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RESUMO

Biofilmes sdo comunidades de microrganismos ligados a uma superficie inerte ou
viva. Na complexa constituicdo do material extracelular de biofilmes, os
polissacarideos possuem um importante papel. Dentro da familia de
exopolissacarideos sintetizados pelas bactérias com intuito de se proteger do
sistema de defesa hospedeiro, encontra-se um com o mondmero N-Acetil-D-
Glicosamina ligado por conformacao (-1,6. Grupos de genes que produzem tal
polimero encontram-se no genoma de diversas bactérias. A associacdo deste
polissacarideo com fatores de viruléncia, aliado a sintese em bactérias causadoras
de infecgao, torna-o um potencial alvo no desenvolvimento de novos antibiéticos.
A Chromobacterium violaceum, um patoégeno oportunistico, e na maioria das vezes
fatal, possui o operon hmsHFR-CV2940 cujas proteinas podem sintetizar tal
polissacarideo. Neste trabalho foram utilizados alinhamentos multiplos entre
proteinas de bactérias que sintetizam polissacarideos com o intuito de verificar a
existéncia de aminoacidos criticos para a atividade patogénica conferida por
biofilmes. Foram gerados modelos tridimensionais para visualizacdo da
distribuicdo espacial destes aminoécidos. A andlise efetuada mostra que a proteina
HmsR conserva os aminoacidos D135, D228, Q264 e R267, considerados criticos
para a formagdo de biofilmes, e estes se encontram préximos. A proteina HmsF de
C. violaceum conserva os residuos D86, D87, H156 e W115. No modelo estrutural
gerado observa-se que estes residuos também encontram-se favoravelmente
localizados. Para a proteina HmsH houve comprovacdo de conservagao para o
residuo R104, e na proteina CV2940 conservou-se o residuo W94. A conservagao
de aminoacidos considerados importantes para a formagao de biofilmes entre as
proteinas deste operon em C. violaceum indica que eles desempenham a mesma
fungdo enzimaética na sintese de biofilmes. Também como no caso de operons de
outros organismos patogénicos, pode-se sugerir que o operon hmsHFR-CV2940

esteja ligado a sua patogenicidade.
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ABSTRACT

Biofilms are assemblages of microbes attached to a live or abiotic surface.
Polysaccharides have an important role in the complex constitution of the
extracellular material in biofilms. In the exopolysaccharide family synthesized by
bacteria to protect from host defense system, there is one with the monomer N-
acetyl-D-glucosamine bound in the B-1,6 conformation. Groups of genes that
produce such polymer are in the genome of several bacteria. The association of
this polysaccharide with virulence factors, associated with bacteria synthesis,
makes it a potential target in the development of new antibiotics. Chromobacterium
violaceum, an opportunistic pathogen, has the operon hmsHFR-CV2940, whose
proteins can synthesize such polysaccharide. In this work, multiple alignments
among proteins from bacteria that synthesize such polysaccharide were used to
verify the existence of amino acids that might be critical for the pathogen activity.
Three-dimensional models were generated for spatial visualization of these amino
acids residues. The analysis carried out showed that the protein HmsR preserves
the amino acids D135, D228, Q264 and R267, considerate critical for the formation
of biofilms. It is shown that these amino acids are close to each other. The protein
HmsF of C. violaceum preserves the residues D86, D87, H156 and W115. In the
structural model generated, it was shown that these residues are also close to each
other in their spatial arrangement. For the protein HmsH there is evidence of
conservation for the residue R104, and for the residue W94, for protein CV2940.
Conservation and favorable spatial location of those critical amino acids
constituting the proteins of the operon indicates that they preserve the same
enzymatic function in the biofilm synthesis. As in the case of operons of other
pathogenic organisms, it is possible to suggest that the operon hmsHFR-CV2940 is

bound to C. violaceum pathogenicity.
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CAPITULO1

INTRODUCAO, JUSTIFICATIVA E OBJETIVOS

A infeccdo por microrganismos, principalmente bactérias, constitui-se num
problema cronico de sadde publica. Bactérias muitas vezes consideradas
controladas, uma vez por outra, aparecem em noticidrios associadas a mortes,
demonstrando que ndo se conhece o bastante a respeito do seu sistema de
patogenicidade. Drogas inicialmente eficazes ja ndo possuem o mesmo poder
antibidtico. Portanto, a necessidade de uma melhor compreensdo das
caracteristicas patogénicas associadas aos microrganismos torna-se preponderante

para enfrentar os problemas de satide publica.

O recente sequenciamento de genomas de intimeros organismos possui
papel importante no sentido de esclarecer e combater a patogenicidade, uma vez
que neles devem estar codificadas as informagdes utilizadas para invasao
hospedeira. Dentro do arsenal que as bactérias dispdem, a formagao de biofilmes
representa um papel importante (CERCA et al., 2007a). Para tanto, o entendimento
da formacdo da matriz extracelular nos biofilmes pode auxiliar no combate a

infeccdo por bactérias.

E importante salientar que uma das principais razdes para o
sequenciamento da C. violaceum foi o seu grande potencial biotecnolégico. No
entanto, a exploracdo deste potencial como, por exemplo, a producdao de
biopolimeros e agentes anti-tumorais e anti-chagasiticos, especialmente os
produtos e processos que visam aplicacdes biomédicas, esta fortemente vinculada
a nossa capacidade de entender e combater os mecanismos que fazem desta

bactéria um organismo letal em infec¢des oportunisticas.



O estudo da patogenicidade da C. violaceum pode beneficiar-se do
seqlienciamento de seu genoma, através, por exemplo, de estudos de genomica
comparativa e a conseqiliente caracterizacdo de genes, suas enzimas e seus
respectivos sitios biologicamente ativos. Este trabalho, que consiste essencialmente
em uma abordagem multidisciplinar, pode ser agora conduzido gracas as
poderosas ferramentas de bioinformatica a disposi¢do dos pesquisadores das &reas

de satide e de biotecnologia.

A formacado de biofilmes de C. violaceum foi evidenciada pela capacidade
desta bactéria de produzir polissacarideos extracelulares como, por exemplo,
celulose bacteriana (RECOUVREUX, 2004). Outros componentes importantes,
também polissacarideos, serdo aqui descritos e discutidos, especialmente aqueles
relacionados a ligacdo que se acredita existir entre os biofilmes de C. violaceum e

suas infeccoes mais letais.

Sabe-se que a matriz extracelular em biofilmes é complexa e um dos
principais componentes sdo os polissacarideos. Dentre os polissacarideos, a poli-
(B-1,6-N-acetil-D-glicosamina) tem sido associada a formagdo de biofilmes em
algumas bactérias, podendo existir em biofilmes de outras bactérias ainda nao
relatadas, pois, aparentemente, o conjunto de proteinas necessdrias para sua
formagdo conservou-se em muitos organismos. A identificacdo deste
polissacarideo entre varias bactérias e, consequentemente, dos polipeptideos
necessarios para sua sintese, conduziu ao estudo de uma vacina capaz de auxiliar

o organismo humano na defesa contra a formagdo de biofilmes (CERCA et al,,

2007b).

Dentre as bactérias que possuem o conjunto de proteinas necessario para a
sintese de poli-([3-1,6-N-acetil-D-glicosamina), encontra-se a linhagem ATCC 12472
da Chromobacterium violaceum. Esta linhagem de C. wviolaceum, patégeno
oportunistico (TI et al., 1993), teve seu genoma seqiienciado recentemente por um

consércio de laboratdrios brasileiros. Apesar dos estudos derivados deste



sequenciamento apresentarem alguns genes considerados patogénicos, ndo se

conhece a totalidade deles e como estes estdo organizados no genoma.

O esclarecimento do funcionamento e a relacdo de genes com a formacao de
biofilmes pode corroborar num controle de infec¢des de C. violaceum, bem como de

outras bactérias que possuam grupo de genes com fungdes similares.

Neste trabalho foram feitas comparag¢des com proteinas de outras bactérias
que estdo relacionadas com a formagao de biofilmes. A preservagao de fun¢des das
proteinas durante a evolugdo pode ser avaliada comparando os aminoacidos
essenciais para sua funcionalidade. Para melhor visualizar possiveis aminoacidos
importantes na funcdo da proteina, a modelagem estrutural realizada neste
trabalho contribui para a identificagdo de importantes regides com tal

caracteristica.

Neste sentido, o presente trabalho, ap6s uma revisao na literatura sobre a
relacdo de biofilmes com patogenicidade, relaciona um grupo de proteinas em
Chromobacterium violaceun com outras de organismos comprovadamente
relacionadas a biofilmes. A relacao entre as proteinas é realizada inicialmente pelo
alinhamento de seqiiéncias de aminoacidos e concretizada pela modelagem
estrutural no intuito de identificagdo de aminodcidos importantes pela

visualizac¢do espacial.



CAPITULO II

REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Biofilmes

Biofilmes podem ser definidos como comunidades de microrganismos
ligados um ao outro numa superficie inerte ou viva (dispositivos médicos, células
ou tecidos humanos), sendo que esta ligacdo superficial ocorre através da
producao de substancias exopoliméricas. A composicdo destas substancias
poliméricas extracelulares (EPS) produzidas depende dos organismos presentes e

das condi¢des ambientais, sendo constituidas essencialmente por polissacarideos

(ZHU et al., 2007).

Atualmente é reconhecido que a formagao de biofilmes é um importante
aspecto de vérias, sendo da maioria das doengas bacterianas, dentre as quais
inclui-se a osteomielite, caries dentdrias, infec¢des relacionadas a implantes
médicos, infecgdes de implantes oculares e infec¢des cronicas de pulmado em
pacientes com fibrose cistica. O estabelecimento de biofilmes faz com que estes
microrganismos suportem agentes antimicrobianos em concentragdes muito
superiores aquelas que seriam necessarias para matar bactérias planctonicas (ou

livres no ambiente).

Biofilmes sdo constituidos por complexas estruturas tridimensionais com
alta resisténcia a estresses ambientais. O conhecimento adquirido neste campo de
pesquisa poderd trazer muitos beneficios conceituais para os campos da biologia e
da biotecnologia. Na medicina, interesses cientificos recentes por biofilmes
emergiram em grande parte pela sua presumida relevancia clinica, ja que estdo

fortemente relacionados a infecgoes.



Ainda nao esta suficientemente esclarecido se os microrganismos utilizam
realmente a producdo de biofilmes para comunicacdo, coordenagdo e
especializacdo dentro dos biofilmes para beneficio da comunidade, como
contraponto a hip6tese de simplesmente reagirem com o ambiente para sua

propria sobrevivéncia.

O desenvolvimento de biofilmes ocorre com a seqiiéncia de algumas

etapas que compreendem basicamente:

adesdo inicial reversivel por células planctonicas;

¢ transicdo da adesdo reversivel para irreversivel;

e amadurecimento do biofilme; e

e dispersdo de algumas células do biofilme, podendo iniciar uma nova

comunidade.

