchaeota. Os Filos e Classes incluidos na analise, assim como o
namero de géneros e espécies amostradas em cada Filo/Classe sao apresentados
na Tabela 1.
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Tabela 1. Filos e classes dos Dominios Archaea e Bacteria amostradas no estydo.
Entre parénteses esta destacado o numero total de Filos e Classes (EUZEBY,

1997).
Dominio Filo (30) Classe (62) Siglas (Gg\rl?(s);rlzasgpeénc]ie)
Crenarchaeota Thermoprotei CR 11/16
Archaeoglobi
Halobacteria
o Methanobacteria
8 , Methanococci
o Euriarchaeota . - EU 23/32
< Methanomicrobia
Methanopyri
Thermococci
Thermoplasmata
s| Eirmicutes BaciIIi_ _ FB 15/51
E2 Clostridia FC 16/28
¢ 8| Tenericutes Mollicutes FT 6/20
“['Actinobacteria Actinobacteria AB 21/43
Cyanobacteria Gloeobacteria CB 11/13
Aquificae Aquificae AQ 3/3
Chloroflexi Chloroflexi _ CF 417
Dehalococcoidetes
Deinococcus-Thermus | Deinococci DTH 2/3
Acidobacteria Solibacteres AC 2/2
Fusobacteria Fusobacteria FU 1/1
Planctomycetes Planctomycetacia PLC 1/1
Thermotogae Thermotogae THR 4/8
© Bacteroidia
2 | £ |Bacteroidetes Cytophagia BC 10/13
s | & Flavobacteria
Q2 Sphingobacteria
£ | Chlorobi Chlorobia CL 5/10
g Verrucomicrobia Ver_rucomlcroblae VM 3/3
Opitutae
Dictyoglomi Dictyoglomia DC 1/2
Elusimicrobia Elusimicrobia EB 2/2
Nitrospirae Nitrospira NT 1/1
Chlamydiae Chlamydiae CH 317
Spirochaetes Spirochaetes SP 3/12
Alphaproteobacteria AF 46/78
Betaproteobacteria BT 23/44
Proteobacteria Deltaproteobacteria DT 13/20
Epsilonproteobacteria EP 7/13
Gammaproteobacteria GM 57/102
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7.3.Analise de anticorrelagédo

A analise de anticorrelagdo dos genes purT e purN foi realizada de acordo
com a metodologia usada por Morett et al. (2003). Para cada genoma presente na
base de dados foram avaliadas a presenca ou auséncia dos genes, e a pontuagao
seguiu o0 seguinte critério: dos organismos que possuem a via completa, aqueles que
(i) possuem apenas um dos genes receberam pontuacdo 1; (i) oS que possuem
ambos o0s genes foram penalizados com -1; e (iii) aqueles que ndo possuem nenhum
dos genes nao foram penalizados nem pontuados. No caso dos organismos que nao
tem a via (i) 0s organismos que ndo possuem a via e que nao apresentam nenhum
dos genes receberam a pontuacédo 1; e (ii) aqueles que apresentam um dos genes
ou ambos, foram penalizados com -1.

O score de anticorrelacdo foi obtido a partir da soma do total de pontos,
dividido pelo numero de genomas avaliados. Os valores foram calculados para ao
total de organismos da base de dados e separadamente entre os grupos de Gram
positivas, Gram negativas e Archaea. Os valores acima de 0,7 foram considerados

significativos, ou seja, indica que os genes purN e purT anticorrelacionam.

7.4.Contexto gendmico
Durante a busca pelas sequéncias dos genes purT e purN, o contexto
gendmico dos organismos pesquisados foi anotado, permitindo acessar informacdes
sobre a organizacdo gendmica dos genes estudados. Para cada gene pesquisado,
foram registrados os genes que os flanqueiam, gerando uma figura onde foram
representados 0s genes da via biossintética de purinas, e 0s genes que O0S

flanqueiam.

7.5.Alinhamento multiplo e filogenia do gene purT
As sequéncias dos genes recuperadas nas buscas realizadas nas bases de
dados do NCBI foram alinhadas cédon a codon no programa MEGA 4 (TAMURA et
al., 2007). As sequéncias de nucleotideos foram traduzidas para aminoacidos e 0s
alinhamentos multiplos foram editados com base no alinhamento estrutural das
estruturas tercidria das proteinas disponiveis na base de dados do PDB
(http://www.rcsb.org/pdb/home/home.do). As sequéncias redundantes e incompletas

foram excluidas. A visualizacdo e sobreposicdo das estruturas terciarias das
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proteinas foram feitas nos programas TOPMACH (SIPPL e WIEDERSTEIN, 2008) e
PYMOL (DeLano et al., 2002).

As analises filogenéticas foram realizadas utilizando as sequéncias de
aminoécidos da enzima PurT. Nessas analises ndo foram considerados os sitios
com GAPs. A reconstrucdo filogenética foi realizada com base no método de
Neighbor-joining (SAITOU e NEI, 1987), utilizando o programa ClustalX.

8. RESULTADOS E DISCUSSAO

Aproximadamente 73% dos Filos e 63% das Classes de procariotos
reconhecidas (EUZEBY, 1997) estdo representados neste estudo, contudo, ndo
estdo igualmente amostrados. Portanto, os resultados a seguir foram analisados em
nivel género e de espécie para minimizar o viés amostral dos genomas

completamente sequenciados.

8.1.Distribuicdo de purN e purT nas linhagens procarioticas

Dentre os 271/473 géneros/espécies que possuem o0 conjunto minimo de
genes da biossintese de purinas, 96%/94% dos géneros/espécies possuem purN e
35%/38% possuem purT (Figura 8). Dentre estes géneros/espécies 29%/33%
possuem ambos 0s genes enquanto que 68%/61% possuem apenas purN e 6%/5%
apenas purT.

Os genes purN e purT ndo foram encontrados em 5/5 géneros/espécies
(Figura 7). Em varios genomas da base de dados do NCBI foi realizada apenas a
anotacdo automatica que ainda n&o foi checada manualmente. Nestes casos a
busca com o programa BLASTP pode dar resultado negativo por que o gene em
guestdo nao foi anotado ou foi anotado incorretamente como pseudogene, devido a
problemas na montagem dos contigs ou a erros de sequenciamento em regides

homopoliméricas.
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181 (38%)
Total e PUINT e 95 (35%%)

443 (94%)
Ot e P U NN e 26 1 (96%)

Espécies que possuem purT e purN | 78 (29%) 156 (33%)

Espécies que possuem apenas purN | 183 (68%) 287 (61%)

Espécies que possuem apenaspurT |55 172?6(32)@

Espécies que ndo possuem osgenes g 82//‘3
Espécie = Género

Figura 7. Distribuicdo de purN e purT nas 271/473 géneros/espécies que possuem a
via biossintética de purinas.

Para eliminar os problemas de erros de anotacdo todos os resultados de
auséncia do gene nas buscas realizadas com o BLASTP foram checados com uma
nova analise usando o programa TBLASTN. Esta andlise confirmou a auséncia do
purN e purT no genoma das 5/5 géneros/espécies acima descritos. Estes
géneros/espécies pertencem ao Filo Euryarchaeota, sdo de vida livre e possuem 0s
demais genes necessarios para a sintese de purinas, portanto a auséncia de purN e
purT nestas espécies sugere a existéncia de um analogo destes genes ainda néo
descrito nestas espécies.

O relato de novos genes envolvidos em processos celulares amplamente
conhecidos tem sido recorrente na literatura nos udltimos anos (MORETT et al.,
2003). Um fator que certamente contribui para isso € o aumento do nuimero de
genomas sequenciados disponiveis em bases de dados publicas, permitindo que

extensas analises gendmicas sejam desenvolvidas.

8.2.Genbmica comparativa de purN e purT nas linhagens procarioticas
A genbmica comparativa mostrou que os genes purN e purT ndo estdo
igualmente distribuidos nos 27 Filos/Classes procarioticos incluidos nessa andlise.
Os seguintes padrdes estruturais foram encontrados: (I) 0 organismo possui ambos
0s genes presentes no genoma; (lI) o organismo possui apenas o gene purN no
genoma; (Ill) o organismo possui apenas o gene purT no genoma, (IV) o organismo

nao possui nenhum dos genes em seu genoma (Tabela 2).
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Padréo | Genes pur Filos/Classes
estrutural |\ T
| 6/8" 212" 3/6 2/5 13 5/5 14/30° 31/65 4/8
I 25 1216 15/46° 16/28 [ 18725
s - N o o N
v 77 13 [l o0 37 17 210 [ 2 R
B Filos/Classes

CR EU FB FC FT AB CB | AQ |CF | DTH |AC [ FU [ PLC | THR | BC | CL | VM | DC [ EB [ NT | CH | SP AF BT GM DT EP

| Género 1 0,69 0,86 1 1 0,71 |-0,10(-0,30| 1 1 1 1 1 1 0,40(0,20| 1 1 1 1 1 1030| 0,78 -0,21 -0,01 0,07 |-0,40

| Espécie 1 0,75 0,92 1 1 030 [-023(-0,33] 1 1 1 1 1 1 0,07| 0 1 1 1 1 1 1050 087 -0,36 -0,03 0,10 | 0,23

Tabela 2. (A) Distribuicdo e padrdo de ocorréncia dos genes purN e purT em
procariotos. As trés primeiras colunas indicam os padrées estruturais encontrados.
Nas outras colunas estao listados os filos/classes de procariotos, indicando o nimero
de géneros/espécies que cada filo possui, os asteriscos destacam os paddes mais
representativos. Amarelo indica presenca do gene e branco auséncia. (B) Analise de
anticorrelacdo. Os valores acima de 0,7 sdo considerados significativos. As
pontuac¢des negativas ou inferiores a 0,7 ndo séo significativas, nesses casos ambos
0S genes estdo presentes na maioria dos géneros/espécies. A pontuacdo 1 é a
pontuacdo méaxima de anticorrelacdo, significa que todos o0s géneros/espécies
possuem apenas um dos genes. Nos filo/classe Firmicutes Tenericutes e Chlamydiae
a pontuacdo 1 (vermelho), indica que nenhum dos géneros/espécies possuem 0S
genes.

