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RESUMO

RECOUVREUX, Derce de Oliveira Souza. Producio de Celulose Bacteriana:
Identificacio do Operon bcs e Producao de Biofilme Celulésico por
Chromobacterium violaceum. 2004. 124p. Dissertacdo (Mestrado em Engenharia
Quimica) - Programa de Pés-Graduagdo em Engenharia Quimica, UFSC,
Florianépolis, SC.

Exopolissacarideos (EPS) sdo os principais constituintes de biofilme bacteriano.
Esses polimeros, componentes da matriz extracelular bacteriana, tém
despertado grande interesse em aplicacdes industriais e na area médica.
Entretanto, tém sido associado com mecanismos de combate bacteriano. A
celulose tem sido identificada como um dos EPS da matriz extracelular
produzido por vérias espécies de bactérias durante a formacao de biofilmes. A
bactéria Gram-negativa Chromobacterium violaceum, linhagem ATCC 12472, teve
seu genoma recentemente seqiienciado pelo Brazilian National Genome Project
Consortion. A andlise do genoma da C. violaceum mostrou a presenca de genes
relacionados a biossintese de celulose, até entao desconhecidos. Neste trabalho,
analisou-se a estrutura e organizacdo dos genes diretamente envolvidos na
biossintese de celulose, e buscou-se evidéncias experimentais da presenca de
celulose na matriz extracelular do biofilme formado por esta bactéria. A
metodologia empregada envolveu o uso de ferramentas de bioinformaética que
exploram informacdes do seu genoma, como estrutura dos genes, elementos de
regulacdo, dominios e motivos conservados. Ensaios laboratoriais foram
utilizados para se obter evidéncias experimentais das informacoes gendmicas.
Estas estratégias permitiram determinar a existéncia de um operon que
compreende cinco genes estruturais codificando as proteinas e enzimas do
complexo celulose sintase, como também propor uma via metabdlica de
biossintese de celulose a partir de glicose. Identificaram-se ainda 43 ORFs (open
reading frames) com dominio GGDEF normalmente associado a atividade de
sintese de diguanilmonofosfato ciclico (c-di-GMP) a partir de duas moléculas de
guanosina trifosfato (GTP). A molécula c-di-GMP funciona como um
componente regulatério de diversas atividades celulares, entre elas a ativagao
da sintese de celulose. Experimentalmente foi analisado o produto do biofilme
formado durante o cultivo de C. violaceum em meio Luria Bertani (LB), culturas
estatica e agitada. Os resultados obtidos sugerem a presenca de celulose como
componente do biofilme.

Palavras Chave: Biofilme, celulose bacteriana, operon bcs, Chromobacterium
violaceum.
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ABSTRACT

RECOUVREUX, Derce de Oliveira Souza. Producao de Celulose Bacteriana:
Identificacio do Operon bcs e Producio de Biofilme Celulésico por
Chromobacterium violaceum. 2004. 124p. Dissertacdo (Mestrado em Engenharia
Quimica) - Programa de Poés-Graduagdo em Engenharia Quimica, UFSC,
Florianépolis, SC.

Exopolysaccharides (EPS) are the mainly constituent of bacterial biofilm. These
polymers components of the bacterial extracellular matrix have raised much
interest for potential industrial and medical applications. However they have
been associated with immunological mechanisms that fight bacteria infections.
Cellulose has been identified as one of EPS in the extracellular matrix produced
by several species of bacteria during the formation of biofilms. The Gram-
negative bacterium Chromobacterium violaceum, strain ATCC 12472, had its
genome recently sequenced by the Brazilian National Genome Project
Consortium. The analysis of the genome of C. violaceum revealed the presence of
genes involved in cellulose biosynthesis. In this work, was analyzed the
structure and organization of those genes directly involved in cellulose
biosynthesis, and search for experimental evidence of the presence of cellulose
in the extracellular matrix of biofilms produced by this bacterium. The
methodology employed involved use of bioinformatics tools that explore
genome information, such as gene structure, regulatory, domain and conserved
sequences. Laboratory assays were used, in order to obtain experimental
evidence of the genomic information. These strategies allowed to determine the
existence of an operon that comprises five structural genes coding for enzymes
of the cellulose synthase complex as well as to propose a metabolic pathway for
the biosynthesis of cellulose from glucose. It was identified 43 ORFs (open
reading frames) with a GGDEF domain, normally associated the activity for the
synthesis of cyclic diguanylate (c-di-GMP) from two molecules of guanosine
triphosphate (GTP). The c-di-GMP molecule functions as a regulatory
component of diverse cellular activities, among them the activation of cellulose
synthesis. The biofilm product formed during the culture of C. violaceum in
Luria Bertani (LB) medium was experimentally analyzed, in both static and
agitated cultures. The obtained results strongly suggested the presence of
cellulose as a component of the biofilm.

Keywords: Biofilm, bacterial cellulose, operon bcs, Chromobacterium violaceum.
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CAPITULO 1

Introduc¢ao, Motivacao e Justificativa

Na maioria dos ambientes naturais, uma estrutura conhecida como
biofilme esta associada ao estilo de vida microbiano prevalecente (WATNICK e
KOLTER, 2000). O biofilme bacteriano consiste de colonias de bactérias
inseridas em uma matriz polimérica extracelular por elas mesmas produzida
(COSTERTON et al., 1999). Essa estrutura constitui uma forma de protecao que
permite ao microrganismo sobreviver em ambientes adversos. Dos
componentes da matriz extracelular os exopolissacarideos (EPS) tém
despertado grande interesse em aplicacdes industriais e na 4rea médica
(XAVIER et al., 2003), como também tém sido considerados como um problema,
interferindo nos mecanismos imunolégicos contra infeccdo bacteriana

(COSTERTON et al., 1999).

Embora os EPS sejam os componentes da matriz extracelular mais
estudados, existe uma grande variedade de EPS que ainda permanece ndo
caracterizada (SUNTHERLAND, 2001). A celulose tem sido identificada como
um EPS da matriz extracelular, que é produzido por varias espécies de bactérias

durante a formacgao de biofilmes (SPIERS et al., 2003; ZOGA] et al., 2001).

A celulose é o polimero organico mais abundante encontrado na
Natureza. E de grande importancia na economia global, sendo o principal
constituinte do algodado (acima de 94%) e o principal componente estrutural da
madeira (acima de 50%). Juntos esses produtos somam as maiores fontes de
celulose para diversas aplicacdes como: papel, tecidos, materiais de construgao

entre outros (BROWN, 2004).
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Ja a algum tem-se demonstrado que varios organismos como plantas,
algas, fungos, alguns animais e algumas bactérias, tais como as a-
proteobactérias Acetobacter xylinum, Agrobacterium tumefaciens, Rhizobium spp e a
bactéria Gram-positiva Sarcina ventriculli sdo capazes de produzir celulose
(ROSS et al., 1991). Recentemente observou-se a producao de celulose em y-
proteobactérias como Salmonella typhimurium, Escherichia coli, Pseudomonas
fluorescens SBW25, entre outras (SPIERS et al., 2003; ZOGA]J et al., 2001). A fibra
de celulose bacteriana possui alta pureza quimica, cristalinidade, alta forca de
tensdo, elasticidade, durabilidade, elevada capacidade de retencdo e absorgao
de dgua, biodegradabilidade. Além de ser ndo téxica e ndo alergénica (SAXENA
et al., 1994; JONAS e FARAH, 1998, VANDAMME et al., 1998). Devido as suas
caracteristicas peculiares, a celulose bacteriana, tem sido utilizada em intimeras

aplicagdes industriais bem como na area médica.

Com a crescente explosdo populacional, e conseqiientemente, com a
grande demanda na industrializacdo de celulose, gera-se um desequilibrio
ecolégico. A maioria dos produtos derivados de celulose é obtido a partir de
fonte vegetal (principalmente do eucalipto e do pinheiro). O processo de
purificacdo da celulose vegetal (liberacdo da lignina e hemicelulose), requer
produtos quimicos altamente poluidores. A celulose bacteriana é quimicamente
pura (livre de lignina e hemicelulose) (BROWN, 2004). Estudos sobre a
producao de celulose bacteriana contribuem para a identificagdo de outras

fontes fornecedoras de celulose.

A via de biossintese da celulose envolve algumas enzimas individuais e
um complexo de proteinas, onde a celulose sintase apresenta-se como a
principal enzima desse complexo. Em diversas bactérias observou-se que os
genes que codificam as proteinas desse complexo estdo organizados em um
operon. O processo da biossintese da celulose inclui a sintese de uridina

difosfato glicose (UDP-glicose), a qual é substrato da celulose sintase, seguida
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de sua polimerizacdo com formacado de cadeia $(1->4) glicana e a liberacao de
uridina difosfato (UDP). As associacdes de cadeias nascentes irdo formar as
fibras de celulose (WONG et al., 1990; BROWN et al., 1996; SAXENA et al., 1990;
1991; 1994; 1995;).

A a-proteobactéria Gram-negativa A. xylinum é o produtor de celulose
mais eficiente conhecido. Por essa razdo essa bactéria tem sido utilizada como
organismo modelo para a elucidagao de caracteristicas bésicas da biossintese de
celulose, incluindo-se estudos de biossintese de celulose em plantas (ROSS et al.,

1991).

A bactéria Chromobacterium violaceum, linhagem ATCC 12472, teve seu
genoma recentemente seqiienciado pelo BRGene (Brazilian National Genome
Project  Consortium) (BRAZILIAN NATIONAL GENOME PROJECT
CONSORTIUM, 2003), e os dados do seqiienciamento estdo disponiveis em
servidores Web (www.brgene.Incc.br; www.ncbi.nlm.nih.gov: namero de
acesso NC_005085). Esta bactéria tem sido caracterizada, ha algum tempo, como
capaz de produzir EPS (MARTIN e RICHARDS, 1963; CORPE, 1964). Estudos
realizados por MARTINELLI et al. (2002) apresentaram evidéncias da formagao
de biofilme nesta bactéria ser regulada por um processo de comunicacdo
intercelular bacteriano, conhecido como quorum sensing. A anélise do genoma
da C. violaceum mostrou a presenca de trés genes relacionados a biossintese de
celulose, CV2675, CV2677 e CV2678 (BRAZILIAN NATIONAL GENOME
PROJECT CONSORTIUM, 2003), até entdo desconhecidos.

Este trabalho teve como objetivo estudar elementos gendmicos da
biossintese de celulose por C. wviolaceum, bem como obter evidéncias

experimentais da producdo de biofilme celulésico por esta bactéria.
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Objetivos especificos:

e A partir de informagdes da literatura sobre a formacao de biofilme
celulésico em outros microrganismos buscar informacoes no

genoma de C. violaceum que evidenciem a formagdo do mesmo

e Identificar genes e elementos conservados nas seqiiéncias génicas
(dominios e motivos) envolvidos na biossintese de celulose por C.

violaceum, utilizando ferramentas de gendmica comparativa

e Identificar caracteristicas génicas, tais como: elementos
regulatérios de transcricdo, ordem dos genes no genoma, fita
codificadora e distancias intergénicas de genes envolvidos na

biossintese de celulose por C. violaceum

e Elucidar a via metabdlica envolvida na biossintese de celulose por

C. violaceum

e Realizar cultivos de C. wviolaceum, a fim de obter evidéncias
experimentais de producdo de exopolissacarideo celulésico como

um componente do biofilme formado por esta bactéria.



CAPITULO II

Revisao Bibliografica

2.1 Biofilme Bacteriano

Por muito tempo foi considerado que as bactérias viviam de forma
isolada. No entanto, nas ultimas décadas observou-se que ocorre ndo apenas
associacdo, como também a comunicagdo entre as bactérias. Esse tipo de
comportamento comunitario permite a formagdo de uma estrutura multicelular
complexa denominada biofilme (FUQUA et al, 1996). O estilo de vida
microbiano na maioria dos ambientes naturais estd associado a formacdo de
biofilme (WATNICK e KOLTER, 2000). O estudo das interacdes entre bactérias
pode ter um impacto significante no desenvolvimento de produtos de interesse
biotecnolégico, como por exemplo, na industria de alimentos (producdo de
fermentados e de iogurtes), na prevencdo de doencas, em problemas de
corrosdo na industria petroleira e naval, em tratamento de agua e efluentes e na
agricultura (SUNTHERLAND, 2001; COSTERTON et al., 1999; O'TOOLE et al.,
2000; XAVIER et al., 2003).

O biofilme pode ser constituido por apenas uma espécie de bactéria ou por
varias espécies. A predominancia na maioria dos ambientes é biofilme de
multiplas espécies, como por exemplo, as placas bacterianas encontradas em
nossos dentes. Os biofilmes constituidos de uma tnica espécie existem em uma
variedade de infec¢des e implantes médicos (O'TOOLE et al.,, 2000). Esta
observacdo tem requerido atencdo especial por parte de varios pesquisadores
da 4rea médica, uma vez que a formacdo de biofilme confere resisténcia a
agentes antimicrobianos, implicando em infecgdes de dificil tratamento. Como

conseqiiéncia o tratamento de tais infeccOes requer altas dosagens de
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antibidticos e em determinados casos estas se tornam cronicas (COSTERTON et

al., 1999).

A formagdo de biofilme tem sido investigada a nivel molecular em
algumas espécies bacterianas (GENEVAUX et al., 1996). Em estudos realizados
por O'TOOLE e KOLTER (1998) foram analisadas culturas com organismos
mutantes deficientes na produgao de biofilme. Esses estudos demonstraram que
a interagdo inicial da bactéria com uma superficie é mediada por pilos e
flagelos. Em contato com a superficie as bactérias utilizam pilos para
locomoverem-se até encontrarem outras bactérias, formarem colonias e
iniciarem a producdo de EPS. Em estudos realizados por COSTERTON et al.
(1999) verificaram ainda que durante a fase em que vivem associadas em um
biofilme as bactérias expressam genes que ndo sao observados quando estas

vivem de forma isolada.

2.1.1 Por que os microrganismos formam biofilmes?

O'TOOLE et al. (2000) sugerem que as bactérias iniciam a formacdo de
biofilme em resposta a sinais ambientais, tais como disponibilidade e tipo de
nutrientes, temperatura, pH e oxigénio. Os organismos que formam biofilmes
em meio rico em nutrientes, quando em situagdes de escassez se desprendem
do biofilme e retornam ao modo de vida isolado, provavelmente em busca de
novas fontes de nutrientes. Essas condi¢des variam amplamente entre os
organismos. As bactérias associadas em um biofilme possuem vantagens
nutricionais, protecdo e facilidade de comunicacao (WATNICK e KOLTER,
2000).
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2.1.2 Ciclo de desenvolvimento de um biofilme bacteriano

O desenvolvimento de biofilme bacteriano envolve etapas com
diferenciagdes estruturais, morfologicas e de expressdes génicas. Um modelo
genérico de formacao de biofilme é ilustrado na Figura 1, baseado no modelo
proposto por O'TOOLE et al. (2000). As bactérias movimentam-se livremente
em um meio liquido, utilizando-se de flagelos. Quando encontram uma
superficie adequada podem a ela se aderir. Em contato com a superficie as
bactérias movimentam-se através de pilos, associam-se a outras, e multiplicam-
se formando colonias. Pela densidade populacional das coldnias podem induzir
por quorum sensing (descrito na sessdo 2.1.4) a producdo de EPS, formando um
biofilme maduro. Posteriormente, as bactérias podem desprendem-se do
biofilme, retornando ao estilo de vida isolado completando, assim, o ciclo de

desenvolvimento do biofilme.

; s Biofilma rna.d:uiu!

~2 Flagelos
A acil HSL

- “‘“‘-\h\_‘* Pilos
- — =

Figura 1 - Etapas do ciclo de vida de um biofilme microbiano: aderéncia a uma superficie
adequada; agrega¢do formando coldnias; produgdo EPS formando um biofilme maduro e
desprendimento do biofilme retornando a estilo de vida livre. Durante a fase de vida livre as
bactérias movimentam-se livremente em um meio liquido utilizando flagelos. Os pilos sdo
utilizados para aderéncia a uma superficie e também para movimentarem-se sobre ela
associando-se a outras bactérias. O sistema quorum sensing (QS) pode induzir a produgdo de

EPS. Adaptado de O'TOOLE et al. (2000).
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2.1.3 Exopolissacarideos

Os EPS secretados por bactérias, possuem um papel fundamental na
estrutura do biofilme bacteriano e tém demonstrado relacao com a viruléncia de
algumas bactérias (COSTERTON et al., 1999). Embora os EPS (alginato, goma
xantana, goma curdlana, gelana, succinoglicana, entre outros) sejam os
componentes da matriz extracelular mais estudados, existem uma grande
variedade de EPS que permanecem nao caracterizados (SUNTHERLAND,
2001). A celulose tem sido identificada como um dos EPS da matriz extracelular
que é produzido por varias espécies de bactérias durante a formacdo de

biofilmes (SPIERS et al., 2003; ZOGA] et al., 2001).

2.1.4 Monitoramento da densidade populacional (Quorum Sensing)

Muitas espécies de bactérias utilizam sinais quimicos para se
comunicarem e coordenarem suas atividades. As bactérias Gram-negativas
utilizam-se de um sistema de comunicacdo regulador denominado gquorum
sensing. Esta regulacdo acontece por meio da producdo de uma molécula sinal:
acil homoserina lactona (acil HSL), a qual confere a bactéria a habilidade de
monitorar sua densidade populacional e controlar a expressdao de diversas

funcodes fisiologicas.

O sistema quorum sensing foi primeiramente observado em Vibrio fischeri
envolvendo reguladores de transcricdo. (FUQUA et al., 1994; 1996). A Vibrio
fischeri é uma bactéria marinha que vive em simbiose com certos tipos de peixes
e lulas. Quando a bactéria atinge alta densidade populacional produz
luminescéncia, como resultado de um processo de autoindugdo, mediado pela
molécula N-3-(oxohexanoil) homoserina lactona (OHHL) (EBERHARD et al.,
1981).
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A luminescéncia em Vibrio fischeri é regulada pelos produtos dos genes
luxR e luxl. O gene luxI codifica a proteina LuxI (proteina homoserina lactona
sintetase) que sintetiza a OHHL. Quando a densidade populacional é elevada
ocorre maior producdo de OHHL e, conseqiientemente, ha o estimulo da
transcricdo do gene da proteina Luxl, num processo chamado de autoinducao.
A molécula OHHL se liga a proteina LuxR. A ligacdo da OHHL a proteina
LuxR, provoca a mudanga conformacional dessa proteina, permitindo que esta
ligue-se a regido do DNA chamada de lux box (FUQUA et al., 1994; 1996),
estimulando a expressdo do operon [uxICDABEG. A expressdao do operon

luxICDABEG leva a sintese de compostos luminescentes.