2.2 Genes e Estruturas Necessarias para a Formacao de Biofilmes

O desenvolvimento de biofilmes é realizado em etapas com a participacao
de algumas estruturas. Genes flagelares estdo envolvidos em estdgios prematuros
de desenvolvimento de biofilmes, mas ndo sdo necessarios no amadurecimento de
biofilmes (PRATT e KOLTER, 1998). Pratt e Kolter mostram que a mobilidade
tflagelo-mediada, bem como a estrutura fimbriae tipo 1, contribuem para os estagios

iniciais de desenvolvimento de biofilmes em superficies abidticas.

A formacdo da estrutura tridimensional na arquitetura de biofilmes em
diversas bactérias relaciona-se com a sintese de exopolissacarideos (EPS). O acido
coldnico é um exopolissacarideo produzido pela maioria das cepas de E. coli e
acredita-se desempenhar papel importante na fase de amadurecimento do

biofilme (HANNA et al., 2003).

Também o polissacarideo poli(B-1,6-N-acetil-D-glicosamina), que esta
relacionado com a adesdo celular em S. epidermidis (MACK et al., 1996a), esta
envolvido em ligacdo superficial abidtica, adesdo intercelular e formagdo de
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biofilme em E. coli (ITOH et al., 2005). A importancia deste polissacarideo na
composicao de biofilmes comprova-se pelo fato da sua despolimerizagao levar a

dispersao de biofilmes (ITOH et al., 2005).

2.3 Relacao entre Formacao de Biofilmes, Exopolissacarideos e
Patogenicidade

Pela perspectiva médica, as bactérias associadas a biofilmes em implantes
ou catéters tém sido de grande interesse devido as graves infeccdes que elas
causam. Os impactos clinicos de biofilmes bacterianos tém levado muitos
pesquisadores a investigar os mecanismos regulatorios por tras de sua formacao e
dissolugdo no intuito de encontrar alvos especificos para agentes

quimioterapéuticos.

Métodos convencionais para a eliminacdo de infeccdo por bactérias (como
os antibioticos) sdo muitas vezes ineficientes com biofilmes bacterianos (NICKEL
et al., 1985). As altas doses necessarias para livrar-se de um sistema de biofilmes
bacterianos sdo, em alguns casos, impraticaveis, pois ao invés de eliminar as
bactérias, acabam prejudicando o paciente. Outra caracteristica em infec¢des que
envolvem o modo de crescimento por biofilmes é que estas sdo geralmente

cronicas e dificeis de erradicar.

Devido a sua alta resisténcia a antibidticos, biofilmes causam sérios
problemas a satde humana, como, por exemplo, infec¢des pulmonares e do trato
urindrio (POTERA, 1999). Estimativas indicam que 65% das infec¢des bacterianas
humanas envolvem biofilmes, sendo que entre 65% a 80% das infec¢bes cronicas

em nacoes industrializadas estao relacionadas com a formacao de biofilmes.

Para estabelecer uma infeccdo, a bactéria deve orquestrar a expressao de
um grupo de moléculas que determinam a patogenicidade, as quais sdo

conhecidas coletivamente como fatores de viruléncia (NILSSON et al., 1997). Uma
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delicada coordenacao destes fatores de viruléncia é crucial para a sobrevivéncia do

patégeno e o sucesso na invasao ao hospedeiro.

Staphylococcus aureus e Staphylococcus epidermidis sao as mais freqiientes
causas de infec¢des sanguineas hospitalares adquiridas (WISPLINGHOFF et al.,
2004). Na patogénese desenvolvida por estes organismos, o polissacarideo PIA
(polysaccharide intercellular adhesin) possui importante papel, sendo considerado
fator de viruléncia (RUPP et al., 1999; RUPP et al., 2001). O papel deste
homopolimero (PIA) na patogénese é o de proteger o microrganismo do sistema

de defesa hospedeiro (VUONG et al., 2004b).

PNAG ou poli-(N-acetil-glicosamina), um polissacarideo quimicamente
idéntico ao PIA, tem sido utilizado como antigeno alvo no desenvolvimento de
vacina para bactérias de Staphylococcus (CERCA et al., 2007a). Este polissacarideo,
sintetizado em diversas bactérias, é foco de estudo para um possivel antigeno em
E. coli (CERCA et al., 2007b). A sintese deste polimero por outras bactérias abre a

possibilidade de acdo deste antigeno para outros organismos patogénicos.

A bactéria Gram-negativa Bordetella pertussis é responsavel por doengas
associadas ao trato respiratdrio (coqueluche), estando relacionada a mortes em
criangas. As vacinas utilizadas no combate a esta doenga sado eficazes contra os
sintomas clinicos, mas pouco efetivas no combate a infeccdo. Esta bactéria possui o
operon bpsABCD relacionado a um polissacarideo que contribui para a formacao
de biofilmes no trato respiratério de ratos (SLOAN et al., 2007). Este grupo de
genes (operon) atua na formacao de biofilmes contribuindo com a estabilidade e

manutencdo da arquitetura tridimensional de biofilmes (PARISE et al., 2007).

A bactéria Gram-negativa Yersinia pestis, agente causador da peste
bubdnica que dizimou em torno de 25 milhdes de pessoas na Europa no século
XIV, necessita do locus hms para efetiva infeccdo da pulga vetor da doenca
(JARRETT et al., 2004). Este material extracelular secretado, que acredita-se ser

composto por polissacarideos, “bloqueia” o proventriculo (sistema digestivo) da

7



pulga, habilitando a efetiva transmissdo da praga de algumas pulgas aos
mamiferos ao pica-los. A peste bubdnica, que é a forma clinica mais comum deste
organismo, é fatal em menos de uma semana para 40-70% dos pacientes, se

antibiéticos apropriados nao forem administrados rapidamente.

2.4 Biofilmes e Polissacarideos em Nivel Molecular

2.4.1 Operon

Operons representam uma unidade organizacional basica de genes na
complexa estrutura hierdrquica dos processos biologicos numa célula de
procariotos. A predicdo de operons baseia-se na composicdo das seguintes
caracteristicas: a) um operon consiste de um ou mais genes, arranjados na mesma
fita de uma seqiiéncia gendmica; b) as distdncias intergénicas no operon
geralmente sdo mais curtas em relagdo as distancias inter-operons; c) os genes
num operon compartilham de uma regido promotora e uma terminadora; d) os
genes do operon sdo bem conservados entre espécies filogeneticamente
relacionadas; e) as fungdes dos genes num operon sdo normalmente relacionadas

(CHEN et al., 2004).

2.4.2 Aminoacidos e proteinas

A formagao das proteinas depende da codificacdo pelos genes das bases U
(uracila), C (citosina), A (adenina) e G (guanina). Cada trés destas bases codifica

um aminodacido (Tabela 1), que forma a estrutura das proteinas.

A organizacdo das ligacdes quimicas destes aminoacidos no espaco

determina a estrutura secundaria de uma proteina que pode ser:

o a-hélice;

¢ Folha-p ou folha pregueada.



Tabela 1. Cédigo genético, relacionando as bases codificadas pelo DNA com os
respectivos aminodcidos. O esquema mostra também o aminodacido tipico de
inicio de uma proteina (metionina, cédon AUG) e os cédons de término de uma
proteina (UAA,UAG,UGA). Obtido de Documentos Embrapa (CORDEIRO,
2003).

Primeira Letra Segunda Letra Terceira Letra
u Fenilalanina (Fen) Serina (Ser) Tirosina (Tir) Cisteina (Cis) U
Fenilalanina (Fen) Serina (Ser) Tirosina (Tir) Cisteina (Cis) C
Leucina (Leu) Serina (Ser) Final de Traducéo Final de Tradugio A
Leucina (Leu) Serina (Ser) Final de Tradugéo Triptofano (Trp) G
C Leucina (Leu) Prolina (Pro) Histidina (His) Arginina (Arg) U
Leucina (Leu) Prolina (Pro) Histidina (His) Arginina (Arg) C
Leucina (Leu) Prolina (Pro) Glutamina (Glu) Arginina (Arg) A
Leucina (Leu) Prolina (Proj Glutamina (Glu) Arginina (Arg) G
Isoleucina (lle) Treonina (Tre) Asparagina (Asn) Serina (Ser) U
Isoleucina (lle) Treonina (Tre) Asparagina (Asn) Serina (Ser) C
Isoleucina (lle) Treonina (Tre) Lisina (Lis) Arginina (Arg) A
Metionina (Met) Treonina (Tre) Lisina (Lis) Arginina (Arg) G
G Valina (Val) Alanina (Ala) Acido Aspartico (Asp) Glicina (Gli) U
Valina (Val) Alanina (Ala) Acido Aspartico (Asp) Glicina (Gli) C
Valina (Val) Alanina (Ala) Acido Glutamico (Glu) Glicina (Gli) A
Valina (Val) Alanina (Ala) Acido Glutamico (Glu) Glicina (Gli) G

2.4.3 Biofilmes e polissacarideos

Formacdo de biofilmes e exopolissacarideos possui uma relagdo ja
consolidada. Dentro da classe de polissacarideos extracelulares, existem o
alginato, produzido em Pseudomonas aeruginosa, e o acido colanico, em E. coli
(DAVIES et al., 1993, DANESE et al., 2000). Embora alguns polissacarideos estejam
presentes, ndo se conhece o seu exato papel na formacao de biofilmes (JACKSON
et al., 2002; STAPPER et al., 2004). Outro polissacarideo componente de biofilmes é
a celulose (SOLANO et al., 2002), mas sua expressao ndo se constitui um pré-

requisito na colonizagdo em infec¢des humanas (BOKRANZ et al., 2005).

Recentemente, o polissacarideo poli-(B-1,6-N-acetil-D-glicosamina) vem
sendo observado como um importante constituinte de biofilmes. O importante

papel que este polissacarideo possui na constituicao de biofilmes foi demonstrado



na inibicdo da formagdo de biofilmes que sua despolimerizagdo causa por

hidrélise das ligagdes glicosidicas (ITOH et al., 2005).

Em S. epidermidis, a molécula de adesina PIA (polysaccharide intercellular
adhesin) atua nas fases acumulativas de aderéncia, no qual organismos aderem um
ao outro e elaboram biofilme (MACK et al, 1996b). Este polissacarideo,
constituinte do biofilme, caracteriza-se estruturalmente por 130 residuos de
acetilglicosamina interligadas pela conformacdo (-1,6, sendo a maioria (80%) N-

acetilada.