O padrao estrutural 1 foi encontrado em 13 Filos/Classes, embora seja
predominante apenas nas Classes Epsilon, Beta e Gamma proteobactérias. Neste
caso, o problema do viés amostral € evidente nas Epsilon-proteobactérias. Quando o
namero de espécies é considerado o padréo Il é o predominante, sendo encontrado
em seis espécies. Entretanto, quando o numero de géneros é levado em
consideracdo o padrdo estrutural | € predominante, sendo observado em cinco
géneros contra apenas dois com o padréo Il. Nos demais Filos/Classes em que foi
observado o padrdo estrutural | ndo foi predominante ou o Taxa foi pouco
amostrado, como no caso de Aquificae e Espirochaete.

O padrao estrutural Il ocorre em 25 dos 27 Filo/Classes amostradas, sendo
predominante nos filos/classes Euryarchaeota, Bacilli, Clostridia, Actinobacteria, Alfa
e Deltaproteobacteria. No filo Chlorobi o nimero de géneros que apresentam o
padrao Il é maior do que aqueles com o padréao estrutural I. Porém, o numero de
géneros/espécies amostrados nao permitem outras conclusées além de que os
padrdes estruturais | e Il ocorrem nos géneros/espécies deste Filo.

O padrao estrutural 1l esta presente em 5 filos/classes, porém, é
predominante apenas no Filo Crenarchaeota. Em todos os filos/classes onde purT é
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encontrado, purN também esta presente, evidenciando a predominancia desse gene
em relacéo a purT.

Todas as espécies dos filos Tenericutes e Clamydiae analisadas nesse
estudo ndo possuem os genes purN e purT. Os demais genes da Biossintese de
purinas também ndo estdo presentes nos genomas destas espécies, exceto o gene
purB que foi encontrado no genoma de algumas espécies de Tenericutes. Estes
Filos sdo compostos por organismos parasitas intracelulares, logo, a ecologia das
espécies destes Filos pode explicar a auséncia dos genes da biossintese de purinas.

Esse padrdo estrutural também foi observado em espécies parasitas
intracelulares ou simbiontes pertencentes aos filos Crenarchaeota, Euryarchaeota,
Firmicutes Bacilli, Bacteroidetes, Spirochaetales, Alfa, Epsilon e
Gamaproteobacterias. Embora este padrdo ndo seja o predominante nestes
Filos/Classes indica que o modo de vida dos organismos é um fator determinante na

estrutura da via biossintética de purinas.

8.3.Contexto genémico de purN e purT nas linhagens procarioticas

Na maioria dos géneros/espécies (69%/72%) purN esta em um contexto
gendmico, associado com outros genes da biossintese de purinas, nos demais
géneros/espécies o contexto gendmico de purN ndo possui genes relacionado a
sintese de purinas. O contrario ocorre com o0 gene purT, que estd em um contexto
gendmico com outros genes da via biossintética de purinas em apenas 7%/6%
géneros/espécies (Figura 8). As espécies que possuem purT em um contexto com
outros genes da via pertencem aos Filos/Classes Firmicutes Bacilli,

Deltaproteobactéria, Crenarchaeota e Euriachaeota (Tabela 2).
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purN no contexto gendmico com 321 (72%)
genes da biossintese de purinas | R 184 (69%) Gene pur el 1D Gene pur

purN no contexto gendmico sem 122 (28%)
genes da biossintese de purinas (I 83 (31%)

purT no contexto gendmico com 11 (6%) | >| >|

genes da biossintese de purinas || 7 (7%) Gene pur purT Gene pr
purN no contexto genémico sem 170 (94%)

genes da biossintese de purinas | 91 (93%) pU rT

Espécie ™ Género

Figura 8. Contexto gendmico de purN e purT dos 271/473 géneros/espécies que
possuem a via biossintética de purinas. Em 184/321 géneros/espécies purN
aparece em um contexto genémico com outros genes da via biossintética de
purinas. O contrario ocorre com o gene purT, em 91/170 géneros/espécies esse
gene é encontrado em um contexto gendmico sem associa¢cao com outros genes da
biossintese de purinas. Ao lado esta representado o contexto gendmico de purN e
purT. As caixas vazias representam genes nao relacionados com a biossintese de
purinas.

Tabela 3. Espécies que possuem purT em um contexto gendmico com outros genes da biossintese de purinas
Bifidobacterium adolescentis 15703

Bifidobacterium animalis subsp lactis AD011 < amE@<

Bifidobacterium longum DJO10A

Firmicutes Bacilli

Mycobacterium avium 104 CImeurk ]
Deltaproteobactéria Pelobacter carbinolicus DSM 2380

Caldivirga maquilingensis IC-167

Crenarchaeota Desulfurococcus kamchatkensis 1221n e e e
Pyrococcus abyssi GE5 lpue-<gam >
) Pyrococcus furiosus DSM 3638 Coanmyl >
Euriachaeota Pyrococcus horikoshii OT3 w4 >
Thermococcus kodakarensis KOD1 [ammy >

8.4.Anédlise de anticorrelacdo dos genes purN e purT
Valor significativo de anticorrelacdo significa que quando um gene esta
presente o outro tende a estar ausente no genoma dos organismos. A analise de
anticorrelacdo dos genes purN e purT mostrou que esses genes anticorrelacionam
tanto em nivel de género, quanto de espécie nos filo/classes de Firmicutes Bacilli,
Firmicutes Clostridia, Alfaproteobacteria, Crenarchaeota e Euryarchaeota (Tabela
8B). No filo Actinobacteria a anticorrelacdo é percebida apenas em nivel de género,

esse desvio se deve ao viés da amostragem de géneros e espécies.
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Nos filos/classes Cianobacteria, Bacteroidetes, Chlorobi, Spirochaeta, Delta-,
Epsilon-, Beta- e Gammaproteobacteria o valor de anticorrelacdo € inferior a 0,7.
Esse valor ndo € indicativo de anticorrelacdo. Nesses filos/classes na maioria dos
géneros/espécies ambos 0s genes estdo presentes.

Nos filos/classes Aquificae, Chloroflexi, Deinococcus-Thermus, Acidobacteria,
Fusobacteria, Planctomycetes, Thermotogae, Verrucomicrobia, Dictyoglomi,
Elusimicrobia e Nitrospirae os genes anticorrelacionam. Nesses filos/classes apenas
purN esta presente. No entanto, devido ao viés amostral encontrado nesses Taxa,
os resultados de anticorrelacdo devem ser considerados com cautela.

Em todos os casos em que 0s genes anticorrelacionam o gene predominante
no filo/classe é purN, mais uma vez evidenciando a dominancia desse gene em
relacdo a purT nos filos/classes amostrados.

Apesar do viés amostral dos genomas completamente sequenciados em
alguns grupos, o conjunto de resultados apresentados acima indica que o gene purN
é preferencialmente utilizado por procariotos em relacdo ao gene purT e, que estes
genes nao estéo igualmente distribuidos nas linhagens procaridticas. Tais resultados
remetem as seguintes questoes:

- Como duas enzimas foram selecionadas para desempenhar a mesma funcgao
durante a evolucéo dos procariotos e ndo apenas uma?

- Qual a possivel explicacdo para PurN ser preferencialmente utilizada na maioria
das linhagens procaritticas analisadas neste estudo?

Para tentar resolver tais questdes é necessario explorar as informacdes
oriundas da bioquimica e filogenia molecular das enzimas codificadas por esses
genes.

O gene purT é menos distribuido que purN nas linhagens procariéticas, além
disso, em 93%/94% dos géneros/espécies que possuem 0 conjunto minimo de
genes da biossintese de purinas, o contexto genémico de purT ndo envolve outros
genes da via biossintética de purinas. Estes resultados, associados a filogenia de
purT e purK, podem ser explicados por dois cenarios.

Sabendo-se que PurT e PurK sdo enzimas homodlogas (LI et al., 2009;
ZHANG et al., 2008; KAPPOCK et al., 2000), € razoavel inferir que 0s genes que
codificam essas enzimas tém uma historia evolutiva comum. A homologia entre PurT
e PurK é notada por meio da sobreposicdo da estrutura terciaria dessas enzimas
(Figura 9).
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Figura 9. Sobreposi¢éo da estrutura terciaria da PurT e PurK de Escherichia coli. A
sobreposicao foi realizada utilizando o programa PyMol (DeLano et al., 2002).

No primeiro cenério teria ocorrido um evento de recrutamento enzimatico.
Assim, o0 gene purT seria mais recente, ele teria surgido por um evento de
duplicacdo do gene purK em alguma linhagem procariotica, por exemplo, o ancestral
de y/p-proteobactérias, visto que sao grupos irmaos e no qual purT é mais
abundante. Apo6s a duplicacdo uma das coépias de purK teria divergido e adquirido
especificidade por outro substrato, passando a atuar em outra etapa da via (Figura
10). Posteriormente, esse novo gene teria sido transferido horizontalmente para
outras espécies procaridticas. Isto explicaria o fato de purT ndo estar presente em
operons com outros genes da via biossintética de purinas na maioria das espécies
procariéticas. Nesse cenario a topologia da arvore filogenética destas enzimas teria
PurT emergindo dentro de um clado de PurK.
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Figura 10. Cenéario para evolugdo da PurT baseada na hipotese de recrutamento
enzimatico. Nesse cenario PurK que ja atuava na sintese de purinas e duplicou.
Umas das isoformas continuou com a sua fungao original e a outra, que deu origem

a PurT, sofreu especiacdo e passou a atuar em outra etapa da via biossintética de
purinas.

No entanto, purT estd presente em genomas de espécies de Archaea, e
bactérias Gram positivas, grupos monofiléticos que divergiram antes do surgimento
de Proteobactéria. 1sso sugere um segundo cenario (Figura 11) onde purT e purK
evoluiram a partir da duplicacdo de um gene que codificava uma proteina com
ampla especificidade cujas coépias divergiram funcionalmente originando os genes
purT e purK, conforme proposto por Li et al. (2009) com base na comparagédo da

estrutura terciaria destas enzimas.
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Figura 11. Cenario da evolucdo das enzimas PurT e PurK. Esse cenario sugere que
a enzima ancestral de PurT e PurK estava presente no ancestral de todos os seres
vivos. Essa enzima dotada de ampla especificidade duplicou e as isoformas dessas
enzimas se especificaram em diferentes substratos e passaram a atuar em
diferentes etapas da via.

8.5.Filogenia da enzima PurT
A topologia da arvore filogenética de PurT/PurK corrobora o segundo cenario
proposto para origem dessa enzima, visto que PurT ndo emerge dentro de um clado

da PurK o que torna purT um gene téao primitivo quanto purK (Figura 12).