Dentre os fendmenos regulados pelo sistema quorum sensing incluem a
producdao de EPS por bactérias, tais como: Ralstonia solanacearum, Pantoea
stewartii subsp. stewartii, Pseudomonas aeruginosa, Sinorhizobium meliloti
(PUSKAS et al., 1997, VON BODMAN et al., 1998; GLESSNER et al., 1999;
PARSEK e GREENBERG, 2000; MARKETON et al., 2003).

2.2 Celulose

As diferencas entre os polissacarideos estruturais como a celulose e os
armazenadores de energia como o amido e o glicogénio, sdo devidas ao tipo de
ligacdes glicosidicas que ocorrem entre as moléculas de glicose que os formam.
No glicogénio e amido (amilose e amilopectina) as ligagdes glicosidicas sdo do
tipo a(1->4) e a(1->6) ou apenas a(1->4), como no caso da amilose (VILLELA et
al., 1978).

Ja a celulose é homopolissacarideo neutro, formado por cadeias lineares
nao ramificadas de monossacarideos de P-D-glicose, unidos por ligagdo

B(1->4), e a unidade estrutural de repetigao é a celobiose, formada pela unido de



Revisao Bibliografica

duas moléculas de glicose (BOBBIO e BOBBIO, 2001). Cada residuo de glicose
estd rotacionado aproximadamente 180° em relacdo ao residuo vizinho. A
cadeia glicana pode ter de 2000 a mais de 25000 residuos de glicoses (RAVEN et
al., 2001, BROWN, 1999). A Figura 2, mostra a estrutura da cadeia p(1->4)
glicana denominada de celulose. A hidrdlise total da celulose produz moléculas

de glicose, enquanto que a hidroélise parcial produz moléculas de celobiose

(RAVEN et al., 2001; BROWN et al., 1996).

CH>OH OH
———
celobiose

Figura 2 - Estrutura da cadeia p(1->4) glicana (celulose). A unidade de repeticdo celobiose est4
indicada entre colchetes. Adaptado de STEPHENS (2004).

Na Natureza, a celulose ndo existe como uma tnica cadeia. As moléculas
longas e rigidas de celulose combinam-se para formar as microfibrilas, cada
uma consistindo de vérias cadeias de celulose. As cadeias de celulose que
compdem a microfribila estdo orientadas paralelamente, formando ligagdes de
hidrogénio intramolecular (RAVEN et al., 2001). A Figura 3, ilustra os elementos

que compdem a microfibrila de celulose da parede celular de plantas.

10
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Figura 3 - Elementos que compdem a microfibrila de celulose da parede celular de planta.
Adaptado de HHEMMESIDE (2004).

A microfibrila pode ter aproximadamente 36 cadeias de celulose, sendo
que a celulose produzida por algas pode formar microfibrilas com mais de 1200
cadeias B(1-2>4) glicana. A estrutura da celulose tem sido identificada através da
microscopia eletrénica, em membranas celulares de varios organismos.
Complexos arranjados linearmente em uma tnica fileira ou multiplas fileiras
sdo observados em bactérias enquanto em plantas, é observada uma estrutura
sextavada denominada roseta, conforme pode ser visualizado na Figura 4

(DELMER, 1999).
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Figura 4 - Estrutura roseta associada a biogénese da microfibrila da celulose vegetal (aumento
de 222.000 vezes). No canto superior esquerdo amplificagdo de uma das rosetas (aumento de
504.545 vezes). Obtida de DELMER (1999). Créditos: de Mark J. Grimson e Candace H. Haigler,
Departamento de Ciéncias Biolégicas, Texas Tech University, Lubbock, Texas.

Um modelo para a estrutura roseta apresentado por DOBLIN (2002) ¢ mostrado
na Figura 5. O modelo propde uma estrutura formada por seis subunidades cataliticas de
celulose sintase (BcsA) interagindo para formar uma subunidade roseta. E seis
subunidades rosetas, sintetizando seis cadeias f(1->4) glicana interagem para formar a

microfrila.

Cadei= *  Microfibila
Bi1-+4)
glican=
—
Bc=i Suburidade
rossta

Figura 5 - Modelo para a estrutura roseta mostrando a formagdo de microfibrila de celulose.
BesA representa a celulose sintase. A subunidade roseta é formada por seis celuloses sintase e a
roseta é composta por seis subunidades rosetas dando origem a microfibrila. Modificado de
DOBLIN (2002).
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2.3 Celulose Bacteriana

Embora a produgao de celulose sintetizada por bactéria ja venha sendo
estudada desde a década de 30, avancos genéticos moleculares s6 aconteceram
a partir de 1958, quando GLASER (1958) identificou o envolvimento da UDP-
glicose envolvida na biossintese de celulose. Estudos intensivos da produgao de
celulose bacteriana, usando a bactéria A. xylinum como modelo, iniciaram a
partir do descoberta por ROSS et al. (1987) do regulador da biossintese de
celulose, diguanilmonofosfato ciclico (c-di-GMP). Em 1989, LIN e colaboradores
identificaram trés polipeptideos com massa molecular de 83, 93 e 97 kDa, em
um sistema de producdo de celulose in vitro por A. xylinum. Estes autores
sugeriram o possivel envolvimento destes polipeptideos na polimerizacao da
glicose em celulose. Em 1990, estes resultados foram confirmados por LIN et al.,
(1990), através da identificagdo do polipeptideo de 83 kDa, como sendo a
subunidade catalitica da celulose sintase. WONG et al. (1990) em estudos
paralelos fizeram a mesma observacado. O isolamento e seqiienciamento do gene
da celulose sintase foi realizado por SAXENA et al. (1990). Em 1995, SAXENA e
colaboradores publicaram o primeiro trabalho propondo uma arquitetura
multidominio para as pB-glicosiltransferases, classe de enzimas a qual pertence a

celulose sintase.

2.3.1 Aplicagoes da celulose bacteriana

A aplicabilidade da celulose bacteriana é tdo extensa que, no periodo de
1990 a 1996, mais de 50 patentes foram registradas (JONAS e FARAH, 1998),
sendo a mesma apontada como a proxima commodity bioquimica a ser
comercializada. Suas caracteristicas peculiares abrangem um amplo campo de
aplicagdes: na industria téxtil; indastria alimenticia como espessante; em
empresas de aparelhos eletroacusticos utilizados como diafragma em fones de

ouvido (Sony Corporation); na medicina como substituto temporario da pele
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humana. Como substituto temporario da pele a celulose bacteriana tem sido
comercializada com a marca BioFill® (Ver Figura 6), produto patenteado que

promete ser revoluciondrio em processos de recuperacdo de lesdes,
queimaduras e ferimentos de pele (JONAS e FARAH, 1998). O uso da pelicula
de celulose tem sido investigado recentemente em outros procedimentos da
area médica, tais como: na cardiologia como revestimento de stent, uma
pequena malha metélica introduzida na artéria durante a angioplastia para
impedir que a artéria volte a se fechar; na neurologia como substituicdo da
dura-méater em casos de traumas e tumor; na odontologia para recuperagao de
tecido periodontal; e até mesmo para o desenvolvimento de materiais para a
fabricagdo de placas blindadas e compostos utilizados em coletes a prova de

balas (ERENO, 2004 ).

Figura 6 - (a) Aplicacdes da celulose bacteriana como pele artificial - BioFill® - Curativo
biolégico. (b) Tratamento de paciente com tlcera isquémica e lesdo necrética de calcdneo e area
do tendao de Aquiles como um novo substituto da pele. Ulcera fechada ap6s trés meses do
inicio do tratamento. Figuras obtidas em BIOFILL (2004).
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2.3.2 Biossintese de celulose em bactérias

A biossintese de celulose em bactérias é um processo que ocorre através
de varias etapas, envolvendo enzimas individuais e um operon denominado bcs
(bacterial cellulose synthesis). Este operon codifica proteinas e enzimas que
compdem uma associagdo para a polimerizagdo da glicose e a formacdo de
celulose, sendo conservado entre varias espécies de bactérias Gram-negativas.

A via biossintética da celulose é mais compreendida na bactéria A.
xylinum. A via de conversdo do substrato glicose ao produto celulose envolve
varias reacoes, onde a glicose é primeiramente fosforilada em glicose-6-fosfato
(G6P) pela enzima glicoquinase com a participagdo de uma molécula de
adenosina trifosfato (ATP) e liberado uma molécula de adenosina difosfato
(ADP); numa segunda reacdo a G6P é convertida a glicose-1-fosfato (G1P) pela
enzima fosfoglicomutase; GIP, através de uma reacdo de isomerilacdo
catalisada pela enzima UDP-glicose-pirofosforilase é convertida em uridina
difosfato glicose (UDP-glicose), utilizando uma molécula de uridina trifosfato
(UTP) e liberando uma molécula de pirofosfato (PPi). A molécula UDP-glicose
é, finalmente, a precursora da biossintese da celulose. A polimerizagdo de
glicose em cadeias B(1->4) glicana é realizada pela celulose sintase. Associagdo
de varias cadeias nascentes formam as fibras de celulose (ROSS et al., 1990,
BROWN et al. 1996). A Figura 7 apresenta a via de biossintese de celulose em A.
xylinum a partir da glicose como fonte de carbono, conforme proposto por ROSS

et al. (1991).

15



Revisao Bibliografica

Glicose
ATP —.
ADP clico quinase
fosfozliconmtase
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Figura 7 - Via de biossintese da celulose em A. xylinum a partir da glicose como fonte de
carbono, conforme proposto por ROSS et al. (1991).

A enzima celulose sintase em A. xylinum é ativada alostericamente pela
molécula c-di-GMP, conforme pode ser observado no modelo de regulacdo e
biossintese de celulose bacteriana apresentado na Figura 8. O ativador c-di-
GMP é sintetizado pela enzima diguanilato ciclase a partir de duas moléculas
de guanosina trifosfato (GTP). A concentracdo de c-di-GMP intracelular é
controlada pela acdo oposta da enzima fosfodiesterase que degrada a molécula
ativadora c-di-GMP. Os genes que codificam as enzimas que sintetizam e
degradam c-di-GMP em A. xylinum estdo organizados em um operon contendo
trés diguanilato ciclase e trés fosfodiesterase (CHANG et al., 2001). Tanto a
diguanilato ciclase como a fosfosdiesterase possuem em sua estrutura primaria
o dominio GGDEF. Tem sido demonstrado que proteinas que possuem o
dominio GGDEF possuem atividade diguanilato ciclase (AUSMEES et al., 2001;
PEI e GRISHIN, 2001; GALPERIN et al., 2001; 2004; PAUL et al., 2004).
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Figura 8 - Modelo de regulacao e biossintese de celulose em Acetobacter xylinum a partir do
substrato glicose (ROSS et al., 1987; 1990; 1991; SKINNER e CANNON, 2000; SHODA & ANO
Laboratory, 2004).

2.3.3 Principais proteinas do complexo celulose sintase em bactérias

A seguir sdo apresentadas as caracteristicas estruturais das proteinas e
enzimas que compdem o complexo responsavel pela polimerizagdo da cadeia
B(1>4) glicana. Estas proteinas e enzimas sdo codificadas pelos genes que
compdem o operon bcs em diversas espécies bacterianas filogeneticamente
relacionadas. Elas sdo as proteinas designadas como: YhjQ, BcsA, BesB, BesZ,

BesC.
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2.3.3.1 Proteina YhjQ

O gene que codifica a proteina YhjQ em S. typhimurium LT2 e E. coli K12
estd localizado na regido a montante do operon bcs. Esta proteina tem sido
descrita como uma ATPase envolvida na divisdo do cromossomo. Ensaios
realizados por KIM et al. (2002) de inativacdo desse gene nessas bactérias,
mostraram que causa retardo na divisdo celular e produz células filamentosas
de vérios tamanhos. Esses autores sugerem que essa proteina pode afetar a

duplicacdo e morfologia celular.

2.3.3.2 Proteina BcsA: celulose sintase

A proteina BcsA, celulose sintase, é a subunidade catalitica, pertencendo
a familia 2 das p-glicosiltransferases processivas. Glicosiltransferases sao
enzimas que catalisam a transferéncia de residuos de agticar para moléculas
aceptoras especificas, formando ligacoes glicosidicas. As glicosiltransferases
podem agir como enzimas processivas ou ndo-processivas. As
glicosiltransferases processivas que freqiientemente referem-se as enzimas que
sintetizam polissacarideos, catalisam a adicdo de multiplos residuos de acticar
na extremidade crescente de uma cadeia linear de polissacarideos. As
glicosiltransferases nao-processivas, por outro lado, catalisam a adicdo de um
tnico residuo de agtcar em posicdes especificas de uma molécula aceptora

(HENRISSAT e DAVIES, 2000; SAXENA et al., 2001).

SAXENA et al. (1995) propuseram um modelo da arquitetura
multidominio de p-glicosiltransferase, sugerindo dois tipos de dominios, A e B.
No dominio do tipo A estdo inseridos dois residuos cataliticos de aspartato
(D,D), e no dominio do tipo B encontra-se um residuo catalitico de aspartato (D)

e o motivo conservado glutamina, dois residuos de aminoéacidos quaisquer,
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arginina e triptofano (QXXRW). Nas p-glicosiltransferases processivas
encontram-se ambos os dominios (A e B), enquanto nas ndo-processivas
encontram-se somente o dominio do tipo B. A troca dos residuos de aspartato
(D,D) por outros quaisquer aminoacidos implica na perda da atividade da
celulose sintase em A. xylinum, o que sugere que esses residuos sdo essenciais
para a atividade catalitica da enzima. Ja o motivo QXXRW esta relacionado com
o comprimento da cadeia polimérica. O motivo QRXRW sintetiza cadeias
longas de polissacarideos e esta presente na celulose e na quitina sintase,
enquanto que o motivo QQXRW sintetiza oligossacarideos de cadeia curta. A
andlise da seqiiéncia de aminoacidos das P-glicosiltransferases realizada por
SAXENA et al. (1995), mostra que a distancia entre o residuo D e o motivo
QXXRW do dominio B é praticamente constante, variando de 33 a 38 residuos
de aminoacidos; a distancia entre os residuos DD do dominio do tipo A é de 46
residuos de aminodcidos para a celulose sintase e de 120 residuos de
aminodacidos para a quitina sintase; j& a distancia entre o residuo D do dominio
do tipo A e o residuo D do dominio do tipo B varia de 92 a 138 residuos de
aminodcidos. Baseando-se nesta analise, os proponentes do modelo sugeriram
um motivo comum entre as [-glicosiltransferases, como sendo:
D,D,D35Q(R,Q)XRW. Este motivo pode ser utilizado para prever uma [-

glicosiltransferase.

BROWN et al. (1996) realizaram alinhamento entre seqiiéncias de
aminoacidos de celulose sintases de diferentes linhagens de A. xylinum e
observaram que o namero de residuos de aminoacidos entre os trés residuos de
acido aspartico (D,D,D) e o motivo conservado QRXRW nessas enzimas sdo de

46, 96 e 35 residuos, respectivamente, conforme pode ser visto na Figura 9.
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46 aminoacidos 96 aminoacidos 35 aminoacidos
[ [ 1T |
AcsAB . ...PPEKVRVHILDDG ........... DGDYILIFDCD . ......... TVTEDAH ...... ILHIGQRVRWAR
BcsA -...PPDKVNVYILDDG ........... SGDYILILDCD .......... TVTEDAH ...... TTHIGQRMRWAR
AcsAll ... _PADKLNVYILDDG ........... EGEYVWVIFDCD .......... TVTEDAH ...... MLHIGQRVRWAR
' D D [ D QRXRW |
Dominio A Dominio B

Figura 9 - Modelo da regido catalitica da celulose sintase apresentado por Brown et al. (1996), a
partir da seqiiéncia de aminodcidos de celulose sintases (AcsAB, BcsA e AcsAll) de trés
linhagens de A. xylinum, mostrando os dominios A e B, conforme descrito no texto.

Estudo realizado por ROMLING (2002) relata cinco regides altamente
conservadas entre as P-glicosiltransferases processivas, contendo os seguintes
motivos: PVDPYE, HAKAGN(L,I), QTP, FFCGS e RFLPL. A curdlana sintase,
uma sintase 3(1->3) glicana de Agrobacterium spp., é a glicosiltransferase mais
estruturalmente similar a celulose sintase (STASINOPOULOS et al., 1999). De
acordo com ROMLING (2002), a curdlana sintase possui os motivos
D,D,D35Q(R,Q),XRW, PVDPYE, HAKAGN(L,I) e QTP, mas ndo possui 0s
motivos FFCGS e RFLPL, sugerindo entdo, que os motivos FFCGS e RFLPL sao

responsaveis pela determinacdo da especificidade das ligacoes 3(1->4) glicana.

A celulose sintase possui a seqiiéncia de aminodcidos mais conservada
do operon bcs, a cadeia peptidica da celulose sintase entre as espécies, varia de
723 a 888 residuos de aminodacidos (RC)MLING, 2002). A Figura 10 mostra um
modelo de estrutura tridimensional hipotética da proteina BcsA apresentada
por RICHMOND (2000). As hélices transmembrana formam um poro por onde

passa a cadeia B(1->4) glicana que esta sendo polimerizada.
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Figura 10 - Estrutura tridimensional hipotética da proteina BcsA. As hélices transmembrana
formam um poro por onde passa a cadeia p(1->4) glicana que esta sendo polimerizada. A figura
foi adaptada de DELMER (1999) e RICHMOND (2000).

2.3.3.3 Proteina BcsB: proteina de ligacao de c-di-GMP

A proteina BcsB esta firmemente associada a subunidade catalitica
celulose sintase, proteina BcsA. Em A. xylinum, linhagem P21877, as proteinas

BcsA e BesB estdo codificadas num mesmo gene que codifica a proteina AcsAB.

A proteina BcsB é considerada a subunidade de regulacdo da celulose
sintase por ligar-se ao ativador alostérico da sintese de celulose, c-di-GMP, o
qual foi identificado primeiramente em A. xylinum. Nessa bactéria o papel do c-
di-GMP livre na célula é ativar alostericamente a proteina BcsA - celulose
sintase. Acredita-se que a maioria do c-di-GMP celular esta reversivelmente
ligado a proteina BcsB. Como a proteina BcsB estd associada a proteina BesA
formando um complexo multienzimatico - inseridos na membrana celular - é
possivel que esta proximidade espacial seja necessaria para liberar c-di-GMP

diretamente da proteina BcsB para a proteina BecsA (ROMLING, 2002). E
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importante salientar que o nivel celular de c-di-GMP depende do equilibrio
entre a atividade da enzima diguanilato ciclase, que sintetiza c-di-GMP a partir

de duas moléculas de GTP, e a agdo oposta da enzima fosfodiesterase, que

degrada c-di-GMP (CHANG et al., 2001).