O polissacarideo PIA é sintetizado pelo operon icaADBC em S. epidermidis.
Os polipeptideos IcaA e IcaD, resultantes deste operon, estdo localizados na
membrana e juntos exibem atividade N-acetilglicosaminiltransferase, onde IcaA
representa a enzima catalitica que requer IcaD para uma completa atividade
(GERKE et al., 1998). Ja& a atividade de IcaB resulta na desacetilacao do
polissacarideo PIA que é necessaria para associacao a superficie celular bacteriana.
Esta desacetilacdo mediada acredita-se ser importante na formagao de biofilmes e
para evasdo da fagocitose, mediada pelo polissacarideo PIA, atuando ligada a
superficie celular de Staphylococcus (VUONG et al., 2004a). Uma provavel proteina
da membrana, IcaC, é necessaria para a formacdo de longos polimeros e pode estar
envolvida na exportacdo do polissacarideo PIA em formacao (GERKE et al., 1998).
A Figura 1 apresenta um modelo de biossintese do polissacarideo PIA proposto

por VUONG e colaboradores (2004a).
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Modelo da Biossintese de PIA

(3) Desacetilacao (IcaB)

Peptideo-glicana

°
UBRBRNAL o (2) Exportacao (lcaC) ?

1) Polimerizacao (IlcaAD)

Citoplasma

Figura 1. Modelo proposto de sintese do polissacarideo PIA em S. epidermidis.
Adaptado de VUONG et al., 2004a. Fonte: Cuong Vuong, Stanislava Kocianova,
Jovanka M. Voyich, Yufeng Yao, Elizabeth R. Fischert, Frank R. DeLeo e
Michale Otto, do Instituto Nacional da Satde, Hamilton, Montana.

No modelo proposto por Vuong e colaboradores (2004a), o polissacarideo
PIA é sintetizado em trés etapas. A sintese inicia com a proteina IcaA adicionando
os mondmeros Glicosamina-N-Acetil ao polimero em formagao. IcaA necessita da
proteina IcaD para uma completa atividade (GERKE et al., 1998). A transferéncia
para o exterior da célula presume-se ser realizada pela proteina IcaC. Estando no

exterior da célula, a proteina IcaB tem o papel de desacetilar o polissacarideo

introduzindo-lhe cargas positivas.

Outro grupo de genes relacionado a formagdo de biofilmes com regiao
homologa ao icaADBC de S. epidermidis é o pgaABCD de E. coli. Tal regido genética
sintetiza um polissacarideo de wunidades p-1,6-N-acetil-D-glicosamina que
promove ligacdo superficial, adesdo intercelular e formacao de biofilmes (WANG
et al., 2004). Este polissacarideo, nomeado PGA, que possui menos de 3% de

residuos desacetilados e peso molecular alto (= 400 kDa), influi na formagao de
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biofilme independentemente da acdo de outras estruturas como pili, curli e

mobilidade.

O polipeptideo PgaC de E. coli refere-se a uma proteina da membrana
interna da familia glicosiltransferase com 2 hélices transmembrana na terminagao
N e 3 dominios transmembrana na terminagdo C (WANG et al., 2004). J4 a proteina
PgaB é prevista como uma lipoproteina contendo 672 aminoacidos com provavel
dominio N-desacetilase. Com localizagdo provavel na membrana externa,
encontra-se a proteina PgaA contendo 807 aminoacidos que, juntamente com
PgaB, demonstra inibir a exportacdo do polissacarideo PGA extracelularmente
(ITOH et al., 2008). A menor proteina do operon pgaABCD, a PgaD, com
localizacao provavel na membrana interna contendo 137 aminoécidos, é também

necessaria para a formacgao do polissacarideo PGA.

Em Yersinia pestis, um material extracelular secretado, muito
provavelmente um polissacarideo, estd relacionado ao operon hmsHFRS
(FORMAN et al., 2006). A maior proteina do operon hms de Y. pestis é a HmsH,
com 822 aminodcidos contendo uma estrutura tipica de uma proteina
transmembrana. Mutagdo sitio-dirigida em alguns aminoacidos desta proteina
determinaram que o residuo R (Arginina) 134, mesmo nao sendo crucial, pode
moderadamente reduzir a eficdcia na formacdo de biofilmes (FORMAN et al.,

2006).

HmsF de Y. pestis pertence a uma extensa familia de desacetilases. Em
substituicdes de residuos conservados do dominio desacetilase, demonstrou-se
que os residuos D (&cido aspartico) 114 e D (4acido aspartico) 115 impediram
completamente a formagao de biofilmes, provavelmente afetando a sua possivel
atividade para desacetilacdo. A substituicdo do residuo H (histidina) 184 também
influi negativamente na formacdo de biofilmes. Ja a alteracdo do residuo W
(triptofano) 143 comprovou que, apesar de ndo ser essencial, afeta a

funcionalidade da proteina, possivelmente a atividade enzimatica (FORMAN et

al., 2006).
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Alguns estudos ja relataram as similaridades entre as provaveis
glicosiltransferases de S. epidermidis (proteina IcaA), Y. pestis (proteina HmsR) e de
E. coli (proteina PgaC) e a fungao critica destas proteinas na formagao de biofilmes
(PENDRAK e PERRY, 1993; HEILMANN et al., 1996, WANG et al., 2004). A
comparagdo de seqiiéncias entre as proteinas HmsR, IcaA, PgaC e BscA
(Gluconobacter — xylinus) levou a identificacdio do motivo conservado
‘D,D,D35QxxRW” (SAXENA e BROWN, 1997). Nas substitui¢cdes de aminoacidos
testadas, quatro dos residuos no motivo ‘D,D,D35QxxRW’ de HmsR, D (4cido
aspartico) 176, D (4cido aspértico) 269, Q (Glutamina) 305, R (Arginina) 308,
demonstraram ser criticos para a producdo da matriz extracelular de biofilmes em

Y. pestis (FORMAN et al., 2006).

A menor proteina sintetizada pelo operon Hms de Y. pestis, a HmsS
contém a predicdo de 2 dominios transmembrana. Substituicdes feitas em residuos
de aminoacidos conservados desta proteina identificou os residuos W (triptofano)
80 e Y (tirosina) 83 como sendo criticos para a funcao de HmsS, levando a perda
de sua fun¢do. Ambos os residuos W80 e Y83 estdo dentro da prevista regido

citoplasmaética de HmsS (FORMAN et al., 2006).

O gene bpsA de espécies Bordetella, pertencente ao operon bpsABCD, prevé
codificar uma proteina com 661 aminoacidos possuindo 4 dominios
transmembrana com similaridade a HmsH de Y. pestis e a PgaA de E. coli. O
polipeptideo BpsB preveé codificar uma proteina com 701 aminoécidos que possui
similaridade com IcaB de S. epidermidis. Assim como IcaB, BpsB possui provavel
dominio polissacarideo N-desacetilase. J4 o provéavel dominio da proteina BpsC,
comparado com a IcaA de S. epidermidis e PgaC de E. coli, indica fazerem parte da
familia 2 das enzimas glicosiltransferase (CAMPBELL et al., 1997). O motivo para
uma glicosiltransferase processiva (isto é, que transfere multiplos residuos de
aglicares para um aceptor) também esta presente na proteina BpsC (PARISE et al.,

2007).
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2.5 Polissacarideo Poli-(p-1,6-N-Acetil-D-Glicosamina)

Um variado ntimero de regides genéticas que implicam na producado de
exopolissacarideos estdo relacionados a ligacao superficial, adesao intercelular e

manutencdo e desenvolvimento da arquitetura de biofilmes.

Recentemente, o polissacarideo poli-(p-1,6-N-acetil-D-glicosamina) tem

sido implicado na formacdo de biofilmes em vérias bactérias patogénicas.

PIA (polysaccharide intercellular adhesin) é um homopolimero de ligacoes [3-
1,6 dos residuos N-acetilglicosamina que esta localizado na superficie celular da
bactéria Gram-positiva S. epidermidis e é necessario para formacdo de biofilmes.
Este polissacarideo contém ao menos 130 residuos de ligacdes interglicosidicas na
conformacdo -1,6 (MACK et al., 1996a). Entre 16,4% e 9,9% dos monomeros N-
acetil-D-glicosamina (Figura 2) estdo desacetilados, proporcionando uma carga
positiva ao polimero. Esta desacetilagio é necessdria para a ligacdo de PIA a
superficie celular bacteriana e para a evasdo ao sistema de defesa do organismo ao
qual a bactéria estd localizada (VUONG et al., 2004a). Imagina-se que pela
producdo de PIA a bactéria pode mudar suas propriedades eletrostaticas na
superficie celular, que estd carregada negativamente. Isto demonstra que a
desacetilacdo, encampada pela proteina IcaB, é um importante mecanismo de
viruléncia nas infec¢des desta bactéria. O polissacarideo poli-N-acetilglicosamina
(PNAG), que é sintetizado por S. aureus e é muitas vezes referido como sendo PIA,
necessita do mesmo grupo de genes iciADBC para ser produzido (FLUCKIGER et
al., 2005).
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Figura 2. Representacdo de um segmento da quitina, um homopolimero
constituido de unidade de moléculas N-acetil-D-glicosamina interligadas por
ligagdes -1,4. Obtido de LEHNINGER et al., 2000.

O grupo de genes pgnABCD em E. coli sintetiza um polissacarideo

designado PGA  (poliglicosamina) que considera-se bioquimicamente

indistinguivel de PNAG de S. aureus.

PNAG/PIA possuem o poder de proteger células Staphylococci de morte
fagocitica pelo sistema imune de defesa do hospedeiro (VUONG et al., 2004a;
VUONG et al., 2004b). Esta caracteristica faz com que o PNAG torne-se um
potencial candidato a vacina para infec¢des (MAIRA-LITRAN et al., 2005). Tal
potencial como vacina do PNAG foi testado em infec¢des causadas por E. coli,
indicando que a expressdo deste antigeno por bactérias Gram-negativas e Gram-
positivas pode torna-lo efetivamente um alvo numa vacina para maltiplas espécies

patogeénicas de bactérias que sintetizam um polissacarideo semelhante (CERCA et

al., 2007b).

Com as maltiplas propriedades quimicas da molécula PNAG que
influenciam na adesao superficial celular e na protecdo contra o sistema de defesa
do hospedeiro, testou-se com sucesso a interacdo deste polissacarideo com
anticorpos. Este estudo verificou que uma importante propriedade quimica de
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PNAG na interagdo com anticorpos estd fortemente ligada ao seu grau de

acetilagdo (CERCA et al., 2007a).

Embora PNAG fosse primeiramente associado a producdo de biofilmes
pela espécie Staphylococcus, j4 se associa a producdo de biofilmes com este
polissacarideo numa variedade de espécies bacterianas incluindo Escherichia coli,
Yersinia pestis e Bordetella pertussis. Esta relacao pode levar ao desenvolvimento de

uma vacina potencialmente aplicivel para diversas espécies bacterianas.

2.6 Patogenicidade em Chromobacterium violaceum

P

Chromobacterium violaceum é considerado um patégeno eventual para
animais e humanos, sendo seu potencial patogénico em humanos primeiramente

descrito em 1927 na Malasia (SNEATH et al., 1953).