Figura 12. Arvore filogenética com sequéncias de PurT e PurK. A arvore mostra que
PurK (preto) e PurT (vermelho) formam clados distintos apesar de serem enzimas
homologas. A arvore foi editada no programa MEGA 5 (TAMURA et al., 2007).
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Doolittle e Brown (1994) elaboraram uma hipétese elegante para explicar as
diferencas observadas na maquinaria informacional dos organismos dos dominios
Archaea e Bacteria. Eles postularam que as linhagens Archaea e Bacteria
divergiram do ancestral comum dos seres vivos no periodo, denominado por eles, de
evolucdo darviniana progressiva. Neste periodo ocorreu a fixacdo de mutacdes que
aumentaram a precisao, velocidade e eficiéncia de transferéncia de informacao e,
assim, a adaptabilidade das células ou unidades pré-celulares existentes. Nessa era
radicalmente diferente no que dizem respeito as condicdes ambientais, 0s
componentes da maquinaria informacional eram compostos por proteinas néo
homologas funcionalmente equivalentes. Estes analogos teriam sido posteriormente,
seletivamente mantidas ou perdidas nas linhagens procariéticas Archaea e Bactéria
apos sua divergéncia do ancestral comum dos seres Vivos.

Esta € uma hipotese factivel para explicar a existéncia de dois genes
desempenhando a mesma funcdo na terceira etapa da biossintese de purinas em
procariotos. Isto implica que estes genes ja estavam presentes no ancestral comum
dos seres vivos, portanto, a sua distribuicdo em procariotos seria resultantes de
eventos de perda ou manutencao seletiva nas linhagens procariéticas.

Contudo, a topologia da arvore filogenética da PurT mostra que a
transferéncia lateral de genes (TLG) também influenciou significativamente a
distribuicdo desse gene nas espécies procaridticas (Figura 13). As espécies de
Gram positivas que possuem purT pertencem ao filo Actinobacteira e a classe Bacilli
do Filo Firmicutes. Contudo, na filogenia de PurT esses grupos ndo formam um
clado monofilético.

As espécies de Bacilli agrupam com espécies da classe Deltaproteobacteria,
além disso, ndo possuem no seu contexto gendmico outros genes da biossintese de
purinas (Figura 14A e Anexo 7). Isso sugere que as purTs dessa classe de Gram
positivas foram adquiridas por TLG de espécie de Deltaproteobacteria.

As espeécies do Filo Actinobacteria estdo distribuidas em clados distintos na
filogenia de PurT. As espécies do género Bifidobacterium formam um clado com
espécies de Cianobacteria e outra espécie de Actinobacteria do género Mobiluncus.
Esse clado agrupa com um clado de Gram negativas composto por espécies de
Bacteroidetes/Chlorobi, Beta, Alfa e Gamaproteobacterias e Cianobacteria (Figura
14B).
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Figura 13. Arvore filogenética ndo enraizada de PurT. Os clados que formam um
grupo monofilético em nivel de filo ou classe, foram colapsados. O nome
filo/classe e o numero de espécies em cada clado foi especificado em cada ramo.
A arvore foi editada no programa MEGA 5 (TAMURA et al., 2007). A identificacao
da sequéncia € composta pela abreviacao do filo/classe a qual a espécie pertence,
mais o numero de identificacdo da sequéncia seguido pelo nome da espécie com
0 género abreviado.
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Figura 14. Sub-clado da arvore de PurT. (A) Espécies do género Bifidobacterium
agrupando com Gram negativas. Os ramos em vermelho destacam as espécies de
Actinobacteria. (B) Espécies de Firmicutes Bacilli que agrupam com espécies de
Deltaproteobacteria. Os ramos em vermelho destacam as espécies da Classe
Bacilli. O nome filo/classe e o numero de espécies em cada clado foi especificado
em cada ramo. A arvore foi editada no programa MEGA 5 (TAMURA et al., 2007).

As espécies do género Micobacterium, sdo encontradas formando um clado
com espécies de Betaproteobacteria (Figura 15A) enquanto que as espécies do
género Corinebacterium agrupam com espécies de Gamaproteobacteria (Figura
15B). Estes resultados indicam que a purT dos géneros Bifidobacterium,
Micobacterium e Corinebacterium tém origem de diferentes Taxa de Gram negativa.

Resultado semelhante pode ser observado dentre as bactérias Gram
negativas. A PurT de grupos reconhecidamente monofiléticos destas bactérias
ficaram distribuidas em clados distintos, nao relacionados filogeneticamente (Figura
14).

Estes resultados sugerem que a TLG foi um evento modelador na distribuicéo
de purT nas linhagens procariéticas e pode ser usado para explicar a existéncia de
purT no genoma de espécies que pertencem a grupos nos quais o padrdo estrutural

II, presenca apenas de purN, é predominante. Por exemplo, em Clostridia,

Actinobacteria, Alfaproteobacteria, Euryarchaeota e Deltaproteobacteria.
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Figura 15. Sub-clados da &rvore de PurT. (A) Espécies do género Micobacterium
agrupando com Betaproteobacteria. (B) Espécies do género Corinebacterium
agrupando com espécies da classe Gamaproteobacteria. Os ramos em vermelho
destacam as espécies de Actinobacteria. O nome filo/classe e 0 numero de
espécies em cada clado foi especificado em cada ramo. A arvore foi editada no
programa MEGA 5 (TAMURA et al., 2007).

As caracteristicas bioquimicas de PurT e PurN podem ajudar a explicar a
prevalecéncia de purN nos genomas procariéticos. Estas enzimas atuam na terceira
etapa da via biossintética de purinas, onde o composto intermediario GAR é
formilado e convertido em FGAR. PurN cataliza essa reacdo utilizando o N*-
formiltetrahidrofolato como fonte de formato enquanto que PurT, além de consumir
ATP ao catalizar a sua reacao, utiliza o formato oriundo da quebra do N*°-formilTHF
em tetrahidrofolato e formato, realizada pela enzima PurU .

O valor de K, para o intermediario GAR é maior para PurN (19 uM) do que
para PurT (10 uM) (Tabela 4). Ou seja, a afinidade de PurT pelo intermediario GAR
€ aproximadamente duas vezes maior que para PurN. O numero maximo de reagdes
realizadas por segundo é maior para PurT (K. = 37,6 £ 0.8). No entanto, a
eficiéncia catalitica da PurN é maior (K.a/Km = 0,16) quando comparada a eficiéncia
catalitica da PurT (K¢a/Km = 0,12). Isso indica que apesar de PurT ser mais eficiente
ao se ligar ao GAR, PurN executa a reagao de forma mais eficiente. Ademais, PurN
ndo depende de uma terceira enzima para gerar o formato a partir do N*°-formilTHF,
ela é capaz de realizar esta reacdo e em seguida formilar GAR diretamente, e sem o

gasto de ATP. Ao contrario de PurT que além de necessitar de uma enzima para
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disponibilizar o formato, a PurU, ainda consome ATP para a ligacdo do grupo formil,

formando entdo o FGAR.

Tabela 4. Valores cinéticos das enzimas PurN e PurT de Escherichia coli

Enzima Substrato Km Keat Keat!Km Fonte
Nixon et al., 2000 e
PurN GAR 194 (uM) i i Warren et al., 1996
N®-formilTHF ~ 84.8+59 (uM) 135+0.8(s?) 0.16 Nagy etal., 1994
GAR 10.1 + 0.51 (uM) - - Marolewski et al., 1994 e
PurT 1 1997
Formato 319 £ 15 (uM) 37.6+0.8(s) 012  |jetal., 2009

Com base no exposto acima infere-se que ao longo da sua histéria evolutiva
0S organismos procariéticos priorizaram uma enzima que produz de FGAR em uma
reacdo direta, sem o gasto de ATP, ao invés de uma reacdo que emprega duas
enzimas e com gasto de energia pela célula.

Mesmo a inferéncia acima sendo verdadeira e o fato de a TLG ter contribuido
para a distribuicdo de purT, ela ndo explica a distribuicdo de purT em treze dos 26
Filos/Classes incluidos neste estudo. Uma hipotese tentadora é que purT possui
outra funcdo além da ja conhecida na biossintese de purinas. O formato utilizado por
PurT é disponibilizado pela quebra do Formiltetrahidrofolato (FormilTHF), reacéo
catalisada pela PurU. Nagy et al. (1994) demonstraram que 0 composto
Tetrahidrofolato (THF) é utilizado na sintese de glicina. Portanto, a quebra do
Formiltetrahidrofolato, pela purU regula o balanco de THF, e consequentemente a
sintese de glicina. Adicionalmente, a glicina regula a atividade de PurU. Talvez PurT
desempenhe uma funcdo adicional relacionada com a manutencédo do balanco de
THF e FormilTHF.

Thorndike e colaboradores (1989), demonstraram que Homofolato é eficiente
na inibicdo de PurN na sintese de purinas. Visto que PurU € homodlogo a PurN
(NAGY et al., 1994) esse composto também pode inibir essa enzima. Como PurU faz
a quebra do FormilTHF em THF e formato, consequentemente o Homofolato
também pode afetar a atividade de PurT. No entanto, como a PurU ndo é a Unica
fonte de formato das células, as espécies que possuem PurT podem n&o seriam
afetadas pelo composto inibidor.

Os resultados mostram que purN é predominante nos géneros/espécies dos

Dominios Archaea e Bactéria incluidos nesse estudo. Apesar disso, purT esta
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presente em muitas espécies de bactérias causadoras de importantes infeccdes
para animais e plantas (Tabela 5). Portanto, esse gene constitui um potencial alvo

para farmacos antibacterianos, visto que purT ndo esta presente em Eucariotos.

Tabela 5. Relagéo de bacterias patogénicas para animais e plantas que possuem o
gene purT.