2.3.3.4 Proteina BcsZ: celulase

A proteina BcsZ pertence a familia 8 das glicosil hidrolases e possui
atividade endoglicanase, mais comumente conhecida como celulase. As
celulases sdo enzimas que catalisam a hidrdlise de ligacdes internas [3(1->4)-D-
glicosidicas da celulose. Podem hidrolisar também ligacdes [(1->4) em D-
glicanas que contenham ligacoes $(1-2>3). Seus substratos naturais sdo a celulose
e a xiloglicana (possui em sua cadeia principal ligacdes p(1->4) D-glicosidicas).
Além disso apresenta especificidade variavel sobre carboximetil celulose (CMC)
(derivada da celulose com estrutura (1->4) D-glicopiranose), Avicel (celulose
cristalina com ligacbes P(1->4) linear), B-glicana (polissacarideo linear ndo
ramificado com ligagdes [(12>3) e p(1>4) D-glicopiranose) e xilana
(polissacarideos mais comum entre as hemiceluloses com ligagdes p(1->4) D-

xilopiranosil) (WULFF, 2002; HENRISSAT et al., 1989).

A funcdo da celulase no operon bcs ainda ndo estd completamente
esclarecida. Estudo realizado por PENG et al. (2002) observaram em plantas a
associagdo da atividade da celulase com a biossintese da celulose uma vez que
um sitosterol-B-glicosideo serviria como iniciador para a polimerizagdo da
cadeia (1->4) glicana, sendo que uma celulase poderia participar na clivagem

do sitosterol-p-glicosideo possibilitando o alongamento do polimero.

No entanto, procariotos ndo possuem esteroéis e, portanto, podem ou ndo
usar iniciador para sintese de celulose, ou usar iniciadores com outra fungao

organica, diferente do sitosterol (DOBLIN, 2002). Em A. tumefaciens, conforme
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mostrado na Figura 11, uma celulase estd envolvida na clivagem de um
oligossacarideo ligado a um lipideo que serd utilizado como iniciador na

biossintese de celulose (MATTHYSSE et al., 1995).

(CelD) (CelQ)
CelE CelA CelB CelA
UDP-glc glc-lipidio 1 (glo)x-lipidio 1 (glo)x-lipidio 2 —p celulose
; (LOSB) (LOSQ) (8lo)n
lipidio 1 UDP-glc lipidio1 lipidio 2

Figura 11 - Modelo da funcdo da celulase na biossintese de celulose apresentado por
MATTHYSSE et al. (1995). O modelo sugere a transferéncia de oligossacarideo ligado a lipideo
para o crescimento da cadeia 3(1->4) glicana, apds ser clivado pela celulase.

2.3.3.5 Proteina BcsC

A proteina BcsC esta envolvida na biossintese de celulose em varias
espécies bacterianas e sua funcdo ainda permanece desconhecida. As proteinas
BesC possuem pelo menos um TPR (tetratrico peptide repeat). O motivo TPR é um
motivo estrutural, identificado por uma seqiiéncia de 34 aminoacidos presentes
em uma variedade de proteinas. Podem ocorrer de 3 a 16 motivos na proteina,
podendo estar dispersos ao longo da seqiiéncia. Acredita-se que formam a
estrutura envolvida na interagdo proteina-proteina, e freqtientemente atua para

manter unido um complexo protéico (DAS et al., 1998).

2.3.4 Producao de celulose bacteriana

Como salientado anteriormente, a razdo pelo qual os microrganismos
produzem celulose ainda mantém-se desconhecida, porém existem algumas
hipéteses. Acredita-se que bactérias aerdbicas produzam este biofilme para
manter-se na superficie liquida. Outra suposicio é a de que as bactérias

produzam o biofilme como uma estratégia de sobrevivéncia, para proteger-se
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dos raios ultravioletas, de outros organismos e de metais-pesado. Além disso,

no biofilme os nutrientes podem ser supridos facilmente por difusao.

As células produtoras de celulose estdo envolvidas pela matriz
polimérica extracelular que suporta a populacdo bacteriana na superficie
liquida. A matriz do polimero participa na adesdo das células a uma superficie
solida ou liquida. Por causa de suas propriedades absorventes, facilita a
acessibilidade aos nutrientes, uma vez que sua concentracdo na rede polimérica

é maior do que no meio liquido circundante (ROSS et al., 1991).

A producdo de celulose por A. xylinum tem sido realizada
principalmente em culturas estaticas. No entanto, para se obter aumento na
produtividade, estudos tém sido desenvolvidos envolvendo culturas agitadas,
que podem ser realizadas em um reator do tipo RDF (rotating disc fermentor), ou

em um reator de fluxo continuo “airlift”, como os apresentados na Figura 12

(CHENG et al., 2002; SKINNER e CANNON, 2000).

2.3.5 Proteinas com motivo GGDEF

O dominio conservado denominado GGDEF existe em varias proteinas
de procariotos, freqiientemente envolvidas com componentes regulatérios
sensoriais (AUSMEES et al.,, 2001). O dominio GGDEF foi identificado
primeiramente na bactéria Caulobacter crescentus em uma proteina de regulagao
de resposta, PleD, que controla a diferenciagdo na transicao celular, causando
perda de mobilidade e fixagdo em uma superficie formando uma espécie de talo
(HECHT e NEWTON, 1995). Alguns indicios sobre o dominio GGDEF surgiram
de estudo da regulacdo da biossintese da celulose em A. xylinum. Observou-se
que proteinas possuindo o dominio GGDEF apresentam atividade diguanilato
ciclase (AUSMEES et al.,, 2001). Os sistemas que sdao mediados por estes

reguladores de resposta incluem os responsaveis pela interacdo das bactérias
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com o ambiente (fimbria, proteinas extracelulares, viruléncia) e a formacgao de

biofilme (GALPERIN et al., 2001).

(b)

(©)

Figura 12 - Reatores para producdo de celulose bacteriana. (a) e (b) reatores do tipo RDF
(rotating disc fermentor) (KRYSTYNOWICZ et al., 2002) e em (c) um reator do tipo airlift
(SHODA & ANO Laboratory, 2004).

2.4 Microrganismo Modelo: Chromobacterium violaceum

A bactéria Chromobacterium violaceum, microrganismo modelo utilizado
neste estudo, é um organismo particularmente interessante, uma vez que é p-
proteobactéria, Gram-negativa que habita solo e d4gua de uma variedade de
regides tropicais e subtropicais e é encontrada em abundancia nas dguas do Rio
Negro, regido da Amazénia Brasileira (DURAN e MENCK, 2001). A anélise de
seu genoma deve fornecer informagdes importantes sobre adaptagao fisioldgica

de organismos de vida livre, porém, patégeno oportunista.
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A bactéria C. violaceum possui a caracteristica marcante de produzir um
pigmento violeta denominado violaceina que tem demonstrado o seu potencial
como atividade antibiética, antitumoral, antiparasitdria e antiviral (ANTONIO,
1994; DE SOUZA et al., 2002; DURAN et al., 1994; LEON et al., 2001; DURAN e
MENCK, 2001; ANDRIGHETTI-FROHNER et al., 2003). Além disso, C.
violaceum possui a capacidade de biossintese do homopolimero de 3-
hidroxivalerato (polihidroxivalerato ou PHV), bem como outros tipos de
polihidroxialcanoatos (PHA’s) (STEINBUCHEL et al., 1993; PIEMOLINI et al.,
2003).

A formagdo de biofilme por esta bactéria tem sido pouco explorada. Na
década de 60 nos EUA, alguns estudos relataram a formacgdao de EPS por uma
linhagem de C. violaceum obtida do solo (MARTIN e RICHARDS, 1963; CORPE,
1964). Recentemente, tem sido reportada a formagdo de biofilme pela linhagem
ATCC 31532 envolvendo o sistema quorum sensing de comunicacdo intercelular

(MARTINELLI et al., 2002; MARTINELLI et al., 2004).

O seqiienciamento do genoma da C. violaceum (linhagem ATCC 12472)
realizado por um projeto brasileiro apresentou as ORFs CV2675, CV2677 e
CV2678 envolvidas na biossintese de celulose, (BRAZILIAN NATIONAL
GENOME PROJECT CONSORTIUM, 2003).

2.5 Elementos da Transcri¢ao em Procariotos

2.5.1 Elementos estruturais da seqiiéncia do DNA e RNA

O DNA (4cido desoxirribonucléico) é uma molécula polimérica ndo
ramificada, constituida de uma dupla hélice de longas cadeias de nucleotideos
unidos por ligacoes fosfodiéster. As cadeias de nucleotideos sao antiparalelas,

interconectadas por ligacdes de hidrogénio que se formam entre bases
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complementares, puricas e pirimidinicas. Quatro tipos de nucleotideos se
apresentam ao longo da cadeia, de acordo com a base nitrogenada que
possuem: purinas (adenina (A), guanina (G)) e pirimidinas (timina (T), citosina

(C)) (CHAMPE e HARVEY, 2002).

O DNA contém o mapa da vida de todo organismo. Toda a informagao
genética esta contida na seqiiéncia de acidos nucléicos do DNA; porém, é a
partir de uma cépia do DNA em um acido ribonucléico (RNA) que estas
informagdes serdo expressas. O RNA difere do DNA em alguns aspectos: sao
consideravelmente menores, contém uma pentose (ribose) e uracil (U) ao invés
de timina (T). Trés tipos de RNA participam da sintese de proteinas: RNA de
transferéncia (tRNA), RNA ribossémico (rRNA), e RNA mensageiro (mRNA).
O processo de expressdo da informacdo genética envolve a transcricdo de certas
regides do DNA (genes) em seqiiéncias de aminoécidos (cadeias polipeptidicas)
formando as proteinas. O fluxo da informacdo do DNA ao RNA e a proteina
estabelece o chamado “dogma central da biologia molecular” (LEHNINGER et
al., 2000; LEWIN 1995).

2.5.2 O Cédigo Genético

O codigo genético contém a correspondéncia entre uma seqtiéncia de
bases nitrogenadas e um determinado aminoacido, convertendo a informacgao
hereditdria dos genes em proteinas. As quatro bases nitrogenadas (adenina (A),
guanina (G), citosina (C) e uracil (U)) combinam-se de forma diferente em uma
seqliéncia de trés bases nitrogenadas adjacentes no DNA ou mRNA
correspondendo a um aminoécido especifico na proteina. A esta seqiiéncia de
bases nitrogenadas da-se o nome de cédon. Dessa forma existem sessenta e
quatro combinagdes diferentes de bases nitrogenadas, embora existam apenas
vinte tipos de aminoécidos para serem representados (ver Tabela 1) (BONATO,

2004).
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2.5.3 Quadro Aberto de Leitura

Um quadro aberto de leitura (ORF) consiste em uma série de cédons
adjacentes que especifica uma seqtiéncia de aminoacido com possibilidade de
ser um gene codificando para uma proteina. Uma ORF comeca com um cédon
de inicio - geralmente (mas nem sempre) ATG - e finaliza com um cédon de

término: TAA, TAG ou TGA (BROWN, 2002; KANEHISA, 2000).

Tabela 1 - O Codigo Genético.

1a s 3a
. 22 posigao .~
posicao posicao
| | | & [ & [
|UUU UAU UGU U
uucC UAC UGC C
U UUA UAA UGA| TERM | A
TERM
UuG UAG G
c |CAC |CGC | '
CAA A
|AAU |AGU U
AAC AGC
A .
‘AUG Met(M) ‘ACG AAG ‘AGG ‘
Metionina
| GC |GAU Asp(D) GGU
c GCC GAC | Aspartato |GGC
GUA GCA GAA | Glu(E) |GGA A
GUG GCG GAG | Glutamato |GGG G
Verde: aminoédcidos ndo polares (hidrofébicos); vermelho: aminoacidos polares ndo
carregados; azul: aminodcidos polares com carga positiva (basicos); : aminodcidos
polares com carga negativa (acidos); , aminoacido nao polar: Metionina (codificado
pelo cédon de inicio da tradugdo); : codons de término da traducgdo. Modificado de
BONATO (2004).
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2.5.4 Caracteristicas estruturais da transcri¢ao e traducao

A transcricdo dos genes em procariotos acontece de forma diferenciada
dos organismos eucariotos. Em bactérias, s6 uma RNA polimerase sintetiza
todos os RNAs, exceto os iniciadores de RNA. A RNA polimerase é formada
por duas subunidades alfa, uma beta e uma beta' e uma subunidade sigma,
também conhecida como fator sigma. As subunidades alfa e beta formam a
enzima central. A polimerase completa inclui o fator sigma e esse conjunto é
denominado de holoenzima. O fator sigma estd presente no momento da
interacdo da RNA polimerase com o DNA, e assim que inicia a transcrigao ele é
liberado, permanecendo somente a enzima central para a realizagdo do
alongamento da molécula (CHAMPE e HARVEY, 2002; LEHNINGER et al.,
2000; LEWIN, 1995).

O fator de transcricdo sigma reconhece o promotor, em bactérias.
Diferentes fatores sigmas reconhecem diferentes promotores. Em Escherichia
coli, por exemplo, pelo menos seis diferentes fatores sigmas sao sintetizados. O
mais importante em E. coli é o sigma 70 que estd envolvido no metabolismo
geral da célula. Outras bactérias possuem fator sigma 70 homoélogo ao de E. coli.
Uma regido promotora denominada box -10, também conhecida como Pribnow
Box, e outra de box -35 sao regides de ligacdo com o DNA pelo fator sigma 70
de E. coli. Observa-se que estas regides também estdo presentes em outras
bactérias. Apesar destas seqiiéncias ndo serem perfeitamente idénticas entre os
diferentes organismos, alguns nucleotidios sdo encontrados com maior
freqtiéncia do que outros, numa determinada posicdo, constituindo o que se
denomina seqiiéncia consenso. Dois consensos, com 6 nucleotidios cada, foram
determinados a partir desse tipo de analise. A seqiliéncia consenso -10 é

TATAAT. A seqiiéncia consenso -35 ¢ TTGACA. Os consensos estdo separados
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entre si por cerca de 16-18 nucleotidios em 90% dos casos analisados (CHAMPE

e HARVEY, 2002; LEHNINGER et al., 2000; LEWIN, 1995).

Em especial, na E. coli, a transcricdo envolve as etapas de iniciagao,
alongamento e término. Na etapa de iniciacdo, a RNA polimerase se liga
reversivelmente ao DNA na regido promotora, boxes -10 e -35. Esta ligacao
envolve contatos sobre uma face do DNA entre as posicdes -55 e -5. Através de
experiéncias denominadas footprint, esses resultados podem ser demonstrados.
A RNA polimerase, ap6s se ligar a regido promotora, altera a sua conformacao
estrutural, e passa a cobrir regides entre -55 e +20. A base nitrogenada em que
geralmente ocorre o inicio da transcri¢do é a adenina (A) e a menos comum ¢é a
citosina (C), e localiza-se aproximadamente de 5 a 9 bases a jusante do box -10.
Assim que sdo transcritos 7 a 12 nucleotideos, o fator sigma é liberado e a

transcricdo continua num processo continuo de alongamento até o término

(LEWIN, 1995).

Em bactérias a transcricdo e a traducdo ocorrem simultaneamente. Tao
logo o RNA esteja sendo sintetizado pela RNA polimerase, ribossomos ja estdo
se ligando para iniciarem a traducdo. O mesmo transcrito poderda ser
retranscrito véarias vezes durante o ciclo celular. Uma outra RNA polimerase
pode reiniciar a transcricao a partir do promotor, assim que esse transcrito for

liberado do DNA (LEWIN, 1995).

O processo de alongamento da cadeia continua até que um sinal de
terminacdo seja atingido, ou pode ocorrer espontaneamente. O sinal de
terminacdo pode ser constituido por uma estrutura secundéaria em forma de
“grampo de cabelo ou haste-alca”, em inglés denominado hairpin, seguida por
uma seqiiéncia de aproximadamente 8 residuos U, que ocorre ap6s o cddon de
parada. A estrutura hairpin é formada por uma regido rica em G e C,

aproximadamente 7 a 20 bases, que exibe simetria dupla pela presenca de um
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palindromo. A formagdo do grampo leva a RNA polimerase a diminuir a sua
velocidade ou até a interromper a sintese. A interacao U-A é fraca e, portanto, a
sequéncia de Us permite a RNA polimerase se dissociar do DNA molde. Esse
tipo de terminacdo é denominado terminacdo ro-independente (CHAMPE e

HARVEY, 2002; LEHNINGER et al., 2000; LEWIN, 1995).

Outro tipo de terminagdo é chamado de ro-dependente, que requer a
participacdo de uma proteina especial chamada fator r6. Em terminadores ro-
dependentes também é encontrada uma regido de simetria dupla, rica em C e
fraca em G e, portanto apresenta baixa complementaridade entre as bases,
formando um grampo "fraco" no RNA. Além disto, ndo existe uma seqtiéncia
rica em Us apdés o grampo. Neste caso, torna-se necessaria a participacao da
proteina auxiliar (fator r6) para a liberacdo da RNA polimerase (CHAMPE e
HARVEY, 2002; LEHNINGER et al., 2000; LEWIN, 1995).

2.5.5 Tradu¢ao do mRNA em proteina

Assim como acontece na transcricao, a traducdao também envolve trés
etapas: iniciacdo, alongamento e terminacdo. A iniciagdo inclui a reunido dos
componentes envolvidos na tradugdo: as duas subunidades ribossomicas, o
mRNA a ser traduzido, e o tRNA com o aminoécido especifico para o primeiro
cddon. Envolve também GTP, que fornece energia para o processo, e fatores de
iniciacdo, facilitadores do processo. O ribossomo se liga a seqiiéncia de ligagao
do ribossomo RBS (Ribossome Binding Site), também conhecida como Shine-
Dalgarno (SD), localizada de 6 a 10 bases a montante do cédon de inicio. Em
seguida, um tRNA iniciador especial reconhece o cédon de inicio, e o
alongamento da cadeia polipeptidica promove a adicdo de aminoacidos na
extremidade carboxila da cadeia. Ao formar a ligacdo peptidica, o ribossomo
avanca trés nucleotideos em direcdo ao terminal 3 do mRNA. A terminacao da

tradugdo ocorre quando o cédon de parada é reconhecido (CHAMPE e

31



Revisao Bibliografica

HARVEY, 2002). A Figura 13 ilustra a estrutura da seqiiéncia de DNA, o

processo de transcricdo de um gene, e a traducao em proteina.

box promotor

regido a jusante regido a montante

Legenda v
SD - Shine-Dalgarno
ATG - Cobdon de inicio da tradugao
TGA  Codon de terminacado da proteina
traducao
TERM - Terminador da transcri¢dao
UTR - Regido ndo traduzida

Figura 13 - Elementos estruturais da seqiiéncia de DNA e outros elementos envolvidos na
transcrigdo do DNA para RNA e tradugdo em proteina.

2.5.6 Familia de proteinas, dominios e motivos

Um grupo de proteinas com similaridade na seqtiéncia de aminoacidos
freqlientemente possuem estrutura tridimensional similar, compartilham
funcdes bioldgicas comum, e relacionam-se filogeneticamente. Este grupo de

proteinas tem sido denominado de familia de proteinas (KANEHISA, 2000).