Embora o poder de infeccdo de C. violaceum seja baixo, cada vez mais
aparecem relatos de casos de infeccdo humana por este organismo. Existem mais
de 150 casos relatados que resultaram em septicemia e abscessos pulmonares, da
pele e do figado em varios paises, principalmente em areas tropicais e subtropicais
(DAUPHINALIS e ROBBEN, 1968; OGNIBENE e THOMAS, 1970; PETRILLO et al.,
1984; TI et al., 1993). Na maioria dos casos, a porta de entrada para infeccdo de C.
violaceum é a pele “rompida” exposta ao solo ou &gua contaminada pelo

organismo (LEE et al., 1999).

Ainda que casos de infecgdo por C. violaceum sejam raros, a infeccdo por
este microrganismo pode levar a uma taxa de fatalidade superior a 57%, como em
um caso relatado de doenga granulomatosa cronica em criancas (MACHER et al.,
1982). Os casos com resultados fatais apresentam caracteristicas clinicas, tais como

sepsis, multiplos abscessos no figado, meningite e complicacées pulmonares.

Mesmo que casos de infec¢do humana por C. violaceum sejam raros, o

aumento da incidéncia de tais casos sugere este organismo como patégeno
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emergente. Este aumento denota um cuidado crescente com o seu potencial
patogénico e requer o estudo de terapias efetivas para tratamento desta potencial

infecgao fatal.

A anélise genomica da bactéria Gram-negativa Chromobacterium violaceum
linhagem ATCC 12472 apresenta alguns genes associados a organismos
patogénicos. Encontram-se genes relacionados com adesdo celular hospedeira
como os envolvidos na reunido da maquinaria do pili tipo IV e da via de secrecao
do tipo II. Verifica-se ainda estarem presentes genes relacionados com invasdo
celular na qual encontram-se trés grandes clusters génicos do sistema de secregao
do tipo III. Possui também parte dos genes envolvidos na sintese de
lipopolissacarideos e peptideo-glicanas, ambos envolvidos no choque séptico.
Genes que codificam proteinas membros da familia RTX, que incluem toxinas
como hemolisinas e colicinas, também se encontram no genoma de C. violaceum.
Esta bactéria possui ainda enzimas como a catalase, peroxidases e superéxido
desmutase, que estdo potencialmente envolvidas no processo de desintoxicacdo. A
patogénese de C. violaceum pode ainda estar relacionada com os genes para sintese

de violaceina que esta bactéria possui (BRITO et al., 2004).

Uma vez que biofilmes possuem implica¢des na medicina pela ligacdo que
possuem com infeccdes, é de grande valia encontrar meios de controle para a

formagdo de biofilmes. A capacidade de C. wviolaceum formar biofilmes
(MARTINELLI et al., 2002, RECOUVREUX, 2004) indica que um entendimento na

formacdo de biofilmes pode contribuir no controle de sua patogenicidade.

2.7 Resisténcia a Antibioticos pelos Microrganismos

Antibioticos caracterizam-se pelo seu modo de agdo no organismo alvo,

sendo 0s mais comuns:
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¢ Inibicdo da sintese de &cidos nucléicos (antibidticos rifampicina,
cloroquinas);

e Inibicdo da sintese de proteinas (antibidticos tetraciclina,
cloranfenicol);

e Acao na membrana celular (polienos, polimixinas);

¢ Interferéncia no sistema enzimatico (sulfametoxazole);

Acdo na parede celular (penicilina, vancomicina).

No entanto, cada vez mais os microrganismos estdo expressando
resisténcia a antibidticos através de producdo de enzimas que destroem o
componente ativo da droga, sintetizando enzimas alteradas que sao pouco
afetadas pela droga (Figura 3), mutando alvos estruturais do antibidtico ou
alterando constituintes da parede celular, dificultando a entrada do antibi6tico

pela permeabilidade da membrana (WICKENS, 2005).

18



Bomhba de expulsio

Flazmiden

Antihidtica
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Erzima de

alteragio ds Antibidtico

Figura 3. Esquema de uma célula bacteriana com o ataque de antibiéticos e seus
mecanismos de defesa. Em azul: antibi6ticos; em vermelho: enzimas de
degradacdo de antibiéticos; em verde: enzimas de alteracdo de antibiéticos; em
cinza: bombas de expulsdo de antibiéticos; ao centro: plasmideo com os genes
de resisténcia a antibidticos (BATES et al., 2001). Adaptado de www.scq.ubc.ca.

Com o aumento da resisténcia a drogas pelos microrganismos, estima-se

que aproximadamente 70% das bactérias que causam infec¢des sao resistentes ao
menos a uma das drogas comumente utilizadas para o tratamento. Alguns

organismos sdo resistentes a todas as drogas ja aprovadas e devem ser tratadas

com novas drogas em fase experimental e potencialmente toxicas.

A bactéria Chromobacterium wviolaceum possui genes de resisténcia a

antibidticos do tipo beta-lactama (penicilina e cefalosporina), que sdo inibidores
seletivos da sintese da parede celular. Possui também genes relacionados com a
expulsdao de drogas citotéxicas para o ambiente extracelular. A maquinaria

genética desta bactéria conta ainda com resisténcia a bacitracina, biciclomicina,
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cloramfenicol, kasugamicina e metilenomicina (FANTINATTI-GARBOGGINI et
al., 2004). Isto pode ajudar a explicar a comum resisténcia as drogas em infecgdes

causadas por esta bactéria.
2.8 Genomica Comparativa e Ferramentas de Bioinformatica

A busca pelo entendimento do c6digo genético fez surgir os bioinformatas
que desenvolvem algoritmos para facilitar a interpretacdo da codificacdo que o
genoma de um microrganismo apresenta. O trabalho de bioinformatas
disponibilizou publicamente uma grande quantidade de programas e servidores.
Algumas destas ferramentas disponiveis publicamente na rede mundial de

computadores encontram-se listados na Tabela 2.
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Tabela 2. Programas e servidores disponiveis publicamente na Internet para
analise de dados biol6gicos.

NOME ENDERECO NA INTERNET REFERENCIA
Bancos de Dados
GenBank www.ncbi.nlm.nih.gov/GenBank (BENSON et al., 2000)
PDB www.rcsb.org/pdb/ (BERMAN et al., 2000)
Alinhamento de
Seqiiéncias
BLASTP www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/ (ALTSCHUL et al., 1990)
CLUSTAL W www.ebi.ac.uk/clustalw/ (JEANMOUGIN et al., 1998)
BioEdit www.mbio.ncsu.edu/BioEdit/BioEdit (TIPPMANN, 2004)
Fontes de Procura por
Proteina-Molde
PHYRE www.sbg.bio.ic.ac.uk/phyre/ (KELLEY et al., 2000)
3D-JIGSAW www.bmm.icnet.uk/servers/3djigsaw/ (BATES et al., 2001)
SWISS-MODEL ca.expasy.org/spdbv/ (PEITSCH, 1996)
Modelagem de
Proteinas
3D-JIGSAW www.bmm.icnet.uk/servers/3djigsaw/ (BATES et al., 2001)
SwissPdbViewer www.expasy.cg/[% Is)v]\gi]fsmod /SWISS- (KAPLAN SOIZ)Ilj;TLEJOHN,
PHYRE www.sbg.bio.ic.ac.uk/phyre/ (KELLEY et al., 2000)
Valida¢ao de Modelos
PROCHECK www.biochem.ucl.ac.uk/~roman/ procheck (LASKOWSKI et al., 1996)
VERIFY3D nihserver.mbi.ucla.edu/Verify_3D/ (EISENBERG et al., 1997)

Predicdo de Proteinas
com Regides Tipicas
de Membrana
PRED-TMBB

HMM-TM

bioinformatics.biol.uoa.gr/PRED
bioinformatics.biol.uoa.gr/ HMM

(BAGOS et al., 2004)
(BAGOS et al., 2006)

Dentro das instituicdes que disponibilizam publicamente este banco de

dados biol6gicos, destaca-se o NCBI (National Center for Biotechnology Information),

sediado nos Estados Unidos, que disponibiliza 0 GenBank® (BENSON et al., 2000).

Este banco de dados concentra os principais sequenciamentos de genomas

publicados mundialmente.
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Para o alinhamento de sequiéncias de proteinas dispde-se do servidor
BlastP (ALTSCHUL et al., 1990) que apresenta a identidade de uma seqtiéncia de
aminodcidos referindo-se a presenga do mesmo aminoacido na mesma posi¢ao em
duas seqiiéncias alinhadas. Apresenta ainda a similaridade de uma seqtiéncia,
mensurando quantos aminoacidos similares estdo presentes na mesma posicdo

numa dada seqiiéncia.

O alinhamento multiplo, que compara ao mesmo tempo varias seqiiéncias,
baseia-se na expressdao da semelhanca evolutiva e estrutural entre as proteinas.
Clustal W (JEANMOUGIN et al., 1998) é um servidor que utiliza alinhamento
progressivo criando uma 4arvore-guia baseado em andlise filogenética. Esta
estratégia produz alinhamentos razodveis, podendo gerar imprecisdes entre
seqiiéncias vagamente relacionadas. No entanto, a utilizagdo de vérias seqiiéncias
para criar perfis aumenta a precisio do alinhamento para seqiiéncias mais

vagamente relacionadas (GIBAS e JAMBECK, 2001).

Também entre as informagdes sobre proteinas disponiveis em servidores na
Internet, dispde-se da predicdo da hélice transmembrana. Esta predigao,
relacionada com a estrutura secundéria, inclui o reconhecimento de regides nas
seqiiéncias protéicas que podem ser inseridas nas membranas das células. Os
métodos para prever as hélices transmembrana nas seqiiéncias de proteinas
identificam as regides na seqiiéncia que podem dobrar-se numa hélice e, ao
mesmo tempo, existir no ambiente hidrofébico da membrana. Entre os servidores
de predicio de hélice transmembrana disponiveis encontra-se o HMM-TM

(http:/ /bioinformatics.biol.uoa.gr/HMM-TM/).

Uma importante fonte na busca de informagdes sobre proteinas denomina-
se PDB (Protein Data Bank) que disponibiliza publicamente a estrutura
tridimensional de proteinas obtida por cristalografia por difracdo de raios-X ou

por difracdo de ressondncia magnética nuclear (NMR).

22



Uma metodologia bem sucedida na predigdo de estruturas tridimensionais
constitui-se na modelagem comparativa ou modelagem por homologia. Esta
modelagem baseia-se no conhecimento de que a conformagao estrutural de uma
proteina é mais conservada que sua seqiiéncia durante o processo evolutivo e que
pequenas mudancas nas seqiiéncias resultam em sutis modifica¢cdes na estrutura
espacial (NAYEEM et al., 2006). Entre as ferramentas de construgao automatizada

de estruturas protéicas encontra-se o 3D-JIGSAW (BATES et al., 2001).