Bactérias patogénicas para animais

Bordetella pertussis Coqueluche
Corynebacterium diphtheriae Difteria

Infec¢des do trato urinario
Escherichia coli Diarréia

Meningite
E. coli (O157:H7) Colite hemorragica
Francisella tularensis Tularemia
Leptospira interrogans Leptospirose
Mycobacterium tuberculosis Tuberculose

Infeccdo do trato Gastrointestinal,
urinario e respiratério, da pele, olhos
e ouvidos

Pseudomonas aeruginosa Gastrointestinal tract infection
Infeccdo do Sistema Nervoso Central
Pneumonia secundéria
InfeccBes dos 0ssos e articulacdes
Febre tifdide

Salmonella typhi Disinteria
Colite

Salmonelose com gastrenterite e

Salmonella typhimurium enterocolite

Shigella sonnei Desinteira
Treponema pallidum Sifilis
Vibrio cholerae Coélera
Bactérias Fitopatogénicas
Erwinia carotovora subsp. atroseptica Podriddo mole (Tomate)
SCRI1043
Xanthomonas axonopodis pv. citri str. 306 Cancro citrico
Pseudomonas syringae pv. phaseolicola Podriddo

14482
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9. CONCLUSOES

- Os genes purT e purN ndo estdo igualmente distribuidos nas linhagens
procarioticas;

- O gene purN é preferencialmente utilizado pelas linhagens procariéticas;

- A transferéncia horizontal de genes foi um fator relevante na distribuicdo de purT

nas linhagens procarioticas.



CAPITULO Il

DIVERSIDADE ESTRUTURAL E EVOLUCAO DO SEXTO PASSO DA
BIOSSINTESE DE PURINAS EM LINHAGENS PROCARIOTICAS
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10. INTRODUCAO

Na sexta etapa da via biossintética de purinas o intermediario AIR é
carboxilado na posicéo 5 no segundo do anel purinico produzindo CAIR. Esta reacéo
pode ocorrer por diferentes mecanismos. Em animais a reacao é catalisada por uma
Gnica enzima, a PurE classe Il, denominada daqui em diante de PurE Il. Essa
enzima utiliza CO, para carboxilar o AIR. Em plantas, fungos e procariotos duas
enzimas sao responsaveis pela reacdo de carboxilacdo do AIR. Primeiro a PurK,
utilizando bicarbonato (HCO3) e ATP faz a adicdo do grupo carboxila no grupo
amino livre do AIR. Em seguida uma PurE classe |, denominada daqui em diante de
Purg 1, transfere o grupo carboxila para a posicdo C4 do anel purinico em

construcédo, formando o CAIR (Figura 16).

PurE (Class Il)
/r_\ _O)ﬁ:
Ry PurK R
R
AIR ATP _OJL J: / CAR.
HCOs™ ADP H g (Class |)
il NCAIR

Figura 16. Sexta reacao da via biossintética de purinas. Fonte: ZHANG et al., 2008.

A PurE Il € descrita na literatura como uma enzima presente somente em
animais. N&ao é conhecida a presenca de PurK em metazoarios. Portanto, a condi¢ao
PurK/PurE | € uma caracteristica dos organismos inferiores. Contudo, alguns relatos
na literatura sugerem que a PurE Il ndo € uma exclusividade de metazoarios. Por
exemplo, Hamilton e Reeve (1985) demonstraram que a PurE de
Methanothermobacter thermautotrophicus e Methanobrevibacter smithii é capaz de
complementar E. coli com o gene purK nocauteado.

Devido a importancia da biossintese de purinas, e sabendo-se que diferentes
conjuntos enzimaticos catalisam a reacdo em animais, procariotos e fungos, o
conhecimento da distribuicdo dos genes purE e purK nesses organismos, mostra-se

importante do ponto de vista farmacoldgico. As informagdes obtidas partir do estudo
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dos mecanismos de acdo desses genes, aliados ao conhecimento sobre sua
distribuicdo nas linhagens procarioticas, podem ser utilizados no desenvolvimento e

uso dirigido de drogas com acéo antibacterianas e antifungicas.

11. OBJETIVOS ESPECIFICOS
- Fazer a genOGmica comparativa e contexto genémico dos genes purK e purE em
procariotos;
- Fazer a reconstrucdao filogenética das enzimas PurK e PurE.

12. METODOLOGIA

12.1.Busca pelos genes candnicos da via biossintética de purinas

Foram feitas buscas pelos genes purE e purK em 815 genomas
completamente sequenciados e anotados disponiveis na base de dados do NCBI até
16 de fevereiro de 2009, representando 535 espécies dos Dominios Archaea e
Bacteria. Durante a busca foram usados os programas BLASTP e TBLASTN
(ALTSCHUL et al., 1997). O nivel e extensdo de similaridade, assim como a
presenca de dominios conservados tipicos de cada produto génico, foram utilizados
como critério de homologia para a busca das sequéncias dos genes em questao. As
sequéncias de Escherichia coli foram utilizadas como query para a busca dos genes.
Esse organismo foi escolhido por possuir todos 0s genes de interesse nesse estudo

caracterizados funcionalmente.

12.2. Anélise da diversidade estrutural da sexta etapa da via biossintética
de purinas
Durante a busca pelos genes purK e purkE, foram anotados o padrdo de
presenca/auséncia e a quantidade de copias dos genes canbnicos da via
biossintética de purinas. No entanto, os estudos de gendmica comparativa e
contexto gendémico foram conduzidos apenas com 0S organismos que possuem o
conjunto minimo de genes conhecidos necessério para a sintese do IMP, exceto

para o Filo Crenarchaeota. Os Filos e Classes incluidos na analise, assim como o
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namero de géneros e espécies amostradas em cada Filo/Classe sdo apresentados

na Tabela 1.

12.3. Contexto gendmico
Durante a busca pelas sequéncias dos genes purE e purK, o contexto
gendmico dos organismos pesquisados foi anotado, permitindo acessar informacdes
sobre a organizacdo genémica dos genes estudados. Para cada gene pesquisado,
foram registrados os genes que os flanqueiam, gerando uma figura onde foram
representados 0s genes da via biossintética de purinas, e 0s genes que 0s

flanqueiam.

12.4. Alinhamento multiplo e filogenia das enzimas purK e purE.

As sequéncias dos genes recuperadas nas buscas realizadas nas bases de
dados do NCBI foram alinhadas cédon a cédon no programa MEGA 4 (TAMURA et
al., 2007). Os alinhamentos multiplos foram editados com base no alinhamento
estrutural das estruturas terciaria das proteinas disponiveis na base de dados do
PDB (http://www.rcsb.org/pdb/home/home.do). As sequéncias redundantes e
incompletas foram excluidas. A visualiza¢édo e sobreposi¢do das estruturas terciarias
das proteinas foram feitas nos programas TOPMACH (SIPPL e WIEDERSTEIN,
2008) e PYMOL (DeLano et al., 2002).

As analises filogenéticas foram realizadas utilizando as sequéncias de
aminodacidos oriundas da traducéo das sequéncias de nucleotideos dos genes purK
e purE. Nessas andlises ndo foram considerados os sitios com GAPs. A
reconstrucao filogenética foi realizada com base no método de Neighbor-joining
(SAITOU e NEI, 1987), utilizando o programa ClustalX.

13. RESULTADOS E DISCUSSAO

13.1. Genbmica comparativa de purE e purK nas linhagens procarioéticas
O gene purE estd presente em todos os 271/473 géneros/espécies de
microrganismos que possuem 0O conjunto minimo de genes da biossintese de

purinas (Tabela 6). Por suas vez, o gene purK é encontrado em 203/359
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géneros/espécies que possuem a via. Nao foram encontradas espécies que
possuem apenas o gene purK. No genoma de algumas espécies foram encontradas
mais de uma coépia dos genes purkE e purK (ANEXOS 3 e 5). Estes casos serdo
discutidos mais adiante.

Todas as espécies dos Filos Tenericutes e Clamydiae analisadas nesse
estudo ndo possuem 0s genes purE e purK (Tabela 6). Como exposto no capitulo
anterior, esses Filos sdo compostos por organismos parasitas intracelulares. Este
padrdo estrutural também foi observado nas espécies parasitas intracelulares ou
simbiontes pertencentes aos filos Crenarchaeota, Euryarchaeota, Firmicutes Bacili,

Bacteroidetes, Spirochaetae, Alfa, Epsilon e Gamaproteobacteria (Tabela 6).

Padrdo Filos/Classes

estruural pLc[THR[BC]cL[vm]DC
| sio 710 1548 o6 [ 204 113 33 35 23 11 24 45 U1 11

[ 212 15020 [ 122 [ 12 v v 3 ae 4 22 12
[ L
v as 22 13 [0

Tabela 6. Distribuicdo e padréo de ocorréncia dos genes purE e purK em
procariotos. As duas primeiras colunas representam a ocorréncia dos genes purk e
purK. Nas outras colunas estéo listados os filos de procariotos, indicando o nimero
de géneros/espécies que cada filo possui. Amarelo indica presenca do gene e
branco auséncia.

A gendmica comparativa mostra que os genes purE e purK apresentam dois
padrées estruturais de distribuicdo: (I), onde ambos 0s genes estdo presentes no
genoma dos organismos e (Il), apenas purkE esta presente no genoma (Tabela 6). O
padréo estrutural | € encontrado em dezenove Filos/Classes, e o padréo estrutural Il
€ encontrado em vinte dos vinte sete Filos/Classe amostrados (Tabela 6). Contudo,
os resultados a seguir devem ser analisados com parcimdnia, considerando o viés
amostral dos genomas sequenciados.

Todos os Filos de Bactérias Gram positivas estdo amostrados neste estudo,
contudo, apenas os Filos Actinobacteria e Firmicutes possuem organismos com 0
conjunto minimo de genes da biossintese de purinas. Deste ultimo, duas das trés
Classes estao representadas, Bacilli e Clostridia, incluindo espécies de todas as
ordens da Classe Bacilli e de trés das quatro ordens da Classe Clostridia. O Filo
Actinobacteria possui apenas uma Classe. Esses taxa sao reconhecidamente

grupos monofiléticos.
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Nas Gram positivas a estrutura | foi encontrada em todos os géneros/espécies
da Classe Bacilli e em 20/41 géneros/espécies do Filo Actinobacteria. Neste dltimo a
estrutura Il foi encontrada em apenas 1/2 género/espécie (Tabela 6). Na Classe
Clostridia a estrutura Il foi a mais frequiente em nivel de género e espécie, contudo,
sem a mesma predominancia do padrdo estrutural | nos demais taxa de Gram
positivas. Enquanto 11/22 géneros/espécies da Classe Clostridia possuem a
estrutura Il, 6/6 géneros/espécies possuem a estrutura | (Tabela 6).