Dominio é uma regido que constitui uma unidade estrutural distinta em
uma seqiiéncia de aminoédcidos. Uma grande seqiiéncia de aminoécidos pode
ter varios dominios. O centro de um dominio é formado por combinacdes de

elementos estruturais denominados motivos. Cada dominio tem caracteristicas
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de uma proteina globular pequena e compacta que ¢é estruturalmente

independente dos outros dominios da cadeia polipeptidica (KANEHISA, 2000).

2.6 Operon

Genomas bacterianos estdo organizados em unidades de expressdo
envolvidas por sitios onde a transcricdo do DNA em RNA inicia e termina. Uma
unidade de expressdo, também chamada de unidade de transcricdo, pode
conter mais de um gene com um tnico promotor realizando a regulacao de sua
transcricdo, e dando origem a um transcrito dnico contendo todos os genes a
serem traduzidos. Neste caso trata-se de um operon. Um operon é um
grupamento de genes adjacentes sob controle do mesmo promotor sendo,
portanto, uma unidade genética de expressio coordenada. E uma forma de
otimizar o processo, colocando préximos os genes que executam funcdes

relacionadas (BONATO, 2004).

Quando um operon é induzido, todos os genes que dele fazem parte sdo
transcritos numa molécula tinica de mRNA. Tal molécula é denominada RNA
policistronico. A tradugdo ocorre de forma independente. O ribossomo se liga
ao RBS e cada gene é traduzido. A traducao de cada gene, também pode ocorrer

vérias vezes (LEWIN, 1995).

A estrutura de um operon é uma importante caracteristica
organizacional de genomas bacterianos. Muitos conjuntos de genes ocorrem na
mesma ordem em multiplos genomas. Estes grupos de genes conservados
representam candidatos a operons. As caracteristicas de um grupo de genes
candidatos a um operon incluem: compartilhamento de determinados
elementos regulatorios; box -35 e -10 localizados na regido a montante do
operon; genes arranjados em seqiiéncia na mesma fita; genes separados por

distancias curtas, em geral no maximo 150 bases; genes conservados em dois ou
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mais genomas filogeneticamente relacionados e suas fun¢des estdo geralmente

relacionadas (CHEN et al., 2004).

Varios métodos computacionais tém sido desenvolvidos para predicdo
de operons em genomas bacterianos baseados nas caracteristicas citadas acima
(OVERBEEK et al., 1999; SALGADO et al., 2000; ERMOLAEVA et al., 2001;
ZHENG et al., 2002; MORENO-HAGELSIEB e COLLADO-VIDES, 2002a; 2002b;
CHEN et al., 2004).

2.6.1 Operon bcs

A etapa de polimerizacdo da glicose para a sintetize de moléculas de
celulose envolve enzimas que sdo codificadas em um operon conservado entre
varias espécies de bactérias Gram-negativas. O mecanismo molecular da
biossintese de celulose e a regulacdo desse processo foram primeiramente
elucidados na a-proteobactéria Gram-negativa A. xylinum. Posteriormente, o
mecanismo também foi desvendado mnas bactérias A. tumefaciens, R.
leguminosarum e, recentemente, nas y-proteobactérias S. typhimurium e E. coli
(ROMLING, 2002). As caracteristicas estruturais das proteinas e enzimas,
codificadas pelos genes que compdem o operon bcs foram descritas na sessdao

2.3.3.

2.7 Bioinformatica e Gendmica Comparativa

A bioinfomatica é uma nova ciéncia que envolve a unido de diversas
linhas de conhecimento: engenharia de softwares, matemadtica, estatistica,
ciéncia da computagao e biologia molecular. Os especialistas em bioinformaética
devem ter o conhecimento necessario para saber quais sdo os problemas
biolégicos reais e quais as opgdes vidveis de desenvolvimento e abordagem

computacional para o problema em questao (PROSDOCIMI et al., 2003), e neste
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sentido podem ajudar a tornar mais eficiente o planejamento experimental para

pesquisas a serem comprovadas em laboratério.

A Internet é uma fonte de informacdo muito til para as pesquisas
biolégicas. As informacdes mais abrangentes sao os bancos de dados biol6gicos
e as ferramentas de busca, disponiveis publicamente. Os repositérios de dados
para novos tipos de dados biolégicos, disponiveis na Internet, vém se

multiplicando rapidamente.

2.7.1 Bancos de dados biolégicos

Os bancos de dados biolégicos proporcionam a comunidade cientifica
uma forma de tornar os dados produzidos em todo o mundo acessiveis, de
forma mais facil e rapida. Esses bancos de dados podem ser classificados em
primarios e secundarios. Os bancos de dados primarios sdo os que apresentam
resultados de dados experimentais que sdo publicados com alguma
interpretacdo, ndo havendo uma analise cuidadosa desses dados com relagao
aos outros publicados anteriormente. Como exemplo de bancos primaérios
pode-se citar GenBank (Banco de dados do NCBI) e o EMBL (Nucleotide
Sequence Database). J& nos bancos de dados secundarios ha uma compilagdo e
interpretacdo dos dados de entrada de forma que podem ser obtidos dados
mais representativos. Esses sdo os bancos de dados curados, como o SWISS-
PROT (Protein knowledgebase) e o TrEMBL (Translations of EMBL). Outra
classificacdo que também pode ser atribuida aos bancos de dados biolégicos é
quanto a fungao e estrutura das proteinas. Um exemplo de bancos de dados
funcional é o KEGG (Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes) que disponibiliza
acesso a mapas metabdlicos de organismos cujos genomas tenham sido
completamente ou parcialmente seqiienciados. J& os bancos de dados
estruturais possuem dados relativos a estrutura de proteinas (PROSDOCIMI et

al. 2003).
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2.7.2 Gendmica comparativa

O crescente ntimero de seqiiéncias completas de genomas bacterianos
disponiveis publicamente (196 disponiveis em 24 de novembro de 2004 no site
http:/ /www.ncbi.nlm.nih.gov/genomes/static/eub_g.html; observe a Figura
14), representa um aumento na compreensdo bioldgica desses microrganismos,
uma vez que amplia as informagdes sobre metabolismo, organizacdo celular e
evolucdo para andlise comparativa. A comparagdo entre genomas aumenta a
compreensao de cada genoma em particular. Até poucos anos atrds ndo era
possivel tal analise, e conclusdes erroneas aconteciam por falta de dados para
comparagdes. A analise comparativa de genomas nos oferece informagdes sobre
tamilias de proteinas conhecidas, perfis filogenéticos, funcdes, organizacdes em
operons ou grupo de genes, enfim, as informagdes comparativas podem até
ajudar a predizer funcdes de ORFs desconhecidas no organismo que estamos
analisando, comparando com outros organismos onde o gene ja possui fungao
esclarecida. A gendmica comparativa utiliza genomas-modelo para a
identificacdo de genes e vias relevantes para a fisiologia e patologia. Os bancos
de dados de metabolismo e de classificacdo filogenética representam uma
grande ajuda nesta tarefa (KOONIN e GALPERIN, 1997, GALPERIN e
KOONIN, 2000, KANEHISA, 2000).

2.7.3 Ferramentas de bioinformatica e de genémica comparativa

Aqui sdo apresentadas brevemente as plataformas on-line para pesquisas
biolégicas, os bancos de dados biolégico e as ferramentas de gendmica
comparativa e para andlise de sequiéncias tUteis e importantes para esta
abordagem, e que estdo mostrados na Tabela 2. Em seguida é apresentada uma

breve descricdo dos itens desta tabela.
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Genomas Bacterianos Sequenciados
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Figura 14 - Genomas bacterianos seqiienciados, depositados no GenBank até 24 de novembro
de 2004.

2.7.3.1 Plataformas on-line para pesquisa biolégicas

NCBI (National Center for Biotechnology Information)

O NCBI é uma organizacao do Estados Unidos que cria bases de dados
publicas, conduz pesquisas na area de biologia computacional, desenvolve
ferramentas para analisar dados de genomas, e divulga informagdo biomédica
para promover uma melhor compreensdo dos processos moleculares que
afetam a satde humana e as doencas (NATIONAL CENTER FOR
BIOTECHNOLOGY INFORMATION, 2004).

EMBL (The European Molecular Biology Laboratory)

O EMBL existe desde 1974 e é mantido por dezessete paises incluindo
quase toda a Europa ocidental e Israel. O EMBL é uma das grandes institui¢des
de pesquisa do mundo e foi fundado com o objetivo de conduzir pesquisa

basica em biologia molecular, fornecer servicos essenciais aos cientistas,
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fornecer treinamento de alto nivel a seus funciondrios, estudantes, e visitantes, e

desenvolver nova instrumentagdo para a pesquisa biolégica (THE EUROPEAN

MOLECULAR BIOLOGY LABORATORY, 2004).

Tabela 2 - Ferramentas de bioinformdtica importantes e tuteis para esta

abordagem.

Plataformas on-line

para Pesquisa Endereco Web (URL)
Biolé6gicas
NCBI http:/ /www.ncbi.nlm.nih.gov/
EMBL http:/ /www.embl.org/
EBI http:/ /www.ebi.ac.uk/Information/
INTERPRO http:/ /www.ebi.ac.uk/interpro
BRGene http:/ /www.brgene.Incc.br/
ExPASy http:/ /us.expasy.org/
Bancos de Dados de
Seqiiéncias de DNA e
Estruturas de Endereco Web (URL)
Proteinas
GenBank http:/ /www.ncbi.nlm.nih.gov
EMBL-EBI http:/ /www.ebi.ac.uk/embl/
DDB]J http:/ /www.ddbj.nig.ac.jp
PDB http:/ /www.rcsb.org/pdb/
UNIPROT http:/ /www.expasy.uniprot.org/
SWISS-PROT http:/ /us.expasy.org/sprot/
TrEMBL http:/ /us.expasy.org/sprot/
PIR http:/ / pir.georgetown.edu/
PRODOM http:/ /prodes.toulouse.inra.fr/ prodom/ current/html/home.php
PFAM http:/ /www.sanger.ac.uk/Software/Pfam/
SMART http:/ /smart.embl-heidelberg.de/
Ferramentas de
Genomica

Comparativa e para
Analise de

Endereco Web (URL)

Seqiiéncias
COG http:/ /www. ncbi.nlm. nih.gov/COG
KEGG http:/ /www.genome.ad.jp/kegg/
MBGD http:/ /mbgd.genome.ad.jp/
BLAST http:/ /www.ncbi.nlm.nih.gov/blast/
CLUSTAL W http:/ /www.ebi.ac.uk/clustalw/
ARTEMIS http:/ /www .sanger.ac.uk/Software/ Artemis
BIOEDIT http:/ /www.mbio.ncsu.edu/BioEdit/bioedit.html
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EBI (European Bioinformatics Institute)

O EBI, é uma organizagado académica que faz parte do EMBL. O EBI é um
centro para a pesquisa e servigos de bioinformatica. O instituto controla bancos
de dados bioldégicos que incluem &cidos nucléicos, seqiiéncias de proteinas e
estruturas macromoleculares. A missdao do EBI é assegurar que as informacdes
da pesquisa em biologia molecular e de genomas sejam de dominio publico e
que sejam acessiveis livremente a toda comunidade cientifica a fim de

promover o progresso cientifico (LOPEZ et al., 2003).

INTERPRO (Integrated resource of Protein Families, Domains and Sites)

Os bancos de dados secundarios de proteinas como PROSITE, PRINTS,
SMART, PFAM e PRODOM sdo recursos vitais para identificar relacionamentos
distantes em novas seqtiéncias, e possibilitar predizer a funcdo e a estrutura de
proteinas. Infelizmente, estes bancos de dados ndo compartilham os mesmos
formatos e nomenclatura, e cada banco de dados tem seus pontos fortes e
fracos. Na tentativa de se obter uma visdo integrada dos bancos de dados o EBI,
o SIB, a Universidade de Manchester, o Instituto Sanger, o GENE-IT, o
CNRS/INRA, a LION Bioscience AG e a Universidade de Bergen unificaram o
PROSITE, PRINTS, PRODOM e o PFAM no INTERPRO. Em seguida, o SMART
e TIGRFAMs juntaram-se ao projeto, e também o PIR SuperFamily e a
SUPERFAMILY (MULDER et al., 2002).

ExPASy (Expert Protein Analysis System)
O ExPASy é o servidor proteomico do SIB (Swiss Institute of
Bioinformatics) dedicado a analise de seqiiéncia e estrutura de proteinas,

integrando varios bancos de dados, entre eles SWISS-PROT e TrEMBL
(GASTEIGER et al., 2003).

39



Revisao Bibliografica

BRGene (Brazilian Genome Virtual Institute of Genomic Research)

O BRGene nasceu em 2000, a partir da iniciativa do Ministério da Ciéncia
e Tecnologia (MCT) para mapear o genoma completo de uma bactéria. A
bactéria selecionada foi a Chromobacterium violaceum, uma bactéria que produz
metabolitos secundarios com potencial para tratamento de algumas doencas e
outros de interesse biotecnolégico. Nesse projeto nacional estdo envolvidos
pesquisadores de diversas regides do Brasil, cerca de 160 cientistas vinculados a
25 laboratérios, que se uniram, somando aptidées para o sequenciamento
gendmico e andlise das seqiiéncias genéticas. Informacdes do genoma da C.
violaceum estdo disponibilizadas pelo BRGene (BRAZILIAN NATIONAL
GENOME PROJECT CONSORTIUM, 2004).

2.7.3.2 Bancos de dados de seqiiéncia de DNA e estrutura de proteinas

GenBank (Banco de dados do NCBI)

O banco de dados GenBank possui seqiiéncias de DNA, publicamente
disponiveis, de diferentes organismos, disponibilizados através da submissao
direta de dados da sequiéncia dos laboratérios individuais e dos grandes
projetos de sequenciamento. A troca de dados com The European Molecular
Biology Laboratory (EMBL) e o DNA Data Bank of Japan (DDBJ) ajudaram a
assegurar uma cobertura mundial detalhada de todas essas seqtiéncias. Os
dados do GenBank sdo acessiveis através do sistema de recuperacgao integrado
Entrez do NCBI, que integra dados das principais bases de dados de seqiiéncia
de DNA e de proteina; junto com a informagdo da taxonomia do genoma, da
estrutura da proteina, e as literaturas biomédicas do PubMed. O GenBank e os

seus recursos sao de acesso gratuito através da pdagina principal do NCBI

(BENSON et al., 2000).
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EMBL-EBI (Nucleotide Sequence Database)

O banco de dados de seqiiéncias de nucleotideos do EMBL é mantido
pelo EBI com colaboracao internacional do DDBJ e do GenBank do NCBI. Os
dados sdo trocados diariamente entre os bancos de dados colaboradores. Os
principais contribuintes do EMBL sao autores e grupos individuais de projetos
de pesquisa gendmica. Os formatos de dados do EMBL sdo compativeis com o
de outros bancos (GenBank, DDBJ) e muitas ferramentas de andlise também sao
comuns. Os alinhamentos mdultiplos, as pesquisas por palavras-chave,
identificagdo de padrdes especificos (dominios e motivos) sdo algumas das
ferramentas disponiveis para a analise de seqtiéncias. O SWISS-PROT, na Suiga,
um banco de dados de proteinas, também ¢é integrado ao EMBL,
disponibilizando dominios, descricdes de fungdes, e estruturas de proteinas

(STOESSER et al., 2001; REDASCHI et al., 2001).

DDBJ (DNA Data Bank of Japan)

O banco de dados DDBJ coleta o maximo possivel dos dados de
pesquisas gendmicas, principalmente de pesquisadores e grupos de pesquisa
japoneses. Juntos, o GenBank, o EMBL e o DDBJ formam o chamado
International Nucleotide Sequence Database (INSD), mantendo um importante

acordo de cooperagao e intercAmbio de dados (TATENO et al., 2002).

PDB (Protein Data Bank)

O PDB é um banco de dados com informacdes de estrutura
tridimensional de macromoléculas biolégicas. O PDB é o maior repositério do
mundo para o processamento e a distribuicdo de dados da estrutura
tridimensional de grandes moléculas de proteinas e &acidos nucléicos. Esse

banco de dados contém estruturas tridimensionais de macromoléculas
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biolégicas que foram determinadas experimentalmente. Os dados sao
facilmente submetidos ao PDB via web, e também os resultados de pesquisa

realizadas neste banco de dados sdo facilmente acessiveis (BERMAN et al.,

2000).

UNIPROT (Universal Protein Resource)

O UNIPROT é um repositério central de seqiiéncia e funcdo de proteinas,
criado pela juncao das informagdes contidas no SWISS-PROT, no TrEMBL, e no
PIR. (APWEILER et al., 2004).

SWISS-PROT (Protein knowledgebase)

O SWISS-PROT é um banco de dados curado de seqiiéncia de proteina.
Nele sdao apresentadas a descricao da funcdo de uma proteina, a estrutura dos
dominios, locais de modificagdes pos-tradugao, e outras anotacdes. Este banco
de dados concentra seus esforcos em manter um nivel minimo de redundéancia
e um alto nivel de integracdo com outros bancos de dados (BOECKMANN et
al., 2003).

TrEMBL (Translations of EMBL)
O TrEMBL é um suplemento de anotagdo computacional do SWISS-
PROT. Nele estao contidas todas as traducdes das seqiiéncias de nucleotideos

do EMBL que ainda ndo estao integradas no SWISS-PROT (BOECKMANN et
al., 2003).
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PIR (Protein Information Resource)

O PIR é um banco de dados de proteinas anotadas. Recentemente, o PIR,
0 SWISS-PROT, e o TrEMBL se uniram e formaram o banco de dados UNIPROT
(WU et al., 2003).

PRODOM (Protein Domain)

O PRODOM ¢ banco de dados de dominios de proteinas que consiste de
uma compilacdo automatica de dominios homoélogos gerados automaticamente
a partir do banco de dados SWISS-PROT e TrEMBL. O banco de dados
PRODOM ¢é parte do projeto INTERPRO (SERVANT et al., 2002).

PFAM (Protein families database)

O banco de dados PFAM ¢é um conjunto de alinhamentos maltiplos de
seqiiéncias, abrangendo dominios comuns de proteinas, e de familias de
proteinas. Para cada familia de proteinas no PFAM pode-se: visualizar os
alinhamentos maultiplos; visualizar a arquitetura dos dominios das proteinas;
examinar a distribuicdo da espécie; fazer links com outros bancos de dados e

visualizar estruturas de proteina conhecidas.