A obtencdo de um modelo protéico virtual através de homologia envolve
basicamente as etapas de: busca de proteinas com estruturas tridimensionais
homologas, alinhamento das seqiiéncias, construcdo das coordenadas no espago e

a validacdo do modelo. Uma visualizacdo esquemética é apresentada na Figura 4.
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Seqiiéncia Alvo
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Figura 4. Esquema geral da modelagem de proteinas por homologia. Fonte:

PIEMOLINI, 2004.

Ainda dentro da modelagem estrutural de proteinas existe também o

método de reconhecimento do enovelamento/empacotamento de proteinas que

estd disponivel num banco de dados, que é efetuado pelo servidor PHYRE

(KELLEY et al., 2000). A técnica de reconhecimento de estruturas tridimensionais
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de proteinas é considerada eficiente, pois ha um restrito nimero de diferentes
maneiras pelas quais podem ser encontradas na natureza, em grande parte em

fungao da evolugdo e das restrigdes impostas pelas leis da fisica e quimica.

Depois de gerado um modelo molecular protéico virtual, torna-se
importante a avaliacdo do nivel de qualidade e de confiabilidade do mesmo. Nesta
etapa é avaliada a qualidade da estrutura espacial da proteina, possiveis erros
estruturais em regides localizadas e os parametros estereoquimicos (JOHNSON et
al., 1994). Um programa utilizado na avaliacdo dos parametros estereoquimicos
(angulos torsionais da cadeia principal e laterais) da proteina gerada é o chamado
PROCHECK (LASKOWSKI et al., 1996) que avalia a qualidade do gréafico de
Ramachandran (RAMACHANDRAN et al., 1963). O grafico de Ramachandran
define os residuos que se encontram nas regides energicamente mais favoraveis e
desfavoraveis e orienta a avaliacdo da qualidade de modelos tedricos ou

experimentais de proteinas.

A validacdo de modelos estruturais construidos neste trabalho contempla
também o uso do programa Verify3D (EISENBERG et al., 1997), que avalia o

ambiente do modelo tridimensional (3D) de cada residuo com sua prépria

[N

seqiiéncia de aminodcido (1D), considerando um ambiente mediano o qual

[N

encontrado num banco de dados de proteinas conhecidas. A cada residuo

estabelecida uma probabilidade de estar neste ambiente.
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CAPITULO III

MATERIAIS E METODOS

3.1 Ferramentas de Bionformatica para Gendmica Comparativa

Este trabalho emprega ferramentas de bioinformatica disponiveis
publicamente na rede mundial de computadores para realizar estudos de
genomica comparativa. As ferramentas utilizadas foram: Clustal W, Phyre, 3D-
JIGSAW, PRED-TMMB, HMM-TM, Procheck, Ramachandran, Verify 3D e uma
descricdo delas encontra-se na Seccdo Gendmica Comparativa da Revisdo

Bibliografica.

3.2 Bactérias Formadoras de Biofilmes Utilizadas para Estudo de

Genomica Comparativa

Nas comparacdes realizadas foram utilizadas as seqiiéncias de
aminodcidos dos organismos listados na Tabela 3. Estes organismos com suas
respectivas regides genomicas foram selecionados para este estudo pela sua
comprovada ligacdo com a formacdo de biofilmes ou de producdo de
polissacarideos, como descrito na Revisdo Bibliografica. Para tanto, foram
utilizados o operon pgaABCD de Escherichia coli (linhagem K12), icaADBC de
Staphylococcus epidermidis, hmsHFRS de Yersinia pestis (linhagem KIM6+) e
hmsHEFR-BP1941 de Bordetella pertussis (linhagem Tohama I). Todas estas regides
gendmicas foram comparadas com o operon hmsHFR-CV2940 da linhagem ATCC

12472 de Chromobacterium violaceum.
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Tabela 3. Bactérias com respectivas regides gendmicas utilizadas no estudo

comparativo.
Organismo e Nuimero de Acesso lilzreréesl(‘)onie Gene/ORF
GenBank
GenBank
NP_902610 CV2940

Chromobacterium violaceum, ATCC 12472 NP _ 902611 hmsR
NC_005085 NP_902612 hmsF
NP_902613 hmsH

P69435 pgaA

Escherichia coli, K12 P75906 pgaB
NC_000913 P75905 pgaC

P69433 pgaD

AAZ78357 icaA

Staphylococcus epidermidis, AAZ78358 icaD
DQ149646 AAZ78359 icaB

AAZ78360 icaC
AAB66588 hmsH

Yersinia pestis, KIM6+ AAB66589 hmsF
YPU22837 AAB66590 hmsR

AAB66591 hmsS

NP_880625 BP1941

Bordetella pertussis, Tohama I NP _ 880626 hmsR
NC_002929 NP_880627 hmsF
NP_880628 hmsH

Cada polipeptideo que é gerado por cada um dos genes listados na Tabela
3 foi comparado com a proteina de mesmo nome ou de provavel dominio
semelhante em todos os organismos deste estudo, segundo informacao
apresentada no GenBank (BENSON et al., 2000). Este banco de dados, apds uma
procura por nome de proteina/ORF, apresenta sua seqiiéncia de aminodcidos com
seu provavel dominio enzimético. Neste sentido, foram comparados os grupos de

proteinas listados na Tabela 4.
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Tabela 4. Grupos de proteinas utilizados para alinhamento multiplo.

Proteina/ORF Organismo
HmsR Y. pestis
HmsR C. violaceum
HmsR B. pertussis

IcaA S. epidermidis
PgaC E. coli
HmsF Y. pestis
HmsF C. violaceum
HmsF B. pertussis
PgaB E. coli
IcaB S. epidermidis
HmsH Y. pestis
HmsH C. violaceum
HmsH B. pertussis
PgaA E. coli
IcaC S. epidermidis
HmsS Y. pestis
CV2940 C. violaceum
BP1941 B. pertussis
PgaD E. coli
IcaD S. epidermidis

Uma aproximacdo inicial entre os grupos de proteinas (Tabela 4) foi
realizada utilizando-se o servidor Clustal W (JEANMOUGIN et al., 1998), através
de alinhamento multiplo, no intuito de identificar possiveis residuos conservados
entre as proteinas em estudo. O servidor Clustal W realiza o alinhamento multiplo
baseando-se na semelhanga evolutiva entre as proteinas, identificando, desta
forma, aminoacidos essenciais na funcdo da proteina. As seqtiéncias dos grupos de
proteinas (Tabela 4) para analise no Clustal W, foram obtidas no GenBank
(BENSON et al., 2000) com arquivos no formato “Fasta”. Para a identificacdo de
aminoacidos criticos foram utilizados como parametro aqueles essenciais na
formacdo de biofilmes em Y. pestis (FORMAN et al., 2006). O alinhamento gerado
no formato “.algn” foi entdo visualizado no programa BioEdit (TIPPMANN, 2004).

Como algumas proteinas possuem localizagdio na membrana externa,
utilizou-se o servidor PRED-TMMB para prever a distribuicdo dos aminoacidos na

membrana. Este servidor prevé e discrimina proteinas com o dominio -barril (em
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forma de barril fechado) na membrana externa de bactérias Gram-negativas
baseado na estrutura de 16 proteinas de membrana externa conhecidas em nivel
de resolucdo atomica (BAGOS et al., 2004). Para esta andlise foi submetido a
sequéncia de aminoacidos da proteina HmsF de Chromobacterium violaceum

ATCC12472 e HmsF de Y. pestis KIM6+.

A predicao de proteinas transmembrana com dominio a-hélice foi realizada
pelo servidor HMM-TM (BAGOS et al., 2006). Este servidor utiliza algoritmos de
calculo probabilistico baseado no Modelo de Hidden Markov para prever a
existéncia de uma proteina na membrana, discriminando os aminoacidos com
conformacao espacial em a-hélice e que podem existir neste ambiente hidrofébico.
Foi efetuada a analise das proteinas de membrana HmsR e CV2940 de C. violaceum

ATCC12472 e comparada com as proteinas HmsR e HmsS de Y. pestis KIM6+.

3.3 Modelagem Estrutural

A modelagem estrutural foi realizada pelos servidores 3D-JIGSAW (BATES
et al., 2001) e PHYRE (KELLEY et al., 2000).

O servidor PHYRE gera um modelo de proteina baseado no
reconhecimento do enovelamento de proteinas. O modelo é gerado inicialmente
encontrando um molde através do alinhamento de seqiiéncias, copiando as
coordenadas e rotulando os residuos de acordo com a seqtiéncia-alvo (baseado no
alinhamento). Para a geracdo de um modelo estrutural o servidor 3D-JIGSAW
utiliza a modelagem comparativa (ou modelagem por homologia), obtendo a
estrutura tridimensional de estruturas conhecidas com significante homologia.
Para isto, a proteina-alvo é “quebrada” em pequenos segmentos e entdo procurado
num banco de dados um segmento que se iguala ao polipeptideo que esta sendo
modelado. A procura no banco de dados baseia-se na similaridade de seqtiéncia e

conformacional e compatibilidade com a estrutura alvo. O modelo entdo é criado

extraindo as coordenadas das posigdes alinhadas.
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A visualizacado tridimensional da proteina gerada, dos moldes utilizados,
bem como dos aminodacidos criticos na formagdo de biofilmes, foi efetuada pelo
programa Swiss-PdbViewer (KAPLAN e LITTLEJOHN, 2001). Neste trabalho as
estruturas secundarias foram padronizadas como vermelho para as a-hélices,
amarelo para as folhas-p (ou folha pregueada) e verde para as regides de loops (ou

algas).

Para verificar a validade do modelo tridimensional foi utilizado o programa
ProCheck (LASKOWSKI et al., 1996), que apresenta a qualidade estereoquimica
através do grafico de Ramachandran (RAMACHANDRAN et al., 1963). Este
grafico apresenta a estabilidade das ligagdes peptidicas da cadeia polipeptidica,
analisando os angulos de torcdo (y e ®). A conformacdo da cadeia peptidica é
descrita pelos angulos na estrutura principal da proteina (angulo entre o
nitrogénio e carbono alfa (N - Cqa = ® (phi) e dngulo entre o carbono alfa e carbono
(C - Ca = y (psi)). A andlise de um modelo tridimensional pelo grafico de
Ramachandran baseia-se em estruturas cristalograficas de 118 proteinas numa
resolucao melhor que 2,0 A (LASKOWSKI et al., 1993). Para esta andlise das
estruturas a alta resolucdo foram definidas regides permitidas, adicionalmente
permitidas, generosamente permitidas e proibidas. A regido mais favoravel no
grafico estd expressa em vermelho, a regido permitida em amarelo, a regido
generosamente permitida em amarelo claro e a ndo permitida em branco. As
regides vermelhas correspondem a conformacdo onde nenhum choque

estereoquimico é observado, ou seja, onde encontram-se as a-hélices e folhas-f.