Nos Taxa de bactérias Gram negativas a estrutura | foi encontrada em todos
0S géneros/espécies de Cianobacteria, Aquificae, Deinococcus-Thermus e
Betaproteobacteria e, foi predominante nos géneros/espécies de Alfa e
Gamaproteobacteria (Tabela 6). As Alfa, Beta e Gamaproteobacterias sédo taxa
estreitamente relacionados do ponto de vista filogenético, o que pode explicar a
similaridade observada entre eles quanto a estrutura predominante nestes grupos
bacterianos. Os resultados observados para o Filo Aquificae devem ser vistos com
cautela, uma vez que apenas trés espécies de diferentes géneros deste grupo foram
incluidas neste estudo. O mesmo pode ser dito para o Filo Deinococcus-Thermus,
onde apenas 2/3 géneros/espécies foram incluidas nas andlises. Os 11/13
géneros/espécies do Filo Cyanobacteria incluidos nesta andlise representam cinco
das sete Ordens do grupo, logo, é razoavel inferir que estrutura | € a condigéo
ancestral e estava presente no ancestral comum desse Filo.

A estrutura Il foi encontrada em todos os géneros/espécies de Fusobacteria,
Plantomicetales, Dictioclomi, Elusimicrobia, Nitrospira e Epsilonproteobacteria e foi
predominante em Chlorobi e Deltaproteobacterias. No entanto, na maioria destes
filos/classes é observado um viés amostral (Tabela 6). Os Filos Fusobacteria,
Plantomicetales e Nitrospira possuem apenas uma espécie amostrada. No filo
Dictioclomi apenas um género, representado por duas espécies, foi amostrado,
enquanto que no filo Elusimicrobia apenas duas espécies de dois géneros foram
amostrados.

No filo Bacteroidetes a estrutura Il esta distribuida em seis espécies,
enquanto a estrutura | esta presente em cinco. No entanto, em nivel de género,
ambas as estruturas estdo igualmente distribuidas (Tabela 6). Portanto, a
predominancia da estrutura Il em nivel de espécie é claramente resultante do viés

amostral dos genomas completamente sequenciados.
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Na Classe Epsilonproteobacteria os 7/11 géneros/espécies que possuem o0
conjunto minimo de genes da biossintese de purinas possuem estrutura Il, enquanto
que em Deltaproteobacteria 11/18 géneros/espécies apresentam a estrutura Il, e
apenas dois géneros/espécies possuem o padrédo | (Tabela 6). Estas Classes de
Proteobacteria séo estreitamente relacionadas filogeneticamente, o que indica que a
predominéncia da estrutura Il nesses taxa € resultado da relacdo evolutiva entre
eles.

No dominio Archaea as estruturas | e Il foram encontradas nos dois Filos
considerados nessa analise. Em Crearchaeota a estrutura | € predominante, ela esta
presente em 5/10 género/espécies, enquanto a estrutura Il esta presente em apenas
dois géneros/espécies. No Filo Euryachaeota é observado o contrario, a estrutura Il
€ encontrada em 15/20 géneros/espécies, e a estrutura | esta presente em 7/10
géneros/espécies.

A existéncia de grupos de microrganismos procariéticos com purk e sem purK
foi uma surpresa, pois implica que estes microrganismos ou teriam um analogo da
purK ou teriam uma purE Il, que é capaz de carboxilar o AIR diretamente no carbono
4. Ambas as hipéteses sdo igualmente surpreendentes. A primeira porque implica na
existéncia de genes ainda desconhecidos envolvidos naquela que é, certamente,
uma das vias biossintéticas mais estudadas e, a segunda porque a purk Il so tinha
sido encontrada em eucariotos (HOSKINS, 2007; MUELLER, 1994; DRAZEK, 1995;
CHUNG, 1996; SORENSEN, 1997; FIRESTINE, 1998; THODEN et al., 1999;
MEYER, 1992; CHEN, 1990; FIRESTINE e DAVISSON, 1994).

Hamilton e Reeve (1985) constataram por meio de ensaios de
complementagdo que a purE das Archaeas Methanothermobacter
thermautotrophicus e Methanobrevibacter smithii sdo capazes de complementar
mutantes para 0s genes purE e puK de E. coli auxotréficos para purinas. Estas
espécies de Archaea estdo incluidas neste trabalho e de acordo com a genbmica
comparativa possuem apenas 0 gene purE em seus genomas. Em conjunto estes

resultados sustentam a hipotese da existéncia de purk Il em procariotos.

13.2. Filogenia de PurE
Para testar a hipotese da existéncia de purE Il em procariotos foi realizada a
reconstrucao filogenética do gene purk. Nesta andlise estdo incluidas sequéncias de
aminoacidos de PurEs de procariotos com e sem o0 gene purK, e PurEs Il de
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metazoarios caracterizadas funcionalmente. Dentre as PurEs procariticas também
estdo incluidas PurE | caracterizadas funcionalmente como a PurE | de Escherichia
coli.

Na topologia da arvore filogenética a maioria das purEs de organismos sem
purK ficaram dentro do mesmo clado, incluindo as PurEs de Methanothermobacter
thermautotrophicus e  Methanobrevibacter smithii e as PurEs Il de
metazoarios(Figura 17). Este clado sera referido daqui em diante como clado I
(Figura 18).

Figura 17. A filogenia da PurE mostra que a maioria das espécies que
possuem somente PurkE agrupam com as sequéncias de PurE Il de Eucariotos
formando o clado Il (vermelho). Os outros clados sdo compostos por espécies
que possuem PurE e PurK formando o clado | (preto). A arvore foi editada no
programa MEGA 5 (TAMURA et al., 2007).
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Figura 18. Clado Il da arvore filogenética da figura 20. Neste clado esta a maioria
das espécies procaridticas que ndo possuem PurK. E as PurEs Il de eucariotos
(vermelho). A espécie Tropheryma whipplei str Twist e as Cianobactérias
presentes nesse clado possuem PurK (preto). O nome filo/classe e o numero de
espécies em cada clado foi especificado em cada ramo. A arvore foi editada no
programa MEGA 5 (TAMURA et al., 2007).

A PurE das espécies de Cianobactérias Prochlorococcus marinus AS960,

Prochlorococcus marinus NATL1A e Prochlorococcus marinus subsp. pastoris

CCMP1986 e a Actinobactéria Tropheryma whipplei str Twist, aparecem no clado II,

porém, essas espécies possuem PurK (Figura 18). No entanto, quando a andlise

filogenética é feita somente com espécies de procariotos a PurE desses organismos

agrupam no clado | junto com as outras espécies de Cianobacteria. Isso indica que a

presenca da PurkE dessas espécies no clado Il pode ser um artefato de Atragdo de

Ramos Longos (ARL), causado pela PurE Il de eucariotos, que s&o muito

divergentes das PurEs procaridticas e estdo presente nesse clado.



59

A andlise de genbmica comparativa do gene purE revelou que algumas
espécies possuem mais de uma coépia desse gene no genoma. Em algumas
espécies uma destas isoformas possui alta taxa de evolugdo, conforme observado
na topologia da arvore filogenética (Figura 19 e Anexo 3), portanto, foram excluidas
das analises filogenéticas posteriores para evitar um eventual viés causado pela
atracdo dos ramos longos (ARL). Além disso, as sequéncias de espécies que sao
proximamente relacionadas também foram removidas com o objetivo de reduzir a

guantidade de sequéncias redundantes (Anexo 4).

Figura 19. Arvore ndo enraizada da PurE destacando as sequéncias que possuem
alta taxa de divergéncia e por isso foram excluidas das analises posteriores. A
arvore foi editada no programa MEGA 5 (TAMURA et al., 2007).

As duas coépias de purE das espécies listadas na Tabela 4 foram mantidas
nas analises filogenéticas. Estas isoformas ndo possuem elevada taxa de evolucao
e ficam em clados distintos na arvore filogenética, uma no clado | e a outra no clado
II. A andlise do contexto gendmico dessas espécies, mostra que as isoformas do
gene que agrupam com as PurEs I, estdio em um contexto com o gene purK. No
entanto, as isoformas que agrupam com as PurEs Il ndo possuem em seus contexto
gendmico genes da biossintese de purinas. Exceto em Thermoanaerobacter

pseudethanolicus 33223 cuja isoforma que agrupa com as PurEs Il estd em um
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contexto com outros genes da biossintese de purinas, mas sem purK (Tabela 7).
Estes resultados sdo uma forte evidéncia de que as purEs | e Il existem em

procariotos e que estao sujeitas a TLG.

Tabela 7. Espécies que possuem duas cépias do gene purE, uma delas agrupando no clado Il e a outra no clado |. Abaixo do
contexto sdo apresentados os numeros de acesso (Gl) das purEs dessas espécies.

Cépia que agrupa no
clado |

C Keurt[ > CTpurbfpur{ >

163785637 163782060

P B R X Rouralours Lour < Jamed

Copia que agrupa do clado Il

AQ Hydrogenivirga sp. 128-5-R1-1

FC  Thermoanaerobacter pseudethanolicus 33223

167038112 167038197
GM  Shewanella loihica PV-4
GM  Aeromonas hydrophila subsp. hydrophila 7966
GM  Psychromonas ingrahamii 37 5‘253 ';;4”;';

Os clados restantes possuem PurEs de organismos com purK, dentre elas as
PurEs | caracterizadas funcionalmente, como a PurE de Escherichia coli. Estes
clados serdo referidos daqui em diante como clado | (Figura 20). As espécies
Opitutus terrae PB90-1 e Halothermothrix orenii H 168, sdo os Unicos organismos
que ndo possuem o gene purK e cuja PurE estd no clado |. Estas bactérias sao
anaerobicas de vida livre (VAN PASSEL et al., 2011; MAVROMATIS et al., 2009),
portanto, ou existe um analogo de purK nestes organismos ou a PurE codificada em
seus genomas € capaz de catalizar a conversao de AIR em CAIR. Ou seja, sao bons
modelos de estudo para ampliar o conhecimento sobre a diversidade e evolucao da
biossintese de purinas. Outra excecao € a espécie Anaeromyxobacter dehalogenans
2CP-C, no entanto, na filogenia com espécies apenas de procariotos essa espécie
aparece no clado I, indicando o agrupamento encontrado também pode ser um
efeito da ARL.

Os resultados das analises genémicas e filogenia molecular associados
permitem inferir que purE Il estd amplamente distribuido nos Dominios Archaea e
Bacteria. Durante a preparacdo deste trabalho Tranchimand e colaboradores (2011)
publicaram a caracterizacdo da Purk de Treponema denticola como o primeiro relato
de uma PurE Il em procariotos.