O PFAM é um banco de dados composto de duas partes. A primeira
parte, denominada PFAM-A é a parte curada, contendo 7459 familias de
proteinas (em agosto de 2004), 74% do total de proteinas do PFAM; o PFAM-B,
com 24% das proteinas do PFAM, contém pequenas familias do banco de dados
PRODOM que nao estdo no PFAM-A. Embora as familias do PFAM-B sejam de
menor qualidade, elas podem ser tteis quando ndo sao encontradas no Pfam-A

(BATEMAN et al., 2004).
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SMART (Simple Modular Architecture Research Tool)

No SMART ¢ possivel a identificacdo e anotacdo de dominios e a analise
da arquitetura de dominios. Cada dominio encontrado no banco de dados de
proteina ndo redundante (nr), assim como os parametros de busca e as
informacdes taxondmicas sdo armazenados em um banco de dados relacional.
As interfaces com o usudrio permitem buscas por proteinas que contém

dominios especificos (SCHULTZ et al., 2000).

2.7.3.3 Ferramentas de genémica comparativa e para analise de seqiiéncias

A seguir sdo apresentadas algumas ferramentas de gendmica

comparativa importantes para esta abordagem.

COG (Clusters of Orthologous Groups of Proteins)

O banco de dados COG do NCBI é uma tentativa de classificacao
tilogenética das proteinas codificadas em 21 genomas completos de bactérias,
archaea e eucariotos. As familias de proteinas conservadas no COG contém
grupos de proteinas ortélogas. Duas proteinas sdo ortélogas se os genes que as
codificam evoluiram de um ancestral comum. Tipicamente genes ortélogos
codificam proteinas que tém a mesma fungdo. O mesmo ndo acontece com
genes paralogos que se originaram por duplicagdo e as vezes desenvolveram
uma nova fungado. O banco de dados COG compreende 2091 COGs que incluem
56-83% dos produtos dos genes dos genomas completos de bactérias e archaeas,
e aproximadamente 35% do genoma da Saccharomyces cerevisiae (TATUSOV et

al., 2000).

44



Revisao Bibliografica

KEGG (Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes)

A KEGG ¢é uma base de conhecimento para a andlise sistemética de
fungdes dos genes, ligando a informacdo gendmica a informacdo funcional. E
uma ferramenta centrada na comparacdao de genomas quanto a sua capacidade
para codificar diferentes vias metabodlicas. Pode-se obter mapas metabdlicos e
identificar quais enzimas estdo presumidamente codificadas por um
determinado genoma. Permite também identificar clusters de genes conservados
entre espécies. As atualizacdes do KEGG sao didrias (KANEHISA e GOTO,
2000).

MBGD (Microbial Genome Database)

O banco de dados MBGD é um sistema para a andlise comparativa entre
genomas microbianos que tenham sido completamente seqtienciados. A funcdo
principal do MBGD é criar uma tabela usando o COG, comparando todos
contra todos, relacionando as similaridades entre genes em miultiplos genomas.
O MBGD ¢, assim, uma ferramenta para identificar genes e proteinas

homologas em vérios genomas (UCHIYAMA, 2003).

BLAST (Basic Local Alignment Search Tool)

O BLAST é uma ferramenta de comparagao e alinhamento de seqiiéncias
depositadas em banco de dados e utilizada para identificacdo de similaridades.
Os resultados matematicos permitem uma andlise do desempenho deste
método, bem como, o significado estatistico dos alinhamentos que o programa
gera. O algoritmo bésico é simples e robusto; pode ser executado de maneira
facil, e é aplicado em uma variedade de contextos, incluindo a pesquisas de

seqiiéncias de DNA e da proteina, motivos, identificagdo de genes, e na analise
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de regides de multiplas similaridades em seqtiéncias de DNA. De acordo com o
tipo de seqiiéncia de entrada (nucleotideo ou aminoacido) e com o tipo de
resultado esperado, existe um programa BLAST especifico (ALTSCHUL et al.,
1990): BLASTn: compara seqiiéncias de nucleotideos; BLASTp: compara
sequiéncias de aminodcidos de proteinas e identifica também possiveis
dominios conservados nas proteinas analisadas; BLASTx: compara seqiiéncias
de nucleotideos com a base de dados de proteinas; tBLASTn: traduz uma
sequiéncia de aminodacidos para nucleotideo e compara com o banco de dados
de genes; tBLASTx: traduz uma seqiiéncia de nucleotideo para aminoécidos e
compara com o banco de proteinas; RPS-BLAST: busca por alinhamentos com
dominios conservados conhecidos; BLAST 2 Sequences: realiza um alinhamento

comparativo entre duas seqiiéncias.

CLUSTAL W (Multiple Sequence Alignment Programn)

CLUSTAL W ¢é a versdao Web de uma das ferramentas gratuitamente
disponiveis mais utilizada para se fazer alinhamento multiplo de seqtiéncias de
nucleotideos e de aminoacidos. Fornece ao usuario uma variedade de opgdes de
parametros e diferentes apresentagdes dos resultados. Os alinhamentos podem
ser visualizados e alterados a partir de interface grafica. Além disso, permite

criar também arvores filogenéticas (THOMPSON et al., 1994).

ARTEMIS (A DNA Sequence Viewer and Annotation Tool)

Artemis é uma ferramenta de visualizagdo e anotacdo de seqiiéncia de
DNA, que permite visualizar os resultados das andlises no contexto da
sequéncia e de sua traducdo dos seis quadros (ORFs). O Artemis é
especialmente til para analisar genomas de bactérias, de archaeas e de alguns

eucariotos. O Artemis é executado em Java, e funciona em toda a plataforma
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apropriada. As seqiiéncias e as anota¢des podem ser lidas e escritas em formato

EMBL, GenBank e em GFF (Graphic File Format) (RUTHERFORD et al., 2000).

BIOEDIT (Sequence Alignment Editor for Windows)

Bioedit é uma ferramenta para editar e alinhar seqtiéncias de DNA e de
proteinas, gerenciar submissao de seqiiéncias a outros aplicativos, e visualizar
os resultados. O Bioedit é uma ferramenta muito confortdvel para a
visualizagdo, com uma variedade de funcdes de analise das seqiiéncias de

nucleotideos e aminoacidos (TIPPMANN, 2004).
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CAPITULO III

Materiais e Métodos

Neste capitulo estdo descritos os procedimentos para a realizacdo da
etapa da investigagdo computacional do genoma de Chromobacterium violaceum,
buscando por informacdes gendmicas envolvidas na formagdo de biofilme
celulésico. Além disso, serdo descritos os procedimentos laboratoriais da etapa
de cultivo desta bactéria, a fim obter evidéncias da presenca de celulose como

um elemento do biofilme produzido.

3.1 Ferramentas de bioinformatica utilizadas

As plataformas on-line para pesquisas biolégicas, os bancos de dados
biolégicos e as ferramentas de gendmica comparativa e para andlise de

sequiéncias utilizadas neste trabalho estao listadas na Tabela 3.

Tabela 3 - Ferramentas de bioinformética, gendmica comparativa e para analise
de seqiiéncias utilizadas neste trabalho.

Ferramenta Enderego Web (URL) Descricao
Organizacdo do USA voltada a

NCBI www.ncbi.nlm.nih.gov/ pesquisas na area de biologia
computacional

BRGene www.brgene.Incc.br/ Informacoes do»sequeaamento do
genoma de C. violaceum

GenBank www.ncbi.nlm.nih.gov Banco de dados de seqtiéncia do
NCBI
Banco de dados de dominios

PFAM www .sanger.ac.uk/Software/Pfam/ comuns de proteinas, e de familias
de proteinas

KEGG www.genome.ad.jp/kegg/ Vias metabdlicas

BLAST www.ncbi.nlm.nih.gov/blast/ COI{lPar.agao ¢ alinhamento de
seqiiéncias

Clustal W | www.ebi.ac.uk/clustalw/ Ahr.l.l}an}ento multiplo de
seqiiéncias

ARTEMIS | www.sanger.ac.uk/Software/ Artemis Vls?z}hz.a(;ao e anotacao de
seqiiéncia

Edicao e alinhamento de
seqiiéncias, submissao de
seqiiéncias a outros aplicativos, e
visualiza¢do dos resultados

BIOEDIT www.mbio.ncsu.edu/BioEdit/bioedit.html
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3.2 Procedimentos Experimentais Computacionais

3.2.1 Identificacio das enzimas da via de biossintese de celulose em

Chromobacterium violaceum

Para a identificacdo no genoma de C. violaceumn dos genes/ORFs que
codificam as enzimas envolvidas nas reacdes da via metabdlica de biossintese
de celulose utilizou-se o banco de dados de vias metabodlicas KEGG. Para tanto,
utilizou-se como modelo as enzimas pertencentes a via de biossintese de

celulose por A. xylinum, proposta por ROSS et al. (1991),

3.2.2 Identificacao do operon de biossintese de celulose em Chromobacterium

violaceum

Sabe-se que um dos principais elementos da matriz extracelular de
biofilmes bacterianos é o exopolissacarideos (EPS). Da literatura, verificou-se
que celulose é um EPS presente na matriz extracelular de biofilme bacteriano de
varias espécies, e que os genes da associacdo celulose sintase, estdo organizados
em um operon bcs, conservado entre varias espécies bacterianas. O BRAZILIAN
NATIONAL GENOME PROJECT CONSORTIUM (2003) relatam que no
genoma de C. violaceum foram identificados trés ORFs relacionadas com a
biossintese de celulose (CV2675, CV2677 e CV2678). A partir dai, esta pesquisa
buscou elucidar as caracteristicas gendmicas envolvidas na biossintese de

celulose por C. violaceum.

A anadlise dos genes de interesse foi realizada utilizando a plataforma de

bioinformatica do BRGene, e do NCBI.
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A metodologia utilizada para identificacdo de um provavel operon bcs
em C. violaceum foi conduzida em cinco etapas, as quais estao apresentadas no

fluxograma da Figura 15.

| 1 - Grupo de genes de interesse |

<«

| 2 - Proteinas homologas |

<«

3 - Ordem dos genes e fita que codifica,
distancias intergénicas

<«

4 - Elementos regulatorios

<«

5 - Operon conservado entre espécies

Figura 15 - Etapas para a identificacdo do operon bes no genoma de Chromobacterium violaceum.

Na primeira etapa, foram explorados dados da anotagdo do genoma de
C. violaceum (BRAZILIAN NATIONAL GENOME PROJECT CONSORTIUM,
2003) que estdo disponibilizados publicamente no BRGene, buscando por genes
envolvidos na biossintese de celulose. Foram identificadas as seguintes ORFs:
CV2675, CV2676, CV2677, CV2678 e CV2679, que correspondem
respectivamente aos genes bcsC (NP_902345), besZ (NP_902346), besB
(NP_902347), bcsA (NP_902348) e a proteina hipotética conservada (NP_902349)
com probabilidade de compor o operon bcs; (entre parénteses, o nimero de

acesso da proteina no GenBank do NCBI).
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Em uma segunda etapa, buscando-se por proteinas homologas, as
seqiiéncias de aminoacidos das proteinas, produtos dos genes/ORFs de C.
violaceun mencionados acima, foram submetidas ao programa BLASTP
(ALTSCHUL et al., 1990), a partir do NCBI. Nosso interesse era encontrar
proteinas homoélogas de bactérias cujo processo de produgdo de celulose ja
tinha sido caracterizado experimentalmente. Todas as seqiiéncias de
aminoacidos das proteinas das bactérias selecionadas foram obtidas do banco
de dados GenBank do NCBI e foram submetidas ao alinhamento maultiplo de
seqiiéncias, utilizando o programa Clustal W (THOMPSON et al., 1994), através
da interface de bioinformatica Bioedit (Biological sequence alignment editor)
(TIPPMANN, 2004). Do resultado do alinhamento Clustal W buscou-se
identificar as identidades e motivos conservados entre os microrganismos
selecionados. A interface Bioedit foi utilizada também para gerar o padrao de
consenso entre as seqiiéncias, editar e imprimir os alinhamentos. As
arquiteturas dos dominios das proteinas foram obtidas do banco de dados de

familia de proteinas (PFAM).

Na terceira etapa foram realizadas as identificacdes da ordem dos genes
de interesse no genoma de C. violaceum, bem como as distancias intergénicas e
outros possiveis genes envolvidos no processo. Nesta etapa também utilizamos
o software Artemis V5 (RUTHERFORD et al., 2000), uma ferramenta de

anotacdo e visualizacdo de DNA.

A quarta etapa consistiu em identificar possiveis elementos regulatérios
de transcricdo do operon. Varios softwares fazem a predicdo de elementos
regulatérios de transcricdo em genomas de procariotos. Neste estudo utilizou-
se a predicdo das possiveis regides de regulacdo disponibilizada no BRGene
pela anotagdo automatica. O software Artemis V5 (RUTHERFORD et al., 2000)

foi utilizado para se obter a regido a montante do operon. Estas informagdes
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foram utilizadas para elaborar um esquema gréfico do operon, localizando na

regido a montante os possiveis siteos de regulacdo da transcricao.

Na quinta etapa foi realizada uma anélise dos operons bcs das bactérias
envolvidas neste estudo, e construido um esquema grafico alinhando os genes
dos diversos operons, visando identificar as similaridades entre eles. Este
esquema permitiu uma visualizacdo da organizacdo dos genes de biossintese de

celulose nos diferentes grupos de bactérias.

3.2.3 Identificacdo de proteinas com motivo GGDEF em Chromobacterium

violaceum

As enzimas diguanilato ciclase e fosfodiesterase que regulam o nivel da
molécula c-di-GMP celular possuem o motivo GGDEF. A molécula c-di-GMP é
um ativador alostérico da sintese de celulose por ligar-se a proteina BcsB. A fim
de se identificar proteinas com o dominio GGDEF em C. violaceum foi realizada

uma pesquisa no banco de dados PFAM.

3.3 Procedimentos Experimentais Microbiolégicos

3.3.1 Microrganismo utilizado na etapa laboratorial

O microrganismo utilizado neste ensaio foi a bactéria Chromobacterium
violaceum, linhagem ATCC 12472, a mesma linhagem cujo genoma foi

sequienciado.

3.3.2 Materiais e equipamentos utilizados nos ensaios

Para a producdo de biofilme celuldsico os seguintes materiais foram

utilizados:
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3.3.2.1 Meio de cultivo LB (Luria Bertani) para o cultivo de Chromobacterium

violaceum

% Triptona ..o 10g

% Cloreto de sédio ............. 5g

% Extrato de levedura ....... 5g

% HyO destilada ................. 1000 mL
 PH 7

3.3.2.2 Enzima utilizada para a hidrélise enzimatica

% Celluclast 1,5 L (celulase), gentilmente doada pela

Novozymes Latin America Ltda.

3.3.2.3 Materiais e equipamentos utilizados para a determinacao de glicose

em amostras do cultivo

% Kit de glicose enzimatica da Empresa Gold Analisa
Diagnostica
* Padrao - contém glicose 100 mg/dL
* Reagente de cor - contém tampao pH 7,5 de fosfato
70 mmol/L, fenol 5,0 mmol/L, glicoseoxidase >
10000 U/L, peroxidase > 1000 U/L e 4-
aminoantipirina 0,4 mmol/L
% Espectrofotometro - Spectrophotometer 8500 II - Ruilian

Science & Technology co., Ltda.

3.3.2.4 Solucao tampao utilizada na hidrélise enzimatica

% Citrato de s6dio 50 mM (pH 4,5).
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3.3.3 Cultivo de Chromobacterium violaceum para producao de biofilme

3.3.3.1 Pré-Indculo

O pré-inoéculo foi preparado em um Erlenmeyer de 125 mL, contendo 25
mL de meio de cultura LB a partir de uma colonia C. violaceum retirada de
cultura em placa de Petri. O frasco foi mantido em agitador orbital (150 rpm) a

32 °C, durante 24 h.

3.3.3.2 Iné6culo e condicdes de cultivo

A cultura empregada na producdo de biofilme foi realizada em
Erlenmeyer de 250 mL, contendo 50 mL de meio LB, onde foram inoculados 100
nL do pré-inéculo. Objetivando-se obter as melhores condi¢des de cultivo foram
realizados dois experimentos: um com Erlenmeyer em condicdes estdticas em
estufa a 32 °C, e outro em agitador orbital (150 rpm) a 32 °C. Cada experimento

foi realizado em triplicata.

3.3.4 Coleta das amostras para analise

Apb6s 6 dias de cultivo as amostras foram coletadas para andlise. No
experimento realizado em condicOes estéticas, a pelicula formada na superficie
liquida foi recolhida, com auxilio de um bastdo de vidro, lavada com &gua

destilada e o material insolavel submetido a secagem em estufa a 50 °C.

A suspensao restante do meio de cultivo (sem a pelicula) foi centrifugada
(7000 rpm, 15 min), sendo os sedimentos descartados e ao sobrenadante foi
adicionado trés vezes o volume de &lcool etilico a 92,8%. A precipitagdo assim

obtida foi separada por centrifugacdo (7000 rpm, 15 min) e submetido a
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secagem a 50 °C. Na cultura realizada sob agitacdo ndo houve a formacdo de
pelicula. O mesmo procedimento realizado para a porcao liquida do meio de

cultura estatico foi adotado.

3.3.5 Hidrolise enzimatica

A fim de certificar que o precipitado recuperado era composto de
celulose este foi submetido a acdo de celulases e posteriormente a concentragao

de glicose foi determinada.

A cada 10 mg das amostras isoladas de biofilme (p1, el e al), ver Tabela 4,
foram adicionados 40 pL de celulase (Celluclast 1.5 L - Novozymes) em 1 mL
de tampao citrato de s6dio (50 mM, pH 4,5). As amostras foram incubadas em
banho-maria a 50 °C por 1 hora. Paralelamente, 10 mg de cada amostra (p2, e2 e
a2), ver Tabela 4, foram incubadas em 1 mL de tampao citrato de sédio (50 mM,
pH 4,5), para posterior determinacdo de glicose contaminante. As amostras
foram entdo centrifugadas (5000 rpm, 5 min). A concentracdo de glicose

liberada por hidroélise enzimética foi determinada no sobrenadante.

Tabela 4 - Amostras isoladas de biofilme.

Amostras Descri¢ao da amostra
pl pelicula
el precipitado da cultura estética
al precipitado da cultura agitada
p2 pelicula
e2 precipitado da cultura estatica
a2 precipitado da cultura agitada
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3.3.6 Determinacdo da concentracao de glicose

Para a determinacdo de glicose foi utilizado o kit de determinacdo de
glicose oxidase (Gold Analisa Diagnostica). Foram coletados 100 pL do
sobrenadante de cada tubo de ensaio contendo o produto da hidrolise
enzimadtica, e colocados em tubos de ensaio identificados com p1, p2, el, e2,al e
a2. Em cada tubo foram adicionados 900 pL de reagente de cor. Em um tubo
identificado com pr foram adicionados 10 pL do padrao, 900 pL de reagente de
cor e 90 pL de agua. Os tubos foram homogeneizados, e mantidos em
temperatura ambiente por 10 minutos. As leituras da absorbancia de cada
amostra foram realizadas em espectrofotometro a 500 nm, zerando o aparelho

com o branco contendo 1000 pL reagente de cor.