No intuito de uma verificagao mais sélida e ampla da qualidade do modelo
construido, efetuou-se uma andlise pelo programa Verify3D (EISENBERG et al.,
1997). Este programa mede a compatibilidade entre o0 modelo da sua estrutura
tridimensional com sua seqiiéncia primadria, através de um perfil 3D. Cada posicdo
do residuo na estrutura é caracterizado pelo seu ambiente quimico considerando 3
parametros: area do residuo que estd no interior da proteina, a fracdo de area de

cadeia lateral que estd ocupada por atomos polares (O e N) e a estrutura
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secundaria local. A relagdo 3D-1D que tiver valores negativos indica que aquele

aminodcido estd num ambiente incorreto.
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CAPITULO IV

RESULTADOS E DISCUSSOES

4.1 O Operon hms em Chromobacterium violaceum

O operon hmsHFR-CV2940 (ERMOLAEVA et al., 2001) possui razoavel
identidade com clusters de genes de Yersinia pestis, Escherichia coli, Staphylococcus
epidermidis, Bordetella pertussis, entre outros. Este trabalho procurou relacionar a
funcdo dos polipeptideos do operon hms de Chromobacterium violaceum (Figura 5)
com o grupo de genes das bactérias acima por estas ja apresentarem uma relacao

comprovada com a producao de biofilmes e/ou de polissacarideos.

Considerando que a semelhanca de estrutura entre duas proteinas ja é, em
geral, suficiente para supor semelhanca de funcdo, a conservagdo do operon é
entdo um forte indicativo de que as funcdes das proteinas por ele codificadas
devam servir ao mesmo propésito. Neste sentido a estrutura do operon hms de C.
violaceum , que inclui a ORF CV2940 ¢, portanto, compativel com a estrutura de

genes sabidamente patologicos.
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Figura 5. Esquema do operon hms em C. violaceum, codificado na fita reversa do
DNA genomico. As setas indicam os genes/ORFs do operon. Os nameros
acima das setas correspondem ao ntimero de aminoécidos e ao peso molecular
do polipeptideo resultante de cada gene/ORF. Sob as setas esta indicada a
posicdo de inicio com o cédon de inicio e, ainda, a posicdo de parada do
respectivo gene/ORF. Os ntmeros que aparecem no interior dos circulos
indicam a distancia intergénica. As informacdes apresentadas foram obtidas do
Brazilian National Genome Project Consortium (2003).

4.2 Conservac¢ao dos Residuos Criticos e Localizacao das Enzimas

O gene hmsR em C. violaceum codifica um polipeptideo com 411
aminoacidos, possuindo identidade com proteinas com dominio da familia 2
glicosiltransferase (BRAZILIAN NATIONAL GENOME PROJECT
CONSORTIUM, 2003), que possuem funcdo essencial na polimerizacdo de
polissacarideos. Acredita-se que esta enzima atue em conjunto com outras
enzimas sintetizadas pelo mesmo grupo de genes (operon), utilizando-se, como
substrato na formacdo do polissacarideo, a molécula UDP-N-acetilglicosamina
presente no citoplasma (VUONG et al., 2004a). A proteina HmsR de C. violaceum
localiza-se na membrana interna, apresentando os aminoacidos distribuidos nas

regides transmembrana conforme demonstrado nas Figura 6 e Figura 7.

33



= -

¥ 2 3 4 5 [
123456878901 2345678901234567850123456878901234568785012345687840

FYY P LEMSY LW T CAVGY Y LHYERHDEPLEHFEDVSYPEVIVVVECEFNEER

RVTHQAHNOEKATELN

Q000 MNHYVLD
0080 HVEETLSHAT.A
0120 TALLLSRYEHLICIDGDATLLDPHA AR IMRHFOLESRVEAVI GNP I RNRTTLLGRLOVE
0180 EFTSIIGLIKRAQRTYGRLE ’F'u\:"*.-’l AFRKTAVVORCYHSPIMLTEDI DT SHET QLOHN

HAHGETQALLENSEIFGIWREREMMWEVIVEYEE
0200 SVVWSYVMAFT I TWWIVDVF I PCALPEVDSPFLENHQCGLLLGLTCLLOE TVSKAIDSRYD

UYPEFEVIAVNDESRDETAR T INOMAOEHEE

0380 RELEENY FHMVWY PLAYWLVNTAT TVVAFPOAALRRECKRARWVSPOREVE

out 18

220

in..31 154
ki 195215
out 216 283
tm 294 316
(e s
tm 338 3585
out 356 373
tm 376 3594

Consensus Plot

C _

in 395 411

0 250 300 350
HIM-TH

Figura 6. Predicdo das regides transmembrana pelo servidor HMM-TM da
proteina HmsR de C. violaceum. As flechas indicam a localizacdo dos residuos
considerados essenciais para formacdo de biofilmes em Y. pestis. Em verde:
regido interna; em azul: regido externa e em vermelho: regido transmembrana.
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Figura 7. Predicao das regides transmembrana pelo servidor HMM-TM da HmsR
de Y. pestis. As flechas indicam a localizacdo dos residuos considerados essenciais
para formacao de biofilmes em Y. pestis. Em verde: regido interna; em azul: regido

externa e em vermelho: regido transmembrana.

A revisdo bibliogréfica apresenta um trabalho realizado para identificar os

residuos de aminoécidos importantes na fungdo desta proteina na formacdo de
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biofilmes (FORMAN et al.,, 2006). Na comparacdao por alinhamento multiplo
gerado pelo servidor Clustal W com outras provaveis proteinas glicosiltransferase,
verifica-se que se conservam também em C. violaceum os aminoacidos criticos para
producao de biofilmes (Figura 8). Um dos residuos essenciais para produgao de
biofilmes identificados em Y. pestis é o aspartato ou &cido aspartico (D), de
seqiiéncia ntimero 176. No alinhamento mdultiplo verifica-se que este residuo
encontra-se conservado em todas as bactérias utilizadas no estudo, sendo que em
C. violaceum este residuo encontra-se na seqiiéncia com o namero D135. Outro
aminoacido importante na formagao de biofilmes, o aspartato (D) 269 em Y. pestis,
também encontra-se conservado em todas as bactérias deste estudo e, em C.
violaceum, é representado pelo aspartato (D) 228. O alinhamento multiplo mostra
ainda que o aminodcido glutamina (Q) 305, critico para producdo da matriz
extracelular em Y. pestis, conserva-se em todos os organismos do estudo, e em C.
violaceum é representado na seqiiéncia de aminodacidos pelo nimero Q264. Outro
aminodcido essencial na formacdo da matriz extracelular em Y. pestis, a arginina
(R) 308, também estd conservado em todos os organismos e, em C. violaceum,
encontra-se no residuo arginina (R) 267. A conservacdo também em C. violaceum
destes aminoacidos, considerados essenciais para Y. pestis, indica que a proteina

HmsR tem a mesma atuacdo na sintese da matriz extracelular.
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Y. pestis 121 TAINDG3EDD TAQULDALLA EDPRLRVIHL AHNQGRATAL RMGAAAARSE YLVCIDEDAL
E. coli 108 IAVNDGATDE TRAILDRMAA QTPHLRVIHL AQNQGEAIAL KTGAAAAKAIE YLVCIDREDAL
C. violaceum 80 TAVNDGERDG TAATILNQMAQ EHPRLRVIHD AHNQGKAVGL NTALLLZRYE HLICIDEDAL
B. pertussis 83 TAVNDGERDN THALLNELAE QYPRLLVVHD SRNEGKAIGL NTAAQLADAE FLLCIDEDAL
$. epidermidie B0 TIIINDGE3DN TAEITYDFRE NHD-FEFVDL EVNRGKANAL NEGIKQASYE YVMCIDLDTV
Y. pestis 181 LDENAVPYLV APLIANPRTG AVTGNPRIRT RETLIGRVOQYV GEF3AIIGLI ERTQRVYGOV
E. coli 168 LDRDAAAYTV EPMLYNPRVG AVTGNPRIRT RATLVGKIQV GEY3AIIGLI ERTQRIYGNV
C. violaceum 140 LDPHAARWLM RHFQLGERVG AVTGNPRIBN RTTLLGRLQYV GEFTSIIGLI KRAQRTYGRL
B. pertussis 143 PHPDRITYML THFLHAGHVG AVTGNPRIRN RATVLGREMOV GEF33IVGLI ERTOQLYGEL
S. epidermidis 139 IDDDAPFYMI EDFRENPRLG AVTGNPRIEN K33ILGRIQT IEYASIIGCT KRIQILAGAT
Y. pestis 241 FTVIGVVAAF RRRALADVGY WSPDMITEDI DISWELQLEH WRVFFEPRGL CWILMPETLR
E. coli 228 FTVIGVIAAF RREALAEVGY WADDMITEDI DISWELQLNQ WTIFYEPRAL CWILMPETLE
C. violaceum 200 FTVAGVIAAF RETAVVQAGY WAPDMLTEDI DISWEIQLOH WDVRFEPRAL VWILMPETLE
B. pertussis 203 MTVIGVMTMF REQALHQVGY WSPDMOQTEDI DISWELQLAG WTLRYEPRAL TWILMPETFR
§. epidermidis 199 NTIAGVFTLF KE3ALKDVEY WDTDMITHDI AVAWELHLFD YEIKYEPRAL CWMLVEETIG
Y. pestis 301 QEFAEVFLEN MFELWRWRNE BMWLLFLEYS L3ITWAFTYL FRITLYLLGL
E. coli 288 QEGAEVFLEN MTRLWRKENF RMWELFFEYC LTTIWAFTCL VeFITYAVOL
C. violaceum 260 FGGTQALLEN SEIFGEWRFER RMWEVYVEYF FaVVIWEYVMA FITTWWIVDY
B. pertussis 263 RGGIETALEY APRMLNPRQI ILMWEIFLEFS LEVLIWAYAML FLICMAVLGO
§. epidermidis 2579 QGEHEVLLRD FWETIKTEREL SLYILMFEQT ASTTWWYIVL CYLEFLVITA

Figura 8. Parte do alinhamento multiplo de HmsR de C. violaceum comparado com
HmsR de Y. pestis; PgaC de E. coli; IcaA de S. epidermidis e HmsR de B. pertussis.
Estdo demarcados os residuos criticos conservados: aspartato (D), glutamina (Q) e
arginina (R).

4.2 Modelagem Tridimensional e Localizacao dos Residuos Criticos

Para visualiza¢do tridimensional da proteina com suas regides cataliticas,
construiu-se um modelo para o polipeptideo codificado pelo gene hmsR de C.
violaceum. O servidor 3D-JIGSAW utilizou como molde a proteina SpsA (Figura 9),
uma glicosiltransferase da familia 2 registrada no banco de dados PDB pelo cédigo
1qg8 (CHARNOCK e DAVIES, 1999). Estas enzimas podem catalisar a inversao de
nucleotideos-difosfatos alfa-ligados para formagdo de produtos beta-ligados.
Dentro dos substratos para a ocorréncia deste mecanismo catalitico pode estar a
molécula UDP-N-acetilglicosamina. Embora estudos complementares com técnicas
de obtengdo direta sejam necessarios, pode-se cogitar que a proteina HmsR em C.
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violaceum também possa utilizar este nucleotideo difosfato alfa-ligado, geralmente
presente no citosol nas bactérias, para produzir o polissacarideo com ligacdes beta

poli(beta-1,6-N-acetil-D-glicosamina).