De fato, a Purk desta espécie de espiroqueta fica no clado Il da filogenia da
PurE realizada neste trabalho, assim como as PurEs das Archaeas
Methanothermobacter thermautotrophicus e Methanobrevibacter smithii. Hamilton e

Reeve (1985) constataram por meio de ensaios de complementacdo que o gene



61

purE destas Archaeas séo capazes de complementar mutantes para os genes purkE
e purK de E. coli auxotréficos para purinas. Portanto, historicamente estes autores
foram os primeiros a descreverem PurEs Il em procariotos. O problema € que nessa
época ndo era de conhecimento da comunidade cientifica a existéncia de PurEs | e
.
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Figura 20. No clado | sdo encontradas espécies de organismos que possuem PurkE e PurK.
As excecdes (vermelho) sdo espécies que possuem apenas PurE e que agrupam nesse
clado possivelmente por causa da atragdo de ramos longos. O nome filo/classe e 0 numero
de espécies em cada clado foi especificado em cada ramo. A arvore foi editada no programa
MEGA 5 (TAMURA et al., 2007).
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A existéncia de PurE | e Il em procariotos remete a questdo sobre a condicéo
primitiva do sexto passo da biossintese de purinas. Pelo menos trés cenarios sao
factiveis. No primeiro, a PurE ancestral era uma carboxilase, ou seja, classe Il e a
PurE | evoluiu a partir dela. Em um cenario Alternativo, a PurE ancestral era uma
mutase, classe |, com a PurE Il evoluindo a partir dela. Por ultimo, a PurE ancestral
era multifuncional, com funcdo de mutase e carboxilase, e, posteriormente, divergiu
dando origem as PurEs | e Il. A seguir estes cenarios serdo explorados a luz das
informacdes oriundas deste trabalho e da literatura cientifica.

A ampla distribuicdo das PurEs | e Il nas linhagens procariéticas sugerem que
estas enzimas estavam presentes no ancestral comum dos seres vivos, entidade
gue viveu em um periodo radicalmente diferente do tempos atuais quanto ao tempo
e modo. Neste periodo estima-se que a atmosfera primitiva da terra rica era CO,
(Lichtenegger et al., 2010; Martin et al., 2007), conseqientemente a quantidade de
CO, dissolvido na agua era maior do que a atual.

Este gas, quando dissolvido, reage com a agua formando acido carbénico
(H,CO3), um &cido fraco que dissocia produzindo ions H* e carbonato (HCO3). Estas
reacbes ocorrem lentamente de modo que o CO, na forma dissolvida é
predominante, o que é favoravel para o primeiro cenario, visto que a PurE Il usa CO,
para carboxilar diretamente o AIR (KAPPOCK et al., 2000; EALICK, 2008). Além
disso, esta enzima executa essa reacdo sozinha e, sem gasto de ATP, em contraste
com a PurE | cujo substrato é o N>-CAIR produzido pela PurK, enzima que consome
ATP e usa HCO3; como fonte de carbono para carboxilar o AIR

As caracteristicas bioquimicas das PurEs | e Il também favorecem o primeiro
cenario. O K, da PurE Il para o AIR e 0 CO, é 76 uM e 0,8 mM, respectivamente
(FIRESTINE e DAVISSON, 1994). Em contraste, o K, da PurE | para o N>-CAIR é
de 140 yM (Mueller et al., 1994). Portanto, a PurE Il tem maior afinidade pelos seus
substrato do que PurE I. A eficiéncia catalitica para a reacao realizada pela PurE Il
(Km/Kcar) € 3 x 107 (FIRESTINE e DAVISSON, 1994), superior a eficiéncia catalitica
apresentada para PUrE | (Km/Kea: = 330 + 70 pM™ min ) (FIRESTINE e DAVISSON,
1994). Os valores cinéticos das enzimas PurE I, PurE | e PurK podem ser

encontrados na Tabela 8.
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Tabela 8. Valores cinéticos das enzimas PurE II, PurE | e PurK
Enzima Substrato Km Kcat Vimax Kcat/Km Fonte

AR 76 (UM) 2400 (min ) 3x10’ (M min™)
PurE Il CO, < 0.8 (mM) Firestine e Davisson et al., 1994
HCO; 23 (mM) 1900 (min %) 7x10* (M min™)
AR 110* / 430** (uM) 16* — 70** (umol min™ mg™) Mueller et al., 1994
. N5-CAIR 98 / 140 (M) 70 (umol min™ mg™) 2.2x10" (M min™) Firestine e Davisson et al., 1998
Purk | (E. coli)
HCo, 110 (mM) 1200 (min ) Mueller et al., 1994
Meyer et al., 1992
PurE | (Fungo) N5-CAIR 33.6 + 4.1 (uM) 1.6x10°(M*min™) Firestine e Davisson et al., 1998
AR 26 (UM) 52(s ™)
PurK (E. coli) HCO; Meyer et al., 1992
ATP 90 (uM) 2 (uMs )
8 -1 P
PurK (Fungo) AA;_'; 16(;.652057(&'\/'\/'”) éji 187 ((l\'\jl :::2 ,1)) Firestine e Davisson et al., 1998

MEYER e colaboradores (1992) demonstraram que em condi¢des de altas
concentracbes de CO2, o AIR é convertido ndo enzimaticamente em CAIR. Além
disso, existem relatos de mutantes para purK de espécies pertencentes a taxa
distintos (Tabela 9) que tiveram a taxa de crescimento atenuada ou sao auxotréficos
condicionais, sendo capazes de crescer sob altas concentragcbes de CO,. Isto
demonstra que esse gene nado é essencial na sintese de purinas (DRAZEK et al.,
1995; FLASHNER, 2004; GOTS et al. 1977; SCHWARZ, 1992; MEYER, 1992;
CHIANG, 1998).

Tabela 9. Espécies que foram capazes de crescer com o gene purK mutado.

Espécie Filo! ou Classe” Referéncia

Brucella melitensis Alfaproteobacteria® Drazek et al. (1995)
Escherichia coli Gamaproteobacteria?®  Gots et al. (1997)

Yersinia pestis Gamaproteobacteria®?  Flashner et al. (2004)
Vibrio chlolerae Gamaproteobacteria?®  Chiang e Mekalanos (1998)
Synechococcus sp. PCC Cyanobacteria® Schwarz et al. (1992)

7942

Ja que AIR é convertido de modo ndo enzimatico diretamente em CAIR,
qualquer entidade viva que possuisse uma enzima que acelerasse essa reacao teria
uma grande vantagem evolutiva. A primeira vista, estes dados também favorecem o
primeiro cenério de evolugdo das PurEs, visto que a PurE Il cataliza diretamente a
conversédo de AIR em CAIR, em contraste com a PurE I, que atua como mutase
tendo como substrato o N>-CAIR produzido pela PurK.

Porém, dois anos depois Mueller e colaboradores (1994) mostraram que
durante a conversdo ndo enzimatica o AIR é primeiro convertido em N°-CAIR e este
em seguida em CAIR. Aparentemente este dado € congruente com o0 segundo

cenario, onde a PurE | é a condi¢c&do primitiva, mas, neste mesmo trabalho os autores
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constataram que o N°-CAIR é instavel e se decomp&em rapidamente em AIR, o que
impossibilitaria seu acimulo no ambiente. O N>-CAIR funciona como um carregador
de CO2. A sua funcéo é disponibilizar o grupo carboxila, permitindo que a PurgE I o
transfira para a posicdo C4 no segundo anel purinico, e assim produza o CAIR
(HOSKINS, 2007).

Assim, a maior parte dos dados expostos acima corroboram o primeiro
cenario proposto para a evolucao das PurEs, com a PurE Il sendo a forma primitiva
dessa gene e a PurE | evoluindo a partir dela. Contrario ao proposto por Zhang e
colaboradores (2008), que defendem o segundo cenério, PurE Il evoluindo a partir
da PurE I, como o mais factivel.

Contudo, os resultados da filogenia molecular contrariam ambos 0s cenarios.
As PurEs | e Il formam clados distintos na arvore filogenética (Figura 17), sugerindo
que evoluiram a partir de uma enzima ancestral multifucional com atividade de
carboxilase e mutase, conforme o terceiro cenario proposto para a evolucédo desse
gene. Portanto, a evolucdo do sexto passo da biossintese de purinas ajusta-se
melhor ao modelo evolutivo proposto por Jensen (1976) para evolucdo de rotas
metabolicas.

Outros resultados desse trabalho, aliados aos dados da literatura corroboram
o terceiro cenario. Os resultados da genémica comparativa mostram que dezenove
dos 27 Filos/Classes amostradas possuem purE | e purK. Porém, em 20
Filos/Classes foram encontradas espécies com purE e sem purK, sugerindo que
nessas espeécies a PurkE faz a carboxilacdo do AIR diretamente na posi¢cdo C4. Além
disso, os dois tipos de PurE sdo encontradas espécies dos Filos/Classes de
Crenarchaeota, Euryarchaeota, Actinobacteria, Chloroflexi,  Acidobacteria,
Thermotogae, Bacteroidetes, Chlorobi, Verrucomicrobia, Spirochaetes, Alpha,
Gamma, Deltaproteobacteria, Ou seja, as PurEs | e 1l estdo amplamente distribuidas
nas linhagens procaridticas, o que posiciona o evento de duplicacdo que deu origem
as duas isoformas no ancestral comum do seres Vivos.

Outra caracteristica a favor desse cenario € a semelhanca estrutural
compartilhada pelas PurEs | e Il (Figura 21). A sobreposicéo estrutural das PurEs de
espécies de Bactéria, Archaea e Eucarioto, mostra que a estrutura terciaria dessas
enzimas é altamente conservada, mesmo considerando que entre essas enzimas

estao estruturas de PurE | e Il.
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Y. pestis T. maritima M. jannaschii H. sapiens E. coli B. anthacis

Figura 21. Sobreposicao da estrutura da PurE Il de Homo sapiens com as PurEs |
das bactérias Yersinia pestis, Escherichia coli, Bacillus anthacis, Thermotoga
maritima, e da Archaea Methanocaldococcus jannaschii, que ndo possui PurK. Essa
sobreposicdo mostra que as PurEs | e Il apresentam alto nivel de semelhanca
estrutural. A sobreposicgéo foi realiza com o programa PyMol (DeLano et al., 2002).