Para o calculo da concentracdo de glicose foi utilizada a seguinte

expressao:

Concentragdo de glicose da amostra = absorbincia da amostra X fator de calibragio

onde:

Fator de calibragdo = concentragdo do padrdo x absorbancia da solugdo padrao.
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CAPITULO IV

Resultados e Discussao

4.1 Analise dos Resultados do Procedimento Computacional

4.1.1 Via de biossintese de celulose em Chromobacterium violaceum

Dos resultados da andlise realizada da via de biossintese de celulose em
A. xylinum, proposta por ROSS et al. (1991), e das informacdes obtidas no banco
de dados de vias metabodlicas KEGG, identificou-se no genoma de C. violaceum
os genes/ORFs que codificam as enzimas envolvidas nas reacdes da via de
biossintese de celulose em C. violaceum, os quais estao apresentados da Tabela 5.
Com isto foi possivel elaborar esquematicamente uma via de biossintese de
celulose em C. violaceum a partir de glicose, conforme apresentado na Figura 16.

Em seguida é apresentada uma descri¢do detalhada das rea¢des desta via.

Na via de biossintese de celulose em A. xylinum, primeiramente a glicose
é convertida em G6P, reacdo catalisada pela enzima glicoquinase com a
participacdo de uma molécula de ATP e liberando um ADP (glicose + ATP =
G6P + ADP). Em C. violaceum, esta enzima é codificada pelo gene glk (CV0147).
Na reacao seguinte a G6P é convertida em G1P, reacao catalisada pela enzima
fosfoglicomutase (G6P < GIP). No genoma de C. violaceum esta enzima é
codificada pelo gene algC (CV2172). Na seqiiéncia, a reacdo catalisada pela
enzima UDP-glicose-pirofosforilase converte G1P mais uma molécula de
uridina trifosfato (UTP) em uridina difosfato glicose (UDP-glicose), liberando
uma molécula de PPi. Em C. violaceum, esta enzima é codificada pelo gene galU
(CV3901). A molécula UDP-glicose é precursora da biossintese da celulose. A

polimerizacdo de glicose em cadeia (1->4) glicana (celulose) é realizada pelo
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complexo celulose sintase usando UDP-glicose como substrato. Em C. violaceum
as proteinas que compdem a associacao celulose sintase, organizam-se em um
operon, conforme mostrado neste trabalho, denominado operon bcs, formado
pelas proteinas e enzimas ORF CV2679, BcsA, BcsB, BesZ e BesC. A ORF
CV2679 anteriormente anotada como proteina hipotética conservada, sua

funcao esta sendo atribuida por genémica comparativa.

Tabela 5 - Proteinas/enzimas presentes no genoma de C. violaceum envolvidas
na via de biossintese de celulose.

Identificador

Proteina/enzima EC/COG da ORF Gene Funcao
) . EC27.1.2 Catalisa a fosforilagéo,
Glicoquinase COG0837 Cvo0147 glk olicose em G6P
. EC54.22 Catalisa a isomerilacdao, G6P
Fosfoglicomutase COG1109 Cv2172 algC em G1P
. Sintetiza UDP-glicose a
UDP-glicose- - EC2.7.7.9 " ~y3901 gall  partir de GIP + UTP,
pirofosforilase COG1210 . .
liberando um PPi
Nao possui NOVo Provavel ATPase envolvida
EC CV2679 one @ divisao celular e particao
COG1192 & do cromossomo
Subunidade catalitica da
EC24.1.12 celulose sintase; polimeriza
coclars VT8 A i ose em cadeia p(154)
glicana
Complexo ~ . Subunidade de regulagao
. Nao possui . .
celulose sintase CV2677 da celulose sintase, liga-se
N EC nem besB .
(Associagao de COG ao ativador da celulose
proteinas e sintase, c-di-GMP
enzimas) EC 3214 Celulase; catalisa a hidrdlise
A CV2676 besZ  de ligacoes internas 3(1->4)
COG3405 N
glicosidicas da celulose
Envolvida na biossintese de
celulose em vérias espécies
EC24.1.12 i F
COG0457 CV2675 besC b.acterlanas, sua fungao
ainda permanece
desconhecida

EC = Classificacao de Enzimas; COG = Conjunto do grupo de proteinas ortélogas
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I
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& pirofosforilase  G1F algC(CV2172)  G6P =
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Figura 16 -Via de biossintese de celulose em C. violaceum a partir do substrato glicose.

Os resultados da organizacdo dessas informagdes indicam que este
microrganismo possui a capacidade de sintetizar celulose, embora ndo

existissem até entdo relatos de evidéncias experimentais.

4.1.2 Identificacao do operon bcs de Chromobacteriun violaceum

O genoma de C. violaceum apresenta os genes bcsC (NP_902345), besZ
(NP_902346), bcsB (NP_902347) e besA (NP_902348), homologos aos genes
envolvidos na biossintese de celulose por bactérias ja bem caracterizadas como
produtoras de celulose. A investigacdo do genoma da C. violaceum nos permitiu
identificar ndo somente um provéavel operon bcs - que retine os quatro genes
anteriormente citados - mas também a existéncia de um novo gene - ORF

CV2679 - namero de acesso no GenBank NP_902349, homodlogo dos genes yhjQ
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de Escherichia coli K12 (NP_417991) e Salmonella typhimurium LT2 (NP_462521),
localizado na regido a montante do operon, da fita reversa complementar.

(Entre parénteses, o niumero de acesso da proteina no GenBank do NCBI).

A Figura 17 apresenta um esquema geral da estrutura do operon bcs de
C. violaceum. Na regido a jusante do operon bcs existe uma pequena ORF com
123 aminoacidos, CV2674 (NP_902344), que poderia fazer parte deste operon;
porém, esta ndo foi considerada por ndo apresentar similaridade com nenhuma
proteina depositada no GenBank até o presente momento. As distancias
intergénicas foram obtidas utilizando o software Artemis V5. A distancia
intergénica encontrada entre o gene bcsC e besZ foi de -4 bases, ou seja, uma
sobreposigdo de 4 bases; entre o gene bcsZ e besB a distancia encontrada foi de -
1 base, i.e., uma sobreposicao de 1 base; entre o gene bcsB e besA foi 32 bases;

entre o gene bcsA e a ORF CV2679 foi -4 bases.

3 NP_902345 NP_902346 ANP_902347 /]NP_902348 NP_902349 5
besC bcsB besA CV2679| ...regido
\] \] regulatdria
138,0 kDa 41,8 kDa 79,3 kDa 94,9 kDa 27,1 kDa]
1270 aa 382 aa 738 aa 852 aa 252 aa
v v v v
2896547 2897692 2899908 2902499 | 2903254
GTC GTA GTG GTA GTA
v A 4 A 4 v v
2892735 2896544 2897692 2899941 2902496
AGT AGT AGT AGT AGT
10520 bp |

Figura 17 - Esquema geral da estrutura do operon bcs de C. violaceum. As setas indicam os
genes ou ORFs que compdem o operon. O nome dentro da seta corresponde ao gene ou ORF.
O ndmero acima da seta corresponde ao ntimero de acesso do gene no GenBank do NCBL
Imediatamente abaixo das setas estd indicada a massa molecular de cada polipeptideo, bem
como, o ndmero de aminoicidos que o compdem. Os niumeros dentro dos circulos
correspondem as distancias intergénicas. As anotag¢des sob as setas indicam a posicao de inicio
e de término de cada gene/ORF e também o cédon de inicio e de parada. As informacoes
apresentadas neste esquema foram obtidas do BRGene e NCBI.
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As seqiiéncias de aminoacidos codificadas pelos genes/ORFs citados
acima foram submetidas ao programa BLASTP, e do resultado foram
selecionadas oito bactérias, para o estudo comparativo, listadas na Tabela 6. O
critério adotado para a selecdo foi o percentual de identidade entre as
sequiéncias de aminoacidos das proteinas/enzimas envolvidas na sintese de
celulose e a existéncia de comprovacao experimental de produgao de celulose
pela bactéria correspondente. Foram selecionadas as proteinas/enzimas
codificadas pelos genes do operon bcs das bactérias A. xylinum (M37202) (A), A.
xylinum (X54676) (B), A. tumefaciens (L38609), R. lequminosarum (AF121340), S.
typhimurium (NC_003197), E. coli (NC_000913), P. putida (NC_002947) e P.
fluorescens (AY074776). A seqiiéncia de aminoacidos de cada proteina codificada
pelos genes do operon bes de C. violaceum, juntamente com a seqiiéncia de
aminoacidos correspondente as proteinas das bactérias selecionadas, foram
submetidas ao programa Clustal W para alinhamento multiplo. O resultado do
alinhamento nos permitiu identificar regides conservadas entre as espécies que
correspondem aos dominios e motivos relatados na literatura (SAXENA et al.,

1995; ROMLING, 2000).
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Tabela 6 - Bactérias selecionadas para estudo comparativo. Nimero de acesso
no GenBank de cada proteina/enzima do operon bcs das bactérias selecionadas
e o nome do gene/ORF destas proteinas/enzimas.

Organismo,/ No. Acesso GenBank No. Acesso GenBank | Gene/ORF

AAA21884 besA
. AAA21885 besB

Acetobacter xylinum, M37202, (A) AAADISSE besC
AAA21887 besD
CAA38487 acsaA (bcsA)

) CAA38488 acsaB (bcsB)

Acetobacter xylinum, X54676, (B) CAA38489 acsaC
CAA38490 acsaD
AAC41435 cel A (besA)
AAC41434 cel B (bcsB)

Agrobacterium tumefaciens, L38609 AAC41433 cel C (besZ)
AAC41431 cel D
AAC41432 cel E
AAD28574 cel A (bCSA)

Rhizobium leguminosarum, AF121340 AAD28575 cel B (bcsB)
AAD28576 cel C (bcsZ)
NP_462521 yhjQ
NP_462520 yhjO (besA)

Salmonella typhimurium, LT2 NC_003197 NP_462519 yhjN (bcsB)
NP_462518 yhiM (besZ)
NP_462517 yhjL (besC)
NP_417991 yhjQ
NP_417990 yhjO (besA)

Escherichia coli, K12 NC_000913 NP_417989 yhjN (bcsB)
NP_417988 yhiM (bcsZ)
YP_026226 yhjL (bcsC)
NP_744778 PP2634
NP_744779 PP2635 (bcsA)

Pseudomonas putida, KT2440 NC_002947 NP_744780 PP2636 (bcsB)
NP_744781 PP2637 (besZ)
NP_744782 PP2638 (bcsC)
AAL71850 wssA/wss]
AAL71842 wssB (bcsA)

Pseudomonas fluorescens, OprQ AY074776 AAL71843 wssC (besB)
AAL71844 wssD (bcsZ)
AAL71845 wssE (besC)

A seguir serdo apresentadas as caracteristicas estruturais de cada

proteina/enzima codificada pelos genes que compdem o operon bcs de C.

violaceum: ORF CV2679, BcsA, BesB, BesZ e BesC.
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4.1.3 Caracteristicas estruturais de cada proteina/enzima codificada pelos

genes que compdem o operon bcs de Chromobacteriun violaceum

4.1.3.1 ORF CV2679

O gene YhjQ em S. typhimurium LT2 e E. coli K12 faz parte do operon
bes, localiza-se na regido a montante do operon e codifica a proteina de mesmo
nome. Estudo realizado por KIM et al. (2002) de inativacdo desse gene teve
como resultado o retardo na divisdo celular e a producdo de células
filamentosas de varios tamanhos. Um estudo mais aprofundado da fungao
deste gene poderia fornecer indicacdes da relacdo entre a sintese de celulose e o

crescimento celular.

A ORF CV2679 de C. violaceum encontra-se na regido a montante do
operon bcs. Pesquisa realizada utilizando o programa BLASTP revelou que esta
ORF é homoéloga do gene yhjQ de S. typhimurium e E. coli com 31%/44% e
27%/46% de identidade/similaridade, respectivamente. A Figura 18 apresenta
o resultado do alinhamento Clustal W realizado entre as seqiiéncias de
aminoacidos da ORF CV2679 de C. violaceum (NP_902349), S. typhimurium
(NP_462521) e E. coli (NP_417991). Podem ser observados nos primeiros 70

residuos de aminoacidos do alinhamento o seguinte padrdo conservado:

RGGXGXTX3AAXAWXgLX2DX2PXNLLRX2FXVXeGWXsGXDW.

Um esquema gréfico dos dominios da proteina YhjQ de S. typhimurium
obtido do PFAM ¢ apresentado na Figura 19. O esquema grafico apresenta um
dominio YhjQ que compreende a regido dos residuos 66-250, um dominio
PFAM-B na regiao N-terminal, correspondendo aos residuos de 1-65 e um
motivo de baixa complexidade na regido dos residuos 15-26. O dominio YhjQ

corresponde a uma familia de proteinas YhjQ, sendo que a funcdo dessas
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proteinas ainda permanece desconhecida (THE PFAM DATABASE OF
PROTEIN FAMILIES AND HMMS, 2004). As regides de baixa complexidade
parecem representar regides funcionalmente importantes em algumas

proteinas, porém com poucas informacdes conhecidas (WAN e WOOTTON,
2000).

10 20 30 40 50 60 70
C. violaceum 1  MAILSICGVRGGSGATALAAATAWYREEQAQPTLAIDLCPQNLLRLHFGVPWSEQGGWRASLHAGCDWTE
E. coli 1 MRGGVGTTTITAALAWSLQMLGENVLVVDACPDNLLRLSFNVDFTHRQGWARAMLDGQDWRD
S. typhimurium 1  MAILGLQGVRGGVGTTSLTAALAWALQILGENVLV IDASPDNLLRMSFNVDFVHQGGWARSLLDGQDWRD
Consensus 1 RGG G T AA AW L D PNLLR FV GW G Dw
80 90 100 110 120 130 140
T I T e ey e N e
C. violaceum 71  SAWRIGSGHLALVPHGTCAARGPEPDAGWLS--AELG---KLERPAG--DLVLLDTPSWAGRCRDQAWTA
E. coli 63 AGLRYTS-QLDLLPFGQLSIEEQENPQHWQTRLSD ICSGLQQOLKASGRYQWILIDLPRDASQITHQLLSL
S. typhimurium 71 AGLRYTS-QLDLLPFGQLTAQERENPQSWQETLGEIGSAIQALKASGRYSWILLDLPYGASPLTROLVSL
Consensus 23 R S LLPG E W G LDP A Q
150 160 170 180 190 200 210
Ty e e e e e ey o —ea -
C. violaceum 134 ASHVLAVLTADSVNCVLAVRLEAELMARGVPRDG ILFAISQFDPARKLDRDVERVLRRTLGSRLAPRPVT
E. coli 132 CDHSLAIVNVDAN---CHIRLHQQALP----- DGAHILINDFRIGSQVQDDIYQLWLQSQ-RRLLPMLIH
S. typhimurium 140 CDHTLAIARVDAN---CHIRLHQQALP----- AGAHILINDLRIGSQLQDDLYQVWLQSQ-RRLLPIVIH
Consensus 37 H LA D RL G | D RL P
220 230 240 250 260
IRE) LETTS FETr PR Frer) Frony Frers Feres s pre |
C. violaceum 204 RDEAVREALAAGLPVSVFAPESQAVDDLRQLAVWLAVKLRRAEPEGRAP-
E. coli 193 RDEAMAECLAAKQPVGEYRSDALAAEEILTLANWCLLNYSGLKTPVGSAS
S. typhimurium 201 RDEAMAECMASKQPLGEYRSDSLAAEEVLTLANWCLLHDAGDKTSAGSLR
Consensus 50 RDEA E A P A LA W

Figura 18 - Regides conservadas resultantes do alinhamento Clustal W da seqiiéncia de
aminoacidos da ORF CV2679 de C. violaceum (NP_902349), S. typhimurium (NP_462521) e E. coli
(NP_417991).

Dominio
PFAM-B

L

==
? YhjQ

Baixa
Complexidade

Figura 19 - Esquema grafico dos dominios da proteina YhjQ de S. typhimurium obtido do
PFAM. O ntiimero de acesso no SwissPfam é YHJQ_SALTY.
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A andlise baseada na identidade entre as seqiiéncias sugere que a ORF
CV2679 faz parte do operon bcs da C. violaceum, sendo similar ao gene yhjQ de
S. typhimurium e E. coli, embora tenha sido anotada como uma proteina
hipotética conservada. Esta andlise sugere fortemente que este é o gene yhjQ

cuja funcdo esté relacionada a diferenciagdo celular.

4.1.3.2 Proteina BcsA: celulose sintase

A proteina BcsA, celulose sintase é a subunidade catalitica da celulose
sintase pertencente a familia 2 das -glicosiltransferases processivas. A Figura
20 indica que a celulose sintase de C. violaceum, BcsA(Cv), enquadra-se
perfeitamente no modelo apresentado por BROWN et al. (1996), onde estao
definidos dois dominios, A e B, e determinados o nimero de residuos de

aminoéacidos entre os residuos cataliticos e o motivo conservado QXXRW.

44 aminodcidos 96 aminodcidos 35 aminodcidos
AcsiBE . PPEEVEVHILDDG ... _...._.. DETILIFDCD ... ...... TVTEDRH ...... ILHTGORVESILE.
Bozd ... PPDEVNUTILDDG ... .. ... ... SEAYILILDCD . ......... TVTEDAH ... .. TTHIGORMPETLE
AcsATT . PADELNVYILDDG ... ....... EGETVWIFDCD ... ...... TVTEDARH ...... MLHTGOERVESLE,
BosA(Cy) .. PPDELEVHILDDG ........... SACFIAVFDCD .......... TVTEDAH ...... SAMTCORIRSAR.

I I n 00T
| | |
Dominio A Dominio E

Figura 20 - Modelo da regido catalitica da celulose sintase apresentado por BROWN et al. (1996),
a partir da seqiiéncia de aminoacidos de proteinas BcsA de trés linhagens de A. xylinum,
mostrando os dominios A e B, conforme descrito no texto. Ao modelo foi inserida a proteina
BesA de C. violaceum, (que como pode ser observado na Figura 21 apresentada a seguir), estd de
acordo com o mesmo nuimero de residuos entre os residuos cataliticos D e motivo conservado
QXXRW.

A proteina BcsA de C. violaceum possui 852 aminoacidos, uma massa

molecular de 94,9 kDa, conforme mostrado na Figura 17. O resultado do
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programa BLASTP mostrou identidade/similaridade da seqiiéncia de
aminoécidos da proteina BesA de C. violaceum de 43% /59% com A. xylinum (A)
(AAA21884), 43%/61% com A. xylinum (B) (CAA38487), 34%/50% com A.
tumefaciens (AAC41435), 32%/48% com R. leguminosarum (AAD28574),
45%/61% com S. typhimurium LT2 (NP_462520), 46%/62% com E. coli K12
(NP_417990), 48%/61% com P. putida KT2440 (NP_744779), e 43% /64% com P.
fluorescens OprQ (AAL71842).