Figura 9. Modelo estrutural tridimensional da proteina HmsR de C. violaceum (a)
e do molde utilizado 1qg8 (b).

A modelagem estrutural gerada (Figura 10) apresenta os aminodcidos
criticos para a funcdo desta proteina na formacdo de biofilmes dispostos
tridimensionalmente muito proximamente. Tal disposi¢do espacial entre residuos
essenciais na atividade de uma enzima, numa andlise inicial, é geralmente
associada a um sitio catalitico (MATHEWS, 2000). Estdo presentes nesta regiao
catalitica os residuos conservados entre as espécies deste estudo: aspartato (D 135),
aspartato (D 228), glutamina (Q264) e arginina (R 267), numa conformagdo

espacial com capacidade para envolver com esta regido um possivel substrato.

38



Q 264

Figura 10. Modelo construido da proteina HmsR de C. violaceum com localizacao

espacial dos residuos criticos: aspartatos D135 e D228, glutamina Q264 e arginina
R267.

A andlise do modelo tridimensional gerado para HmsR de C. violaceum
mostrou, através do grafico de Ramachandran, que o modelo possui 99,1% dos
residuos em regides energeticamente permitidas, demonstrando boa qualidade
estereoquimica (Figura 11). Na avaliacdio ambiental de cada residuo de
aminoécido, o programa Verify3D apresentou duas regides (residuos 175 a 187 e
230 a 237) com relacdo 3D-1D negativos, indicando um provavel enovelamento
incorreto nesta regido. A andlise também mostrou que os aminoacidos com
provavel fungao catalitica (D135, D228, Q264 e R267) encontram-se em ambiente

considerado possivel.
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Figura 11. Grafico de Ramachandran para o modelo tridimensional gerado
HmsR de C. violaceum (acima) e (abaixo) gréfico apresentando resultados do
programa Verify3D com residuos demarcados aspartato D135, D228, glutamina
Q264 e arginina R267.
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O gene hmsF de C. violaceum codifica um polipeptideo de 572 aminoacidos
com localizacdo subcelular na membrana externa com conformacdo prevista
semelhante ao polipeptideo HmsF de Y. pestis (Figura 12) e dominio com fungao
de enzimas que desacetilam polissacarideos (BRAZILIAN NATIONAL GENOME
PROJECT CONSORTIUM, 2003). A desacetilacdo de polissacarideos possui
importante papel na formacado de biofilmes, pois acredita-se que modifique a carga

elétrica do polissacarideo em formagdo facilitando a aderéncia a superficie

bacteriana (VUONG et al., 2004a).
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Figura 12. Predicdo da distribuicdo dos aminodcidos na membrana externa pelo
servidor PRED-TMMB da proteina HmsF de C. violaceum (a) e de HmsF de Y. pestis

(b).
O alinhamento multiplo entre os organismos deste estudo mostra que a

HmsF de C. violaceum conserva os aminodcidos considerados criticos para a

formacdo de matriz extracelular em biofilmes (Figura 13). Os aminoacidos
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aspartato D114 e D115 da proteina HmsF de Y. pestis, que possuem funcdo na
atividade desacetilase de HmsF, conservam-se em todos os organismos
relacionados na pesquisa, e em C. violaceum conservam-se correspondendo aos
aspartatos D86 e D87. Outro aminoacido que influencia na formacdo da matriz
extracelular em Y. pestis é a histidina H184, que no alinhamento conserva-se em
todas as bactérias deste trabalho e em C. violaceum corresponde ao aminoécido
H156. Também o aminoacido critico na formagdo de biofilmes, o triptofano W143
em Y. pestis, mostra-se conservado em quase todas as bactérias analisadas,
divergindo somente da tnica bactéria Gram-positiva analisada neste estudo, a S.

epidermidis. Este aminoécido corresponde em C. violaceum ao residuo W115.

Y. pestis 89 VAVDQILAAR NGGETLEDEA VILTHDDEYS SFYRRVYPLL KAYRWSAVLA
E. coli 89 VHIAQTREAH RGGRPLPERA VVLTHDDEYQ SFYTRVFPIL QAPCWEAWIA
B. pertussiz B8 IMMQQIIDAR AGVRPLEERE ILLTHDDEYA 3TYTEVFPLL ERFNYEAUVA
C. violacenm 61 VSLDDAMALR AGGRALPDEZ VLLSHDDEYR SVYTQUYPVL FAFRAPALIG
S. epidermidis 96 LTLREFIRYK ERGE-FRERI VWINBDDUDQ TIVDNAPEVL KRYHIPATGR

Y, pestis 139 EVGTWIDTAT DERVODFGG-L STDRDRFATW RQITEMERSG LVEIGAHTYA
E. coli 139 PVGAWYDTEL DEQVRFGD-E LVDREYFATW QQVREVARSR LVELAHTWN
B. pertussiz 138 VWTRWPDARA GTRIRLEEKI EVPHDFEMTW AQLREMAQHG LVELARHEHN
C. violacesm 111 LVGIWLIPPE GGIVNPAG-V EVPRDDFLAW GQIREMUASG LVEVANHTFD
S, epidermidiz 145 LITHHEGATH PHNLNLL3-- --------- K EQLDEMYETG LWDFERHTHD

Figura 13. Parte do alinhamento multiplo da HmsF de C. violaceum comparado
com PgaB de E. coli; IcaB de S. epidermidis; HmsF de Y. pestis e HmsF de B.
pertussis. Estdo demarcados os residuos criticos para formacdo de matriz
extracelular em Y. pestis: D (aspartato), W (triptofano) e H (histidina).

Na obtengdo do modelo tridimensional de HmsF de C. violaceum (Figura
14), o servidor 3D-JIGSAW utilizou como molde a proteina SpPgdA, codificada no
PDB como 2clg (BLAIR et al., 2005), uma desacetilase de N-acetil-glicosamina. A

desacetilacdo envolve principalmente residuos aspartato (D) e histidina (H), com a

co-participacdo de residuos triptofano (W). O modelo gerado apresentando a
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localizacao espacial dos residuos considerados criticos na formacao de biofilmes
para Y. pestis (Figura 14) mostra que eles encontram-se proximamente localizados
no espago. Embora a efetiva comprovagao possa ser feita apenas com técnicas
diretas de reacdes substrato-enzima, pode-se supor previamente que este modelo
possui uma regido catalitica de uma enzima desacetilase para residuos N-acetil-
glicosamina. Como a proteina IcaB da bactéria Gram-positiva S. epidermidis atua na
superficie externa celular, onde é efetuada a desacetilacdo do polissacarideo, e na
bactéria Gram-negativa E. coli seu homologo PgaB funciona na exportacdao do
polissacarideo, pode-se sugerir que a desacetilacdo tenha funcao bioldgica distinta
nestas duas espécies de bactérias. Embora o modo de acdo na sintese de
polissacarideos seja distinto, seu papel no conjunto é largamente aceito. Portanto,
sendo C. violaceum uma bactéria Gram-negativa, como o é a E. coli, é mais provavel
que a HmsF funcione de modo semelhante a PgaB, j4 que possuem o mesmo tipo

de membrana celular.
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D 86
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Figura 14. Estrutura tridimensional de HmsF de C. violaceum com residuos criticos
localizados em posigao favoravel a conservacao da fungao.

Na verificagdo do modelo estrutural gerado, constatou-se uma boa
qualidade estereoquimica, com o grafico de Ramachandran (Figura 15)
apresentando 98,5% dos residuos em regides permitidas. O modelo também
mostra uma boa qualidade quando comparado com os resultados obtidos no
programa Verify3D, apresentando a maioria dos aminoacidos com relacdao 3D-1D

positiva.
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Figura 15. Gréfico de Ramachandran pelo modelo estrutural 3D gerado de HmsF
de C. violaceum (acima) e grafico dos resultados gerados pelo programa Verity3D
(abaixo).
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O gene hmsH de C. violaceum é o maior do operon hmsHFR-CV2940
(ERMOLAEVA et al., 2001), codificando 808 aminoacidos e possuindo localizagao

subcelular na membrana externa (BRAZILIAN NATIONAL GENOME PROJECT
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CONSORTIUM, 2003), de forma semelhante ao que ocorre na proteina HmsH de
Y. pestis.

No alinhamento multiplo efetuado, observa-se que o residuo arginina R113
que teve uma fraca atuagdo na formacao de biofilmes em Y. pestis (FORMAN et al.,
2006), e que em C. violaceum corresponde ao residuo R104, conserva-se em quase
todos os organismos estudados, apenas nado se conservando em S. epidermidis, uma
bactéria Gram-positiva (Figura 16). Sugere-se que o fato do residuo arginina, de
consenso entre as bactérias Gram-negativas, e nao presente na bactéria Gram-
positiva S. epidermidis, pode ter relacdo com a composicdo diferenciada das
membranas celulares destas duas divisdes de bactérias, visto que as bactérias
Gram-positivas ndo possuem a membrana externa. Embora a importancia
funcional dos residuos nesta proteina ndo esteja clara, a localizagdo subcelular
desta proteina na membrana externa em ambas as bactérias Gram-negativas C.

violaceum e Y. pestis, reforca a hipétese de similaridade de fungao.
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E. coli 97  PARGYAAVAV A&EHLQQWQN ALTIWQEALS LEPQNEDYQR GOILTLADAG
Y. pestis 101 33RGLASAAR AYRNERRWDQ ALALWQSSLE KDPTNEDLIS GMIMTOQADAG
B. pertussis 6 TRRTRPASVE GIRRTRLLVA GLAFVGAAAL AAPA----VR DQVOEASRAG
¢, violaceum 92 BAPTLRLLAS AMRDRHDYAH AVELYRRLPE RORD-ASWLA ALAMAQAEAG
S. epidermidis 1 ---------- -- B L
E. coli 147 HYDTALVELE (QLN3GAPD-- -FANLLAEAY TYELAGRHQD ELRAMTESLE
Y., pestis 151 RGGVVLEQAT ELAERDPT-- -VQNYMTLIY LNRATDRNYD ALQASSEAVR
B, pertussis 0% AANTARDIAT EHB-cssscs cossscsses -ALFTPLEYA QLOHAATAQR
C. violaceum 141 ADIQALATLD AADGRGGAGY ALERARARAY VLAAGPEZAR ALAYAQBALA
5. epidermidizs 1T honssrrsns Srhrsncnid bRaTRisrrisRirnnansn ArrEanRsss
E. coli 154 ENASTQOYPT EYVQALRNN- ----- QLAasA TDDANLT--- -- FDIRADIH
Y. pestis 158 LAPTAEEVLE NHLEILORNR I-VEPALRLA EENPNLVIAE HYRQOLERDAA
B. pertussis 04 LRWHRAETWN ---------- --=------= —---oommom mmmoooooo-
C. violaceum 151 RFPDDPDLAR TYVGLLLRLH APFEALAAMT RYRLEDPVLQ SRAELDQAAM
5 epidermdis I mrscrssTo chmsesssns seesscsseessosmesme s

Figura 16. Parte do alinhamento mdultiplo comparando: HmsH de C. violaceum;
HmsH de Y. pestis; HmsH de B. pertussis; PgaA de E. coli e IcaC de S. epidermidis.
Encontra-se demarcado o residuo arginina (R) de efeito moderado na formagao de
biofilmes em Y. pestis.