13.3.Contexto genémico de purE e purK

Dos 271/473 géneros/espécies que possuem 0 conjunto minimo de genes da
biossintese de purinas, sdo encontradas espécies que possuem purE e purK e
espécies que possuem apenas purkE. Nos 73/114 géneros/espécies que possuem
apenas purk, esse gene foi encontrado ou em contexto com outros genes da
biossintese de purinas (44%/47% dos géneros/espécies) ou sem contexto gendmico
com outros genes da biossintese de purinas (56%/53% dos géneros/espécies)
(Figura 22).
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Figura 22. Contexto genémico dos géneros/espécies que possuem apenas purk,

mostrando que esse gene pode ser encontrado com outros genes da via ou
formando um operon onde ndo ha outros genes da biossintese de purinas.

Os genes purE | e purK sdo encontrados em 75%/76% dos géneros/espécies
que possuem o conjunto minimo dos genes da biossintese de purinas. O contexto
gendmico de purE | e purK mostrou que em 75%/68% géneros/espécies esses
genes formam um operon onde n&o sao encontrados outros genes da biossintese de
purinas. Em 14%/23% dos géneros/espécies os genes purE | e purK formam um
operon com outros genes envolvidos na sintese de purinas.

Nos géneros/espécies onde purE | e purK ndo estédo juntos no mesmo operon,
purE | € encontrado em um contexto ndo relacionado com outros genes da sintese
de purinas em 11%/9% dos géneros/espécies, e purK forma um operon sem outros
genes da via em 10%/9% dos géneros/espécies. A Cyanobacteria Trichodesmium
erythraeum IMS101, é o Unico caso onde o gene purK forma um operon com outro
gene da via, este gene é purD (Figura 23). Nos géneros/espécies que possuem purE
| e purK ndo foram encontradas espécies com purE formando um contexto gendémico
com outros genes da biosintese de purinas. Estes resultados indicam uma forte

associacao destes genes em nivel de contexto gendémico.



68

OrgaNisMOs qUe POSSUeM PUIE € PUNK | 203 (75%) 3591(76%)

B ez 2 €0 [ >

PUES pC e ootk cm o e 52 3% (Gene pur>[purE>Buk>/Gene pur
PUER oo gimis e s 5020 BT
puk o oo s emaesd (28 71529 (O >

purK em contexto gendmico com outros genes | 1 Eo%g

davia 1(0% \Gene pur} purK>{Gene pur

Espécies = Géneros

Figura 23. O contexto gendmico mostra que das 203/359 género/espécies possuem
purE e purK. Em 15/244 géneros/espécies estes genes formam um operon sem
outros genes da via, e em 29/83 géneros/espécies esses genes estdo em um
contexto com outros outros genes da biossintese de purinas. Em 22/32
géneros/espécies purE forma um operon sem outros genes da biossintese de
purinas, e 21/31 géneros/espécies é purK que esta em um contexto sem outros
genes da via. Em apenas uma espécie o gene purK forma um operon com outro
gene da via que nao seja purE.

13.4. Filogenia de PurK

Nas espécies que possuem purkE | e purK em contexto gendmico estes genes
apresentam-se no arranjo purg I/purK ou purK/purE | (Tabela 10). Estes arranjos
estdo amplamente distribuidos nas linhagens procariéticas e sua distribuicdo nao
reflete necessariamente a filogenia de procariotos. Isto sugere que estes arranjos
podem ser operons egoistas que estdo sendo transferidos horizontalmente nas
linhagens procaridticas. Esta hipotese foi testada com a filogenia da PurK.

Na topologia as PurKs que possuem o contexto purE I/purK agrupam em sua
maioria em um grande clado, chamado daqui em diante de clado |. As espécies que
possuem o contexto purK/purE | agrupam em outro clado, chamado daqui em diante
de clado Il. As espécies onde purK ndo esta associado com purE | ficam distribuidas
entre os dois clados (Figura 24). Portanto, a filogenia da PurK corrobora a hipétese

de que estes arranjos sdo operons egoistas.

Contexto Filos/Classes
gendmico
P 50 44 1447 33| 37 11 P2 12 24 45 U1 11 1/3 38/55 21/42 50/86 212

s R ++ Il

purkipure | PEEGERTY B | T
vt 33 | o> 33 47 12 11 [N

Tabela 10. Tipos de contexto genémico de purK nos diferentes géneros/espécies. Os
filos/classes em branco ndo possuem purk.
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Figura 24. Arvore filogenética de PurK ndo enraizada. No clado | (preto) s&o
encontradas espécies que possuem o contexto purE I/purK. As espécies que

compdem o clado Il (vermelho) possuem o contexto purK/purE I. A arvore foi editada
no programa MEGA 5 (TAMURA et al., 2007).

Os genes purE | e purK séo interdependentes, isto esta bem demonstrado na
gendmica comparativa deste genes, onde ndo foram encontradas espécies apenas
com PurK (Tabela 6). Portanto, os operons egoistas purE I/purK e purK/purkE |
podem ter sido a estratégia selecionada durante a evolucdo procariética para
garantir a presenca simuntanea de ambos 0s genes nos genomas. Duas hipGtese
podem ser usadas para explicar a distribuicdo destes operons no dominio Archaea e
Bacteria. Na primeira estes operons estavam presentes no ancestral comum dos

seres vivos e foram seletivamente perdidos ou mantidos nas linhagens procarioticas.
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Alternativamente, estes operons podem ter sido formados apo6s a divergéncia das
principais linhagens procaridtica e posteriormente foram sendo seletivamente

perdidos ou mantidos durante a evolugcéao dos procariotos.

14. CONCLUSOES

- PurE Il esta amplamente distribuida entre os filos/classes de procariotos;

- A origem das enzimas Purk | e PurE Il se deu através de uma enzima ancestral
multifuncional, que se especializou em diferentes mecanismos de reacao;

- Os arranjos purE/purK e purK/purE sdo operons egoistas que foram seletivamente
mantidos ou perdidos nas diferentes linhagens procaridticas.
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ANEXOS

Anexo 1. Sequéncias de PurT que foram removidas por serem divergentes. As
espécies que tém mais de uma cdpia, apenas a copia diver

ente foi excluida.
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Espécie Qtd | Removida Mantida
Mycobacterium abscessus 2 | 169631323 | 169628284
Mycobacterium gilvum PYR-GCK 2 | 145220827 | 145222627
Mycobacterium smegmatis str. MC2 155 2 | 118472682 | 118473801
Actinobacillus pleuropneumoniae serovar 3 str. JLO3 | 2 | 165976529 | 165976532
Mycobacterium avium 104 1 | 118464706
Mycobacterium avium subsp. paratuberculosis K-10 1 41409969
Mycobacterium bovis AF2122/97 1 31791565
Mycobacterium tuberculosis H37Rv 1 15607530
Mycobacterium marinum M 1 | 183980709
Mycobacterium kansasii ATCC 12478 1 | 240168850

Anexo 2. Espécies que possuem copias redundante de PurT e que foram removidas

das analises filogenéticas.

N° de indentificacdo Espécie
33591890 Bordetella pertussis Tohama |
33603474 Bordetella bronchiseptica RB50
189501462 Chlorobium phaeobacteroides BS1
60681705 Bacteroides fragilis NCTC 9343
107023257 Burkholderia cenocepacia AU 1054
206560774 Burkholderia cenocepacia J2315
115352409 Burkholderia ambifaria AMMD
53718746 Burkholderia pseudomallei K96243
91782528 Burkholderia xenovorans LB400
187479583 Bordetella avium 197N
121606459 Polaromonas naphthalenivorans CJ2
152989880 Nitratiruptor sp. SB155-2
152991751 Sulfurovum sp. NBC37-1
17228794 Nostoc sp. PCC 7120
16330395 Synechocystis sp. PCC 6803
254430849 Cyanobium sp. PCC 7001
254375109 Francisella novicida GA99-3548
78224384 Geobacter metallireducens GS-15
190573284 Stenotrophomonas maltophilia K279a
78046825 Xanthomonas campestris pv. vesicatoria str. 85-10
165976532 Actinobacillus pleuropneumoniae serovar 3 str. JLO3
146312064 Enterobacter sp. 638
114048592 Shewanella sp. MR-7
76811548 Burkholderia pseudomallei 1710b
74311828 Shigella sonnei Ss046
153950504 Yersinia pseudotuberculosis IP 31758




Anexo 3. Espécies que possuem mais de uma copia de PurE. As cépias divergentes

foram removidas das andlises filogenéticas.
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Espécies Qtd | Removida Mantida
Geobacillus kaustophilus HTA426 2 56420499 56418792
Geobacillus thermodenitrificans NG80-2 2 138895515 | 138893913
f;%‘r’g‘g'hoy‘ii‘(’:%"s“;?)og, saprophyticus Subsp. | 5 | 73661484 | 73663035
Pediococcus pentosaceus ATCC 25745 2 116493421 | 116493205
Alkaliphilus metalliredigens QYMF 2 150388317 | 150388747
Caldicellulosiruptor saccharolyticus DSM 8903 2 146296723 | 146296640
Clostridium beijerinckii NCIMB 8052 2 150015450 | 150015940
Clostridium botulinum A str. ATCC 19397 2 153931808 | 153932727
Desulfitobacterium hafniense DCB-2 2 219668936 | 219667525
Desulfotomaculum reducens Ml-1 2 134298027 | 134300210
Heliobacterium modesticaldum Icel 2 167629721 | 167631127
Thermoanaerobacter seudethanolicus ATCC
33223 i 3 | 167037942 | 27030 o0
Thermoanaerobacter tengcongensis MB4 2 20807081 20807254
Rubrobacter xylanophilus DSM 9941 2 108805837 | 108803105
Anabaena variabilis ATCC 29413 2 | 75908030 75909163
Cyanothece sp. PCC 7424 2 | 218440730 | 220909655
Cyanothece sp. PCC 8801 2 | 218247440 | 218247928
Microcystis aeruginosa NIES-843 2 166369007 | 166362749
Nostoc punctiforme PCC 73102 2 186685874 | 186685339
Prochlorococcus marinus str. AS9601 2 123969009 | 123967722
Prochlorococcus marinus str. NATL2A 2 72382684 124024954
Synechococcus elongatus PCC 6301 2 56750391 56751086
Synechococcus sp. CC9311 2 113953897 | 113954304
Synechocystis sp. PCC 6803 2 16332169 16332049
Thermosynechococcus elongatus BP-1 2 | 22298732 161485770
Trichodesmium erythraeum IMS101 2 113478096 | 113477875
Akkermansia muciniphila ATCC BAA-835 2 187736083 | 187734628
. . 206901555
Dictyoglomus thermophilum H-6-12 2 206901330 206901546
Dictyoglomus turgidum DSM 6724 2 | 217967927 | 217966703
Desulfatibacillum alkenivorans AK-01 2 218777972 | 218779902
Pelobacter carbinolicus DSM 2380 2 77919824 77918638
Campylobacter jejuni subsp. jejuni 81-176 2 121612475 | 57237005
Gluconacetobacter diazotrophicus PAI 5 2 162147509 | 209545616
Aeromonas hydrophila subsp. hydrophila ATCC 5 117621214
7966 117619504
, N 119943866
Psychromonas ingrahamii 37 2 119945722
Shewanella loihica PV-4 2 127512162

127512180
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Anexo 3. Espécies que possuem mais de uma copia de PurE. As copias divergentes

foram removidas das andlises filogenéticas.