Do alinhamento obtido através do programa Clustal W para as proteinas
BcsA deste estudo, mostrado na Figura 21, podemos observar que a estrutura
da celulose sintase de C. violaceum estd de acordo com a arquitetura
multidominio apresentada por SAXENA e colaboradores (1995). O motivo
D,D,D35QRXRW que prediz uma celulose sintase estd presente na celulose
sintase de C. violaceum, inclusive com o mesmo numero de residuos entre os

residuos cataliticos D,D,D e motivo conservado QXXRW.

Além dos dominios e motivos citados acima, que caracterizam a proteina
como uma celulose sintase, outras seqtiéncias conservadas estdo descritas na
literatura e sdo consideradas relevantes para a identificacdo da funcdo da
proteina. Como ja citado na sessdo 2.3.3.2, ROMLING (2002) relata cinco regides
altamente conservadas entre as [-glicosiltransferases processivas, contendo os
seguintes motivos: PVDPYE, HAKAGN, QTP, FFCGS e RFLPL. Constatou-se
ainda que a curdlana sintase possui os motivos D,D,D35Q(R,Q),XRW, PVDPYE,
HAKAGN e QTP, mas ndo possui os motivos FFCGS e RFLPL, o que sugere
que os motivos FFCGS e RFLPL sdo responsaveis pela determinacdo da
especificidade das ligacdes p(1->4) glicana. Como pode ser observada na Figura

21, a celulose sintase de C. violaceum possui todos os motivos citados.
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C.violaceum
A_xylinum(A)
A_xylinum(B)
A.tumefaciens
R.leguminosarum
S_typhimurium
E.coli

P_putida
P_fluorescens
Consensus

C.violaceum
A_xylinum(A)
A_xylinum(B)
A.tumefaciens
R.leguminosarum
S_typhimurium
E.coli

P_putida
P.fluorescens
Consensus

C.violaceum
A_xylinum(A)
A_xylinum(B)
A_tumefaciens
R. leguminosarum
S_typhimurium
E.coli

P_putida
P_fluorescens
Consensus

C.violaceum
A.xylinum(A)
A.xylinum(B)
A_tumefaciens
R. leguminosarum
S_typhimurium
E.coli

P_putida
P_fluorescens
Consensus

C.violaceum
A.xylinum(A)
A.xylinum(B)
A_tumefaciens
R. leguminosarum
S_typhimurium
E.coli

P_putida
P_fluorescens
Consensus

238
123
123
103
103
247
263
247
132
11

305
190
190
172
172
314
330
314
199

359
244
244
242
242
368
384
368
253
39

429
314
314
312
312
438
454
438
323

499
384
384
382
382
508
524
508
393
86

Dominio A

10 20 30 | 40 50 60 70

SSEEY EEEEY EEREY EEEPY FEREY PEEE] FEEEY PEEEY EEEEY EEEEY PEPEY FEre EEre) REpe)
LSLGFFQSSWALKRRVAPLPDDRALWPAVDVFIPI'YNEPLRVLRPTVMSALEMDWPPDKLRVHILDDG-~
LFLSYFQTIQPLHRAPLPLPDNVDDWPTVDIFIPTYDEQLSIVRLTVLGALGIDWPPDKVNVY ILDDG--
LFLSYFQTIAPLHRAPLPLPPNPDEWPTVDIFVPTYNEELSIVRLTVLGSLGIDWPPEKVRVHILDDG--
LGLSLVIVSMPLPSRKT-RPGSPDYRPTVDVFVPSYNEDAELLANTLAAAKNMDYPADRFTVWLLDDGGS
LALSLFIVATPLPSRPS-RAAKNERFPHVDVFVPSYNEDAGLLGNTLAAAKAMDYPAEKLHVWLLDDGGT
LVLGYFQVVWPLNRQPVPLPKEMSQWPTVD IFVPTYNEDLNVVKNT I'YASLG IDWPKDKLNIWILDDG--
LVLGYFQVVWPLNRQPVPLPKDMSLWPSVD IFVPTYNEDLNVVKNT I'YASLG IDWPKDKLNIWILDDG--
LILGYIQTSWPLQRKPANLPANTRHWPTVDLLIPTYNEDLSVVRTTVMAALGLDWPRECLRIYILDDG--
LIFGYVQTAWPLRRTPVWLKTEPEEWPTVDVFIPTYNEALSIVKLT IFAAQAMDWPKDKLRVHVLDDG-~
PVD PYE T DP LDDG

PVDPYE Dominio A D

————————————————— CREEVREFAAGIGAGYITRPVHKHAKAGNINHALTVTSAGFIAVFDCDHI&TR
————————————————— VRPEFEQFAKDCGALY I1GRVDSSHAKAGNLNHATKRTSGDY ILILDCDHIPTR
————————————————— RRPEFAAFAAECGANY TARPTNEHAKAGNLNYATIGHTDGDY ILIFDCDHVPTR
VOKRNAAN TVEAQAAQRRHEELKKLCEDLDVRYLTRERNVHAKAGNLNNGLAHSTGELVTVFDADHAPAR
LOKRNSGKLLEAQAAAARH IELKQLCEDLDVSYLTRDRNEHAKAGNLNNGMKHSTGEL IAVFDADHAPAR
————————————————— GRESFRHFARHVGVHY IARTTHEHAKAGN INNALKHAKGEFVATFDCDHVPTR
————————————————— GREEFRQFAQNVGVKY TARTTHEHAKAGN INNALKYAKGEFVS IFDCDHVPTR
————————————————— RRDAFRAFADEVGVGY IVRPDSKHAKAGNLNHALGVTDSEL IAIFDCDHVPVR
————————————————— RRDDFREFCRKVGVNY IRRDNNFHAKAGNLNEALKVTDGEY IALFDADHVPTR

Y R HAKAGN N DDH PR

HAKAGN D

SFLRSTMGGFLSDGKLALVQTPHHFFSADPFERNLETHGKMPNEGELFYGRVQDGNDLWNATFFCGSCAV
AFLQIAMGWMVADRKIALMQTPHHFYSPDPFQRNLAVGYRTPPEGNLFYGVIQDGNDFWDATFFCGSCAL
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LRREALQDSDGFSGVSITEDCETALALHSRGWNSVYVDKPL IAGLQPATFASF IGQRSRWAQGMMQILIF
LSRRALESQNGFSGISITEDCETALALHGSGWNS I YVDKPL IAGLQPATFASF IGQRSRWAQGMMQ ILRF
IRRKPLDE 1GGIAVETVTEDAHTSLRLHRRGYTSAYMRIPQAAGLATESLSAHIGORIRWARGMVQIFRL
IRRKPLDE 1GGIAVETVTEDAHTSLRLHRRGYTSAYMRIPQAAGLATESLSAHIGORIRWARGMVQIFRL
LRRTALESIGGFAVETVTEDAHTALRLHRQGWTSAYLS IPQAAGLATESLSAHIGQRIRWARGMVQIFRT
IRREPLLEIGGVAVETVTEDAHTALKLNRLGYNTAYLATPQAAGLATESLSRHINQRIRWARGMAQIFRT
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D QRXRW

DNPVLGKGLTLPQRFCYLNAMLHFLNGAPRLIFLTAPMVELIFHVYTIYAQALSIVLYVVPHMAFSVLAN
DNPMLGGGLKLGQRLCYLSAMTSFFFAIPRVIFLASPLAFLFFGON T IAASPLAVLAYATPHMFHSIATA
DNPLFGRGLSWGQRLCYLSAMTSFLFAVPRVIFLSSPLAFLFFGON T ITAASPLALLAYATPHMFHAVGTA
RQPLFKRGLSFTQRLCYMSSTLFWLFPFPRT IFLFAPLFYLFFDLQIFVASGGEFLAYTAAYMLVNLMMQ
RFPLLKRGLTIPQRFCYMSSTLFWLFPFPRT IFLFAPLFYLFFDLEIFTASGGEFLAYTLAYMLVNLMMQ
DNPLFGKGLKLAQRLCYLNAMFHFLSGIPRLIFLTAPLAFLLLHAY I IYAPALMIALFVIPHMVHASLTN
DNPLTGKGLKFAQRLCYVNAMFHFLSGIPRLIFLTAPLAFLLLHAY I IYAPALMIALFVLPHMIHASLTN
DNPLFGRGLSLFQRVCYANAMLHFLAGLPRLVFLTAPLAFLLLHAY I IYAPALMILLYVLPHMIHASLTN
DNPLLGKGLKWGQRICYANAMQHFFYGLPRLVFLTAPLAYLIFGAEIFHASALMIVAYVLPHLVHSSLTN
P GL QR CY PR FL P L A

RFLPL

Figura 21 - Regides conservadas obtidas do alinhamento Clustal W da seqiiéncia de
aminoacidos da proteina BcsA de C. violaceun (NP_902348), A. xylinum (A) (AAA21884), A.

xylinum (B) (CAA38487), A.
typhimurium (NP_462520), E.

(AAL71842).

tumefaciens (AAC41435), R. leguminosarum (AAD28574), S.
coli (NP_417990), P. putida (NP_744779), e P. fluorescens
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A Figura 22 apresenta um esquema gréafico dos dominios da proteina
BesA de C. violaceum obtido do PFAM. O esquema gréfico apresenta um
dominio Glycos_transf_2, referente a proteina da familia glicosiltransferase_2, e
também nove dominios transmembrana, um dominio peptideo sinal e dois

dominios de baixa complexidade.

A/ Transmembrana \
f_A_\ . r_)\_\

Glycos_transf 2

Peptideo

sinal Baixa

complexidade

Figura 22 - Esquema gréfico dos dominios da proteina BesA de C. violaceum obtido do PFAM.
Q7NUL9 é o numero de acesso no SwissPfam.

2

O dominio Glycos_transf 2 é encontrado em diversas familias de
glicosiltransferases que transferem o actcar da molécula de UDP-glicose, de
UDP-N-acetil-galactosamina, GDP-manose ou CDP-abequose, a uma variedade

de substratos incluindo a celulose (CAMPBELL et al., 1997).

O dominio transmembrana indica que a proteina estd localizada na
membrana citoplasmética e pode ser predito considerando-se a polaridade,
carga e posicdo dos aminoéacidos (KROGH et al., 2001). Segundo ROMLING
(2002), as celuloses sintases possuem de oito a dez dominios transmembrana. A
celulose sintase de C. violaceum, como podemos observar na Figura 22, possui

nove dominios transmembrana.

Cada proteina carrega em sua estrutura a informacdo necessaria
especifica para sua localizagdo na célula. Sequiéncias especificas de aminoacidos
(peptideo sinal) determinam se a proteina passard através da membrana para o
interior de uma organela em particular, se sera integrada a membrana, ou se

serd exportada da célula (BLOBEL, 1999; NIELSEN et al., 1997). O dominio
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peptideo sinal presente em celulose sintase, neste caso, sinaliza a proteina deve

se integrar na membrana.

4.1.3.3 Proteina BcsB: proteina de ligacao de c-di-GMP

A proteina BcsB e a proteina BesA estao presentes em todos os operon bcs
analisados neste trabalho. A proteina BcsB é considerada a subunidade de
maior interacdo com a subunidade catalitica da celulose sintase, e também é
considerada a subunidade de regulacdo da sintese de celulose por ligar-se ao
ativador alostérico da celulose sintase, c-di-GMP. Porém, ela é a menos
caracterizada do operon bcs, é a tinica que ndo possui EC, e também nao possui

registro no banco de dados COG.

A proteina BesB de C. violaceum possui 738 aminoadcidos e uma massa
molecular de 79,3 kDa, conforme mostrado na Figura 17. O programa BLASTP
apresentou uma identidade/similaridade da seqiiéncia de aminoacidos da
proteina BesB de C. violaceum de 29%/48% com A. xylinum (A) (AAA21885),
35%/54% com S. typhimurium LT2 (NP_462519), 35%/55% com E. coli K12
(NP_417989), 38%/54% com P. putida KT2440 (NP_744780), e 37%/54% com P.
fluorescens OprQ (AAL71843). As demais proteinas BcsB das espécies
selecionadas para este estudo nao possuem identidade com a proteina BcsB de
C. violaceum. A Figura 23 apresenta a regido mais conservada obtida do
resultado do alinhamento madaltiplo realizado entre as seqiiéncias de
aminoacidos das proteinas BesB de S. typhimurium LT2, E. coli K12, P. putida
KT2440, e P. fluorescens OprQ, que possuem maior identidade com a proteina

BesB de C. violaceum.
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Figura 23 - Regides conservadas resultantes do alinhamento Clustal W da seqiiéncia de
aminoacidos da proteina BesB de C. violaceum (NP_902347), S. typhimurium LT2 (NP_462519), E.
coli (NP_417989), P. putida (NP_744780), e P. fluorescens (AAL71843). Os retangulos salientam os
residuos de cisteina e aspartato conservados entre as espécies.
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ROMLING (2002) realizou uma anélise comparativa entre a proteina
BesB de S. typhimurium (CAC44016.1) e as proteinas BcsB (CelB) de A.
tumefaciens e R. lequminosarum bv. trifolii. Na Figura 24 apresenta-se uma sintese
de seus resultados. A regido N-terminal é definida como dominio PA, e ao
longo da seqiiéncia sdo salientados os residuos de cisteina e aspartato
conservados entre as espécies nesta regiao.

Dominio
PA

GX43NX146X10PXeNX13CX8WX30DX9PX74PX7LX3GX41PX38PDX255X6NX37PX27CX155X13PX1LXgPX39PX37SPX35G

Figura 24 - Residuos de aminodcidos conservados entre as proteinas BcsB (CelB) de A.
tumefaciens, R. lequminosarum bo. trifolii e S. typhimurium (CAC44016.1) obtido do estudo realizado
por ROMLING (2002), sendo X, é qualquer residuo de aminoacido (o indice n representa o
namero de repeti¢des do residuo X).

Através do alinhamento das seqiiéncias de diversas BcsB e a de C.
violaceum mostrado na Figura 25 observa-se uma regido N-terminal rica em
alanina, descrita por ROMLING (2002) como dominio PA. Porém em P.
fluorescens a regido N-terminal regido ndo apresenta o dominio PA. De acordo
com RAWLINGS e BARRETT (1993) o dominio PA est4 associado a atividade
de protease. Os residuos conservados de cisteina e aspartato ressaltados por
ROMLING (2002) também estdo presentes nas bactérias deste estudo, porém o
primeiro residuo de aspartato encontra-se deslocado duas posi¢des, conforme

pode ser observado na Figura 23 apresentada anteriormente.

10 20 30 40 50 60 70

PP [P [ sy e e e [P [ (TS I e e |

C. violaceum [ MWALCLLTLFCQAAPATESAAAPSSQLASVRTLSFR-——————— == e
S. typhimurium 1 MKRKLSWMCAAV IGLSAFPAFMTAAAPATPPLINAEPTEPAPS———————=—————— PATEAPVVAQTAPS
E. coli 1 MKRKLFWICAVAMGMSAFPSEMTQATPATQPL INAEPAVAAQTEQNPQVGQVMPGVQGADAPVVAQNGPS
P. putida 1 MTGYPARTWGLAMAL--FTALSQSAAAASVAPL-AEPAVPTPT—=——————m e e e VPN
P. fluorescens 1 ——————- MWSR-—— ===

Figura 25 - Regido N-terminal obtida do alinhamento Clustal W da seqtiéncia de aminoécidos
da proteina BcsB de C. violaceun (NP_902347), S. typhimurium LT2 (NP_462519), E. coli
(NP_417989), P. putida (NP_744780), e P. fluorescens (AAL71843).
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Um esquema grafico dos dominios da proteina BcsB de C.violaceum
obtido do PFAM é apresentado na Figura 26. O esquema gréfico apresenta um
dominio BesB, um dominio transmembrana na regido C-terminal, um dominio
peptideo sinal na regido N-terminal, e dois dominios de baixa complexidade,
um em cada extremidade. O dominio PFAM BcsB na proteina BcsB de C.

violaceum localiza-se na regido entre os residuos 24 e 642.

Transmembrana

—

Peptideo
sinal

complexidade

Figura 26 - Esquema grafico dos dominios da proteina BcsB de C. violaceum obtido do PFAM. O
numero de acesso no SwissPfam é Q7NUMO.

4.1.3.4 Proteina BcsZ: celulase

A proteina BcsZ é uma endoglicanase, mais comumente conhecida como
celulase. Existem varias hip6teses para seu papel na sintese de celulose, tanto
em vegetais quanto em bactérias, porém sua funcdo permanece pouco
esclarecida. A proteina BesZ (celulase) de C. violaceum possui 382 aminoacidos,
uma massa molecular de 41,8 kDa, conforme mostrado na Figura 17. O
resultado do programa BLASTP apresentou identidade/similaridade da
seqiiéncia de aminoécidos da proteina BesZ de C. violaceum (NP_902346) de
26%/42% com A. tumefaciens (AAC41433), 28%/41% com R. leguminosarum
(AAD28576), 47% /58% com S. typhimurium LT2 (NP_462518), 47% /58% com E.
coli K12 (NP_417988), 46% /56 % com P. putida KT2440 (NP_744781), e 35% /48%
com P. fluorescens OprQ (AAL71844).
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A Figura 27 apresenta a regido mais conservada obtida do resultado do
alinhamento multiplo realizado entre as seqiiéncias de aminoacidos das
proteinas BcsZ de A. tumefaciens, R. leguminosarum, S. typhimurium LT2, E. coli
K12, P. putida KT2440, e P. fluorescens OprQ, que possuem maior identidade

com a proteina BesZ de C. violaceum.