A construgao do modelo tridimensional, efetuada pelo servidor PHYRE,
que utilizou como parametro a cadeia A da proteina-molde registrada no PDB sob
codigo 1w3b (JINEK et al., 2004), resultou na proteina apresentada na Figura 17. A
utilizacdo como molde da proteina 1w3b denota uma grande importancia, pois
esta possui atividade aditiva de N-acetilglicosamina (GlcNac) (JINEK et al., 2004),
que é a unidade bésica do polissacarideo poli(p-1,6-N-acetil-D-glicosamina). O
dominio de repetidos tetratricopeptideos (TPR) presentes na composicao
tridimensional deste polipeptideo, possuindo funcdo de transportador de
proteinas (HAUCKE et al., 1996), aliado a especificidade de ligacdo ao possivel
substrato  UDP-GIcNAc (KREPPEL e HART, 1999), indica que o modelo
tridimensional HmsH de C. violaceum gerado pode utilizar-se deste substrato para

sintetizar o polissacarideo poli([3-1,6-N-acetil-D-glicosamina).

47



Figura 17. Modelo tridimensional da proteina HmsH de C. violaceum construida
(a) comparada com a proteina molde 1w3b cadeia A (b).

O modelo tridimensional gerado apresenta a localizacdo espacial do

aminodacido arginina R104 (Figura 18).
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Figura 18. Modelo tridimensional de HmsH de C. violaceum gerado com a
identificacdo e localizagdo espacial do aminoécido arginina R104.

A confiabilidade do modelo da HmsH de C. violaceum apresentado
evidencia-se pela sua boa qualidade estereoquimica, uma vez que 99,4% dos
residuos estdo em regides energeticamente permitidas no grafico de
Ramachandran (Figura 19). A boa qualidade do modelo gerado acentua-se na
analise dos resultados obtidos pelo programa Verify3D, que apresenta todos os

aminodcidos com rela¢do 3D-1D positiva.
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Figura 19. Gréfico de Ramachandran analisando o modelo 3D da proteina HmsH de

C. violaceum (acima) e grafico apresentando resultados do programa Verify3D
(abaixo).
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CV2940 é a menor proteina do operon hmsHFR-CV2940, codificando
apenas 173 aminoacidos, com a predicdo de 2 regides transmembrana com
localizacdo na membrana interna (Figura 20) realizada pelo servidor HMM-TM

(http:/ /bioinformatics.biol.uoa.gr/ HMM-TM).
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Figura 20. Predicdo do servidor HMM-TM com as regides transmembrana da
proteina CV2940 de C. violaceum (a) e HmsS de Y. pestis (b). As setas localizam o
aminodcido critico na formacao de biofilmes triptofano (W).

O alinhamento multiplo realizado entre as bactérias deste estudo mostra
que o residuo critico triptofano W80 em Y. pestis conserva-se também nas bactérias
Gram-negativas E. coli e C. violaceum, correspondendo, nesta dltima, ao residuo
W94 (Figura 21). Ja o residuo tirosina Y83 de Y. pestis mostrou-se conservado
somente em E. coli. Observa-se que o residuo tirosina Y66 em Y. pestis, ndo
utilizado para a mutagdo (FORMAN et al., 2006), apresenta consenso com o
residuo tirosina Y80 em C. violaceun, o que indica que uma mutagdo
especificamente neste residuo pode também determinar uma fungdo critica na

formacao de biofilmes.
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E. coli -ESSa MN NLIITTRQSP VRLL---VDY VATTILWTLF ALFIFLFAMD
Y. pestis L e M3 TPLIFTEQRL LPRW---IDI IITALAWFGF VFLLVRGFLE
C. violaceum 1 MATPLHEHED DYLIISAVHN VPWWRRLLGW LVTLAFWCYW FYLWLPLLVS
B. pertussis Ji =E==caas MH QHGVADG-LL YGCWYRIVRP LLVILTWVAF SLYTHHSLVT
$. epidermidis 1 -------- MV KPRQRQYPTV TIYLNIVRES LFITISGVFW MYCIVVMIVY
E. coli 40 LLTG---==-- =--- YYWQS-- -EARSRLOQFY FLLAVANAVVY
Y. pestis 40 MISRAPHMGP IPLRIYIL-- -3GLTTIALY LATAAFNAVV
C. violaceum 51 LARLGGMRVP VPGWVRGIGW VHSRHLLILY ALAAALIGGA
B. pertussis 42 VGGTAAQIAE LLVYITVVA- -TMAAALTAW MIVCRFHG--
S. epidermidis 43 IGTLINS--- ---------- -QMESVITIR IALNVENTEI
E., coli 78 RFQ-KQQHHA AYQYTPQEYA ESLAIPDELY QQLQKSHRM2 VHFTSQGQIK
Y. pestis 87 RFQ-VERRGH RPDLDDDELA SSMALSPELI AQLEKSGSCLT LYNDEHGHLL
C. violaceum 101 RFAGVNRRGQ IPAVAEREVA QALGIAETEL ARGRRSKVCI ARHQDDGWLE
B. pertussis 88 GVGLDPEYAL PPRWPLPEGA NRLLVDHDEA GAIVQVSAWY VPAATEPVVA
S. epidermidis 79 VLIIFIFFTF SLAFQEYKKG RDI------- =—==----=-=--= ——---—----

Figura 21. Parte do alinhamento multiplo comparando: CV2940 de C. violaceum;
BP1941 de B. pertussis; HmsS de Y. pestis; IcaD de S. epidermidis e PgaD de E. coli.
Estao demarcados com um retangulo os residuos criticos identificados em Y. pestis
W (triptofano) e Y (tirosina). A seta indica o residuo tirosina (Y) com possivel
funcdo similar a tirosina considerada critica (demarcada com retangulo) em Y.
pestis.
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CAPITULO V

CONCLUSOES E SUGESTOES

5.1 Conclusoes

O estudo comparativo de genes que estdo envolvidos em diferentes
aspectos da resisténcia a antibioticos pode levar a novas estratégias de combate a
infeccOes mais resistentes, como é o caso das infeccdes oportunisticas e muitas
vezes fatais de Chromobacterium violaceum. Em qualquer fase em que se interrompa
a sinalizacdo intercelular responsavel, por exemplo, pela formagdo de biofilmes,
deve haver uma diminuicdo em sua habilidade para escapar da acdo de drogas
mais eficazes. O conhecimento dos sitios de interesse (regides conservadas, em
principio) pode ser o primeiro passo no caminho de se encontrar uma droga
"bloqueadora" da acdo. Varios outros caminhos podem ser concebidos. Por

exemplo, no caso da organizacdo de genes em operons, um "ataque" sobre o

controle da transcricdo parece ser uma via importante.

A producdo de biofilmes por varios organismos sugere a conservagao de
proteinas ou conjunto de proteinas com funcdo similar para sua sintese. Esta
premissa contribui para o entendimento de que encontrando-se similaridade
funcional em proteinas em um determinado organismo, pode-se manipular
também outros. Operons ligados com a sintese de biofilmes estdo determinados
em varias bactérias, apenas necessitando-se o melhor entendimento das proteinas
que desempenham importante papel na formacdo da matriz extracelular em
biofilmes. Em C. violaceum, o operon hmsHFR-CV2940 possui correspondéncia com
operons de outros organismos comprovadamente produtores de biofilmes,
indicando uma funcdo similar deste grupo de genes com a destas bactérias

produtoras de biofilmes.
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Uma proteina importante na sintese de polissacarideos, a HmsR, uma
glicosiltransferase, possui os residuos criticos conservados para sua funcdo
também em C. violaceum. Os residuos aspartato D135 e D228, glutamina Q264 e
arginina R267 em C. violaceum conservam-se em todas as bactérias, indicando
similaridade de fungao para este polipeptideo. A localizagao espacial dos residuos
considerados criticos na formagao de biofilmes, numa regido tipicamente catalitica,
realca fortemente o papel enzimatico que HmsR de C. violaceum demonstra possuir

na sintese de polissacarideos.

A proteina HmsF de C. wviolaceum conserva todos os aminoacidos
considerados criticos para a formagdo de biofilmes. Além da conservagao de
aminoacidos importantes, a localizagdo subcelular na membrana externa com
conformacdo semelhante a HmsF da também bactéria Gram-negativa Y. pestis

reforca a hipétese de um papel similar para esta proteina em C. violaceum.

A HmsH conserva o residuo arginina, de efeito moderado na formacao de
biofilmes em Y. pestis, entre as bactérias deste estudo, excetuando-se apenas a

bactéria Gram-positiva S. epidermidis.

A proteina CV2940 conserva, em primeira andlise, o residuo critico
triptofano, que se localiza, tanto em HmsS de Y. pestis como em C. violaceum, na
regido citoplasmatica destas proteinas. Ja a preponderancia do residuo tirosina
Y83 de Y. pestis, que conserva-se somente em E. coli entre os organismos
estudados, merece uma melhor analise. A localizacio na membrana interna em

ambas as bactérias, indica uma possivel similaridade funcional para esta proteina.

A andlise do alinhamento maultiplo mostra que se conservam residuos
criticos em C. violaceum principalmente nas proteinas HmsR e HmsF, importantes
personagens na sintese de polissacarideos. A analise da localizacdo subcelular
entre todas as proteinas deste estudo, que se apresentam na membrana celular,

juntamente com a localizagdo tridimensional de residuos essenciais, em regides
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tipicamente cataliticas, contribuiu para se sugerir que este operon em C. violaceum

possui fungao similar na formagao de biofilmes.

5.2 Sugestoes para Trabalhos Futuros

O estudo realizado neste trabalho sugere a realizacdo de anélises
complementares para confirmar as suposicdes feitas no presente trabalho. Dentro

das sugestdes para outros trabalhos, indica-se:

- Mutacéo sitio-dirigida na proteina HmsR nos residuos aqui indicados como
sendo criticos para sua funcionalidade na sintese da matriz extracelular em

biofilmes;

- Mutacéo sitio-dirigida na proteina HmsF nos residuos indicados neste estudo

para comprovar funcionalidade na formagao de biofilmes;

- Realizacdo de técnicas diretas de rea¢des substrato-enzima.
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