Espécie Qtd Removida Mantida
Haloarcula marismortui ATCC 43049 2 55379220 55378228
Haloquadratum walsbyi DSM 16790 2 110667927 110667595
Methanococcus aeolicus Nankai-3 2 150401863 150400541
- 150399071

Methanococcus vannielii SB 3 150399031 150400035
Methanoculleus marisnigri JR1 2 126179529 126178007

: . 21228251
Methanosarcina mazei Gol 3 21227718 21228462
Methanospirillum hungatei JF-1 2 88604149 88603715




Anexo 4. Espécies que possuem copias redundantes de PurkE e que foram removidas

das analises filogenéticas.
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N° de identificacdo

Espécie

152991952 Sulfurovum sp. NBC37-1

152991256 Nitratiruptor sp. SB155-2

89055843 Jannaschia sp. CCS1

99080445 Ruegeria sp. TM1040

49476091 Bartonella henselae str. Houston-1
110635739 Chelativorans sp. BNC1

170740910 Methylobacterium sp. 4-46

39937234 Rhodopseudomonas palustris CGA009
86748572 Rhodopseudomonas palustris HaA2
91975903 Rhodopseudomonas palustris BisB5
148258056 Bradyrhizobium sp. BTAIl

146338302 Bradyrhizobium sp. ORS278
85716100 Nitrobacter sp. Nb-311A

167644870 Caulobacter sp. K31

82543009 Shigella boydii Sb227

30062007 Shigella flexneri 2a str. 2457T
56479676 Shigella flexneri 2a str. 301

146310638 Enterobacter sp. 638

68249793 Haemophilus influenzae 86-028NP
16273505 Haemophilus influenzae Rd KW20
190149968 Actinobacillus pleuropneumoniae serovar 7 str. AP76
113460817 Haemophilus somnus 129PT
152995107 Marinomonas sp. MWYL1

113971310 Shewanella sp. MR-4

120599919 Shewanella sp. W3-18-1

126173280 Shewanella baltica OS155

148654001 Psychrobacter sp. PRwf-1

197334194 Vibrio fischeri MJ11

50086600 Acinetobacter sp. ADP1

213968528 Pseudomonas syringae pv. tomato T1
66048272 Pseudomonas syringae pv. syringae B728a
170719325 Pseudomonas putida W619
167036371 Pseudomonas putida GB-1

110670468 Francisella tularensis subsp. tularensis FSC198
54296250 Legionella pneumophila str. Paris
148358428 Legionella pneumophila str. Corby
119897669 Azoarcus sp. BH72

188591313 Cupriavidus taiwanensis LMG 19424
24375058 Shewanella oneidensis MR-1
54293224 Legionella pneumophila str. Lens
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Anexo 5. Espécies que possuem mais de uma coOpia de PurK. As coépias divergentes

foram removidas das andlises filogenéticas.

Espécie Qtd | Removidas | Mantidas
Enterococcus faecalis V583 2 29376860 | 29376333
Lactobacillus casei ATCC 334 2 |116494618 | 116495235
Lactobacillus casei BL23 2 |191638055 | 191638744
Lactobacillus fermentum IFO 3956 2 90962322 | 184154595
Lactobacillus plantarum WCFS1 2 28377921 | 28379222
Lactobacillus reuteri JCM 1112 2 | 184154012 | 184152784
Lactobacillus rhamnosus HNOO1 2 | 199590793 | 199598015
Lactobacillus sakei subsp. sakei 23K 2 81429169 | 81428268
Lactobacillus salivarius UCC118 2 |909622322 | 90961492
Pediococcus pentosaceus ATCC 25745 2 1116429169 | 116493204

Anexo 6. Espécies que possuem coépias redundantes de PurK e que foram removidas das

analises filogenéticas.

N° de indentificacéo Espécie
148655955 Roseiflexus sp. RS-1
55980482 Thermus thermophilus HB8
148654002 Psychrobacter sp. PRwf-1
146310637 Enterobacter sp. 638
170717541 Haemophilus somnus 2336
117921594 Shewanella sp. ANA-3
57239521 Ehrlichia ruminantium str. Welgevonden
15789831 Halobacterium sp. NRC-1
170288289 Thermotoga sp. RQ2
148269613 Thermotoga petrophila RKU-1
116669750 Arthrobacter sp. FB24
145294884 Corynebacterium glutamicum R
19551941 Corynebacterium glutamicum ATCC 13032
254776680 Mycobacterium avium subsp. avium ATCC 25291
15610412 Mycobacterium tuberculosis H37Rv
118618095 Mycobacterium ulcerans Agy99
220910512 Cyanothece sp. PCC 7425
148239542 Synechococcus sp. WH 7803
33595872 Bordetella parapertussis 12822
53718440 Burkholderia pseudomallei K96243
91790455 Polaromonas sp. JS666
30248871 Nitrosomonas europaea ATCC 19718
114321385 Alkalilimnicola ehrlichii MLHE-1
170740911 Methylobacterium sp. 4-46
148258057 Bradyrhizobium sp. BTAIl
90425436 Rhodopseudomonas palustris BisB18
167644869 Caulobacter sp. K31
49476092 Bartonella henselae str. Houston-1
82775635 Shigella dysenteriae Sd197
74311087 Shigella sonnei Ss046
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Anexo 6. Espécies que possuem coépias redundantes de PurK e que foram removidas das

andlises filogenéticas.

N° de indentificacdo Espécie
213692839 Bifidobacterium longum subsp. infantis ATCC 15697
118476040 Bacillus thuringiensis str. Al Hakam
218530198 Methylobacterium chloromethanicum CM4
148559862 Brucella ovis ATCC 25840
16763913 Salmonella enterica subsp. enterica serovar Typhimurium str. LT2
156501790 Francisella tularensis subsp. holarctica FTNF002-00
41409492 Mycobacterium avium subsp. paratuberculosis K-10
116617831 Leuconostoc mesenteroides subsp. mesenteroides 8293
49479102 Bacillus thuringiensis serovar konkukian str. 97-27
56417093 Anaplasma marginale str. St. Maries
33592618 Bordetella pertussis Tohama |
78067423 Burkholderia sp. 383
23502602 Brucella suis 1330
195953397 Hydrogenobaculum sp. YO4AAS1
163782061 Hydrogenivirga sp. 128-5-R1-1
21243407 Xanthomonas axonopodis pv. citri str. 306
104784375 Pseudomonas entomophila L48
66048271 Pseudomonas syringae pv. syringae B728a
50086599 Acinetobacter sp. ADP1
152995106 Marinomonas sp. MWYL1
152999636 Shewanella baltica 0S185
119717712 Nocardioides sp. JS614
227489819 Corynebacterium pseudogenitalium ATCC 33035
108798269 Mycobacterium sp. MCS
170077231 Synechococcus sp. PCC 7002
83720003 Burkholderia thailandensis E264
121596221 Acidovorax sp. JS42
119897670 Azoarcus sp. BH72
89055844 Jannaschia sp. CCS1
99080444 Ruegeria sp. TM1040
110635740 Chelativorans sp. BNC1
190893356 Rhizobium etli CIAT 652
227823358 Sinorhizobium fredii NGR234
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Anexo 7. Contexto gendmico resumido. A quantidade é representa da seguinte maneira: n° de
espécies que possui o contexto / total de espécies.

Espécie Contexto Gendmico Quant

Firmicutes Bacilli G ;/1‘{;19
I 1% i urCpurSgpurQg - gpurf gourVapurNg TG A 1 DS 3/28

Firmicutes Clostridia "2 ourC purSgpurQy  gpurfgourNgpurNaiG - DS 20/28
[ Obuiopud > 5/28

[ Ohupud > 41/43

Actinobacteria et 14/43
< JpurtKpurak | 4/43

[ DR > 38/43

Cyanobaccteria o > [ o > [ OE< [ D > 11/13
Aquificae Tl > o [ <M > 3/3
Chloroflexi < purlpure{ > MG > 517
< ] 217
Deinococcus-Thermus %-%%ﬂ%% ig
. . [ <eue< | [ > 1/2

Acidobacteria

< fpurfpur><_ | < [T ] 1/2
Fusobacteria I, - P purC g purk purVigpuiNg  FIGR e IS 1/1
Planctomycetes < feurkiure] > [ DD > 1/1
Thermotogae (IS I IR SourN RourVp purF | :111: ERpurQEpurS| s purC T S 4/8
C Jeutlaukk | [ OIS ED D D i i My > 418
Bacteroidetes C e [ o > < <] 3112
[ lpurlpure > o D 3/12
Chlorobi Tl > [ < | [ CmEm > 4/11
Verrucomicrobia ] L~ 213
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Dictyoglomi [ Dufis > ><ndndNaE Gy eusk | 212
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Gl . D 1/2
Nitrospirae RO rvRpuray  Jours Dourc (G IRGTE our (G 11
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< _MDpur > [ >euHK | 1/4

. C DDy | 10/20
Deltaproteobacteria CERER O < @ 2/90
: . 5/11
Epsilonproteobacteria — R 6/11

. < «ENE | 56/69

Alphaproteobacteria . 12/69

Betaproteobacteria T Teurpleur! > < k@um > [ o>@ > 31/44

Gammaproteobacteria [ ><purklGpur] Bim< | < «IMNam > 55/98
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