10 20 30 40 50 60 70
SRl CErT EEEE FEEE FEREY FEErY EEEE FERTY PSS el PRl PEEr) PErr) PEery |
C. violaceum 30 WQAFLKNYVSGDGRVVDRSQDARPTTSEGQSYALFFALAANDRPAFDRLLAWTRDNLADGDLGARLPAWL
A. tumefaciens 141 WAAYKGAFLDPGGRIIDTGNS-NISHSEGQGYGMWLAVLADNLSDFEL IWSFTRTELLVRDDG--LSAWK
R. leguminosarum 34 WSAYKAKFLDATGRIIDNGNG-NISHSEGQGYGMLLAYLAASPADFEQIWYFTRTELLLRDDG--LAVWK
S. typhimurium 29 WEQFKKDY I1SQQGRVIDPGDARKITTSEGQSYAMFFALAANDRPAFAQLFNWTQNNLAQGSLREYLPAWL
E. coli 28 WEQFKKDYISQEGRVIDPSDARKITTSEGQSYGMFSALAANDRAAFDN ILDWTQNNLAQGSLKERLPAWL
P. putida 28 WERFKAELVSVDGRVIDPSDERLITTSEGQSYALFFALVGNDRQTFAQLLRWTSNNLAEGDLARHLPAWL
P. fluorescens 69 WQNYAKRFVQDDGRVLNSSMKPTESSSEGQSYAMFFALVGNDRASFDKLWTWTKANMSGAD I GQNLPGWL
Consensus 1w GR SEGQ Y A F T L w

C. violaceum 100 WGRGQDGGWKVLDDNSASDSDMWLAYDLLEAGRLWREPSYAAQGRQLALRILREETADLPGLGLTLLPGK
A. tumefaciens 208 WDPRTRP--HVTDINNATDGDILIAYAVALAAGQWNRQDYAEASAAIASVILKKTVVQRGGR-TLLLPAA
R. leguminosarum 101 WDPSVKP--HVTDTNNASDGDMLIAYALALAGTAWKRNDY IFAASRMAQALLAETVVHASGH-TLLLPGS
S. typhimurium 99 WGQKDPDTWSVLDSNSASDGD IWMAWSLLEAGRLWKETRYTEVGTALLKRIAREEVLNVPGLGSMLLPGK
E. coli 98 WGKKENSKWEVLDSNSASDGDVWMAWSLLEAGRLWKEQRYTDIGSALLKRIAREEVVTVPGLGSMLLPGK
P. putida 98 WGRDGQQQWQVLDANNASDADLWIAYSLLEAGRLWDQPAYTQLGQHLLWRIAAQTVRKLPGLGVMLLPGD
P. fluorescens 139 WGKKADNTWGV IDPNSASDADLWMAYALLEAARVWNAPQYRADAQLLLANVERNL IVRVPGLGKMLLPGP
Consensus 14 W VDNADD A A W Y G LLP

C. violaceum 170 DGFL---FSDGGARLNPSYLPPQLLARFAYGLPDSDWAKLPSGSERVLLDGA--PAGFAPDWLRLQPGKG
A. tumefaciens 275 KRFWRGRIGPMGRVVNPSYLIFEAFPVLNLVAPSPLWKAVADDGVAQIGAFAFSDRKLPADWVSVKTKPQ
R. leguminosarum 168 EGFAATDR-EDGPVVNPSYWIYEAIPVMAALAPSDAWQKLSDDGLTLLKTMQFGPRKLPAEWVSLSGQPQ
S. typhimurium 169 1GFA---EANS-WRFNPSYLPPQLAQYFSR--FGAPWSTLRETNLRLLLETA--PKGFSPDWVRYESKQG
E
P
P
C

. coli 168 VGFA---EDNS-WRFNPSYLPPTLAQYFTR--FGAPWTTLRETNQRLLLETA--PKGFSPDWVRYEKDKG
. putida 168 YGFE---DAQG-TRLNPSYLPLQLLDRFSD--VDPLWGELAANTRRLWLASS--PKGFAPDWLLWTPAGK
. Ffluorescens 209 VGYV---HAGGLWRFNPSYQVLAQLRRFHKERPNAGWNEVADSNAKMLADTASNPHGLAANWVGYRATSA
onsensus 28 NPSY W W
C. violaceum 234 ----LQPDADSKAKGGYSAIRVYLWAGMLAPSAPLRAALLARYKPMARWVAR--EGAPPEQVDTRNGKAQ
A. tumefaciens 344 —————- PASGFQPEFGYNAVRIPLYLARANMGAPELLSRLKDGMTLESR-—--—-———-————————————
R. leguminosarum 236 ------ SAQGFDAEFAYNAIRIPLYLARGGVTDKALLTRLQQGMLQDGVPATIDLTTGRPKAVLSDPGYR
S. typhimurium 230 ----WQLKAEKTLISSYDAIRVYLWAGMMHDGDPQKARLLARFKPMATLTMK--NGVPPEKVDVVSGNAQ
E. coli 229 —---WQLKAEKTLISSYDAIRVYMWVGMMPDSDPQKARMLNRFKPMATFTEK--NGYPPEKVDVATGKAQ
P. putida 229 ----PAADTKHGNAGDYDAIRVYLWVGMLAEGAAQRRELVAHYAPMAALTQR--QGLPPEHLDARSGEAR
P. fluorescens 276 NTGLFVVDPFSDDLGSYDAIRTYMWAGMTAKGDPLAAPMLKSLGGMTRATAASATGYPPEKIHVLTGEVE
Consensus 34 Y AR

Figura 27 - Regides conservadas resultantes do alinhamento Clustal W da seqiiéncia de
aminodcidos da proteina BesZ de C. violaceurn (NP_902347), A. tumefaciens (AAC41433), R.
lequminosarum (AAD28576), S. typhimurium LT2 (NP_462518), E. coli (NP_417988), P. putida
(NP_744781), e P. fluorescens (AAL71844).

Um esquema gréfico dos dominios da proteina BcsZ de C. violaceum,
obtido do PFAM ¢ apresentado na Figura 28. O esquema grafico apresenta um
dominio Glyco_hydro_8 na regidao dos residuos 4-356, e um dominio peptideo

sinal na regido N-terminal. O dominio Glyco_hydro_8 compreende as enzimas
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da familia 8 de glicosil hidrolases que hidrolisam ligacGes glicosidicas, sendo a

mais conhecida entre elas as endogliconases (celulases).

Peptideo
sl ey

Glyco_hydro_8

Figura 28 - Esquema grafico dos dominios da proteina BesZ de C. violaceum obtido do PFAM. O
numero de acesso no SwissPfam é Q7NUM1.

4.1.3.5 Proteina BcsC

A proteina BcsC esta localizada na regido terminal a jusante de varios
operons bacterianos responsaveis pela biossintese da celulose. Sua funcao ainda
permanece desconhecida. Uma possivel funcao desta proteina no operon bcs,
considerando as caracteristicas estruturais dos motivos TPR presentes, poderia
ser a de manter unida a associacdo de proteinas do operon bcs. Conforme

discutido na sessdo 2.3.3.5.

Um esquema grafico dos dominios da proteina BesC de C. wviolaceum
obtido do PFAM é apresentado na Figura 29. O esquema gréfico apresenta um
dominio BCSC_C na regido C-terminal correspondendo aos residuos de
aminodcidos 910-1253, sete motivos TPR localizados nas regides dos residuos de
aminoacidos 55-88, 300-333, 377-410, 454-487, 600-625, 713-746 e 816-849, e nove

motivos de baixa complexidade.

Baixa
complexidade

L UNSSe, |

Figura 29 - Esquema gréfico dos dominios da proteina BcsC de C. violaceum obtido do PFAM.
O namero de acesso no SwissPfam é Q7NUM?2.
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A proteina BesC de C. violaceum possui 1270 residuos, uma massa
molecular de 138,0 kDa, conforme mostrado na Figura 17. Esta proteina possui
0 maior nimero de residuos de aminoécidos entre as proteinas que compde o
operon bcs. O resultado do programa BLASTP apresentou uma
identidade/similaridade da seqiiéncia de aminoécidos da proteina BcsC de C.
violaceum (NP_902345) de 29%/50% com A. xylinum (A) (AAA21886), 30% /49%
com A. xylinum (B) (CAA38489), 35%/56% com S. typhimurium LT2
(NP_462517), 33%/54% com E. coli K12 (YP_026226), 34% /48% com P. putida
KT2440 (NP_744782), e 32%/50% com P. fluorescens OprQ (AAL71845). A
Figura 30 apresenta o alinhamento multiplo realizado entre as seqiiéncias de
aminodcidos das proteinas BcsC de C. violaceum, A. xylinum (A), A. xylinum (B),
S. typhimurium LT2, E. coli K12, P. putida KT2440, e P. fluorescens OprQ, somente
a regido que correspondente ao dominio BCSC_C. Como pode ser observado é

uma regido com grande namero de glicinas conservadas.

4.1.4 Predicao de regidao regulatéria de transcricdao do operon bcs de

Chromobacterium violaceum
As provaveis regides regulatorias foram obtidas da anotacdo automaética

do BRGene. A Figura 31 mostra as possiveis regioes Box -35 e Box -10, bem

como a possivel regido Shine-Dalgarno(SD).
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10 20 30 40 50 60 70

R LR T oy e e ) FTToy [y e FRpns e Frrey e

C. violaceum 901 RGPSDGTPGASQMTLWQTPLLLEKAAPGNGHYFFRGEAGSVSAGSLDLGPGNDYTLNRFGSVAACAPSAS

A. xylinum(A) 920 FRSRSGEHGMGRLTEANIPIVGRLPLQ-AGASALTFSITPTMIWSGNLNTGSVYDVPRYGTMMGVQAYNQ

A. xylinum(B) 934 FRVRSGTPGMGALTEASVPIVGRIPLQ-AGTSALTFTATPTFLTSGHLPQ-TGYDIPRFGTNLFALERNL

S. typhimurium 816 WG-SSGTCGYSDLKAHTTMLQVDAPWS-DGRAFFRTDMVNMDVGRFSTDADCKYDN-NWGTC—==——=—~—

E. coli 776 WG-SSGTGGYSDLKAHTTMLQVDAPYS-DGRMFFRSDFVNMNVGSFSTNADGKWDD-NWGTC—————=——

P. putida 796 WREDDGTPGTSELSTQSTLLHVDTPWQ-EGTAFARVERIGMDAGSFEPNDQGSYTP-DFGSCQFVGQTAD

P. fluorescens 924 VRSNNGEKGLSKITDVEAPFEARMPVG-DNTVALRVTPVHLSAGSVKAESLSRFCK-—————————————
Consensus 37 G G

C. violaceum 971 PQACAAAYGAQRARG--———-- VALGGGYESDDWRFDIGVTPLGFPVSNIVGGARRTGDLGP---FGYKL
A. xylinum(A) 989 YDSYTNAGRDQQRIAAGTAEAGFAPDVQFGNSWWRADVGASP IGFP I TNVLGGVEFSPRVGP---VTFRV
A. xylinum(B) 1002 QNQNNSAEHRINTDT IG-REAGVAPDVRFANNWVSADVGASPLGFTLPNV IGGVEFAPRVGP---VTFRV
S. typhimurium 874 --TLEKCSGHRSQADTG----- ASVAVGWONETWRWD IGTTPMGFNVVDVVGGVSYSDDIGP---LGYTL

E. coli 834 --TLQDCSGNRSQSDSG----- ASVAVGWRNDVWSWD IGTTPMGFNVVDVVGG ISYSDD I GP---LGYTV
P. putida 864 GKTLPACTGG-SQTANG-——-- SLLALGWQGSRWAFDLGTT-QGYAINNWLGGATVNGDLGQ---VGWSL
P. fluorescens 978 --GGTEPAGSQSDSGVG---—— LAVAFENPDQGLKADVGVSPLGFLYNTLVGGVSVSRPFEANSNFRYGA
Consensus 39 DG G GG

C. violaceum 1031 ALARRPLTSSLLSYAGVRDPYAG - --QAWGGVVATGLGGGLGYDKGGSFGWWS
A. xylinum(A) 1056 SAERRSITNSVLSYGGLRDTNYNSALGRYARQVYGQALSKQWGSEWGGVVTNHFHGQVEATLG-NTILYG
A. xylinum(B) 1068 SGERRSITNSVLSYGGMTDALT —~GKKWGGVWTNHFHGQVEATLG-NTIVYG
S. typhimurium 935 NAHRRPISSSLLAFGGQKDASSN - TGTKWGGVRANGGGVSLSYDKGEANGVWA
E. coli 895 NAHRRPISSSLLAFGGQKDSPSN TGKKWGGVRADGVGLSLSYDKGEANGVWA
P. putida 924 TASRRPMSNSLLSFAGARDRP - - TGVRWGGVTANGATLGLSWDQGGDNGVWA
P. fluorescens 1042 NISRRPVTDSVTSFAGSEDGAGN ———KWGGVTANGGRGELSYDNQ-KLGVYG
Consensus 44 RR S G D WGGV

C. violaceum 1081 NFAYQQLSGENVDSNRKLTAMGGVYWRVVDEPDRL I TAGVNTVNFWYRKNLGGFTFGQGGYYSPQRYNSL
A. xylinum(A) 1125 GGGYAIQTGKNVQRNSEREAGIGANTLVWHNANMLVRIGVSLTYFGYAKNEDFYTYGQGGYFSPQSYYAA
A. xylinum(B) 1117 GGGYAIQTGHHVQSNTEVEGGLGANTLVYRNRKHEVRVGVNLTYFGYKHNEDFYTYGCQGGYFSPQSYFAA
S. typhimurium 987 SLSGDQLSCKNVEDNWRVRWMTGYYYKVINENNRRVTVGLNNMIWHYDKDLSGYSLGQGGYYSPQEYLSF

E. coli 947  SLSGDQLTGKNVEDNWRVRWMTGYYYKVINQNNRRVT IGLNNMIWHYDKDLSGYSLGQGGYYSPQEYLSF
P. putida 974  SLGHHWLYGENVADNQRTRAMAGFYHRVVEKADERVRVGVTLMHWRHDKDLGGYSLGQGGYYSPQRYSSV
P. fluorescens 1090 YASLHELLGNNVEDNTRLELGSGIYWYLRNNPRDTLTLGISGSAMTFKENQDFYTYGNGGYFSPQRFFSL
Consensus 53 G V N G G G GGY SPQ

C. violaceum 1151 SLPLRYAARNERWSYFIRGAASFSSAREDASPFYP————-—- TRPDLQARAGNPFFGAGS-GPGRGTALT
A. xylinum(A) 1195 TVPVRYAGQHKRLDWDVTGSVGYQVFHEHSAPFFP-—-TSSLLQSGANT IASNYSASATPAEYLSEETVN
A. xylinum(B) 1187 TVPVRYSGHSGLFDWDVTGSIGYQLFHEHSSAFFP-—=TNPVYQALANGLAG-——————=- VSTAELSLE
S. typhimurium 1057 AVPVMWRORTENWSWELGGSVSWSHSRNRTMPRYP---LMNLIPADYQEDARDQTNGGGS-SQGFGYTAR
E. coli 1017 AIPVMWRERTENWSWELGASGSWSHSRTKTMPRYP---LMNL 1PTDWQEEAARQSNDGGS-SQGFGYTAR
P. putida 1044 GVPVSYAWRNYDWSLLLEGSVSWSQAHSGSSRLYPDAHINRKVLANYGVDSN IDAMTEASDSSGLGYRLR
P. fluorescens 1160 GVPIRWAQSFDRFSYQVKSSVGLOHIAQDGADYFP——————— GDSTLQATKNNPKYDSTS-KTGVGYSFN
Consensus 65 P P

C. violaceum 1213 GAFEYQLSPGVVLGGMLDLQRSQYYQPSRLLFYLRYQPDG-APRTLPFPVEPLQPYSEF-
A. xylinum(A) 1262 SAYYPGDSIAGLTGGFNARVGYRFTRNVRLDLSGRYQKAGNWTESGAMISAHYLIMDQ-—
A. xylinum(B) 1245 SARYPGDDVGSLVGGFDGRVGYRVSHSLRLDLSGRFQKAGNWDEGGAMISAHYLIMDQ-—
S. typhimurium 1123 ALIERRVTANWFVGTAVDIQQAKDYTPSHLLLYVRYSAAG-WQGDMDLPPQPLVPYADW-

E. coli 1083 ALLERRVTSNWFVGTAIDIQQAKDYAPSHFLLYVRYSAAG-WQGDMDLPPQPLIPYADW-
P. putida 1114 GLFERRLSDQWLGGGFDWQHSDDYAPSHGMLYLRYLFEP-WRGNLALPVTPLEPSSEWR
P. fluorescens 1222 AAAEYRLSSRFYLGGEIGLDNAQDYRQYAGNAYLRYLFED-LSGPMPLPVSPYRSPYSN-
Consensus 67 G R

Figura 30 - Regides conservadas resultantes do alinhamento Clustal W da seqiiéncia de
aminoacidos da proteina BcsC de C. violaceun (NP_902347), A. xylinum(A) (AAA21886), A.
xylinum(B) (CAA38489), S. typhimurium (NP_462517), E. coli (YP_026226), P. putida (NP_744782),
e P. fluorescens (AAL71845), que abrangem o dominio BCSC_C.
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+1
bcsC bcsz bcsB bcsA CV2679
3 <::|-< }< |< | .... regido regulatéria.. §’
GTA
-35 -10 SD \ I_>

57 ccggttccgtatccgagecgCCGACAtaggtttgecgegecgcallGGACTcgectgtcacatgagggcaggtATG 3”7
57 atccgagccgccgacataggTTTGCGegecgecatggactcgecTGTCACatgagggcaggtATG 37
57 atccgagccgccgacataggtTTGCGCgccgcatggactcgecTGTCACatgagggcaggtATG 37

5” atccgagccgccgacataggtiieBBgccgcatggactcgcctgiCACMlgagggcaggtATG  3”

Figura 31 - Possiveis regides regulatorias de transcricdo do operon bcs de C. violaceum. Em
destaque as provaveis Box -35 e -10 e a regido SD.

4.1.5 Organizacao dos genes de biossintese de celulose em diferentes grupos

de bactérias Gram-negativas

A partir da investigacdo computacional é possivel predizer a presenca de
um operon com base na comparacdo em outros operons presentes e
conservados entre genomas ja seqiienciados. A aplicacdo desta técnica tornou-
se possivel devido ao rapido aumento da disponibilidade de dados de
sequéncias de procariotos (OVERBEEK et al., 1999). Em todas as bactérias
mencionadas neste estudo, os genes centrais necessarios para a biossintese de
celulose, incluindo-se os da celulose sintase, formam um operon. Dentre estes,
dois genes estdo sempre presentes: o que codifica a proteina BcsA (celulose
sintase - subunidade catalitica) e o que codifica a proteina BcsB (proteina de
ligagdo do c-di-GMP) (SAXENA et al., 1994; CHAO et al., 2001, ROMLING,
2002).

A Figura 32 ilustra a homologia entre os operons das diversas espécies
aqui estudadas. Entre elas também se encontra o provavel operon bcs de

Burkholderia fungorum LB400 (NZ_AAAJ00000000) mais um representante das [3-

proteobactérias, recentemente seqiienciada. Esta bactéria ndo foi selecionada
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para o estudo comparativo, embora seja a que apresenta maior identidade com
as seqiiéncias de aminodcidos das proteinas do operon bcs de C. violaceum, pelo
fato de ndo existir citagdes na literatura de estudos experimentais da producado
de celulose por este organismo e s6 recentemente seus dados de

sequienciamento foram publicados.

A xylinum(A) IbCSA>| bcs&> bcs bcs

(M37202) >d
A. xylinum(B) | > > >~
(X54676)

< A tumefaciens bcsA\ bcsB, bcs bcsg, becsD

(L38609) ::>|::>é @h

R. leguminosarium :>|:>~

k(AF121340)

a-proteobactéria

C. violaceum vhjo besA  besB  besz  besC
B-proteobactéria < (NC_005085) I

B. fungorum
(NZ_AAAJ0000000) | >‘ >' M:>

S. typhimurium YhjQ bcsA  bcesB  besZz  besC

(NC_003197) '
E. coli
(NC_000913)

P. putida YhjQ
(NC_002947) |

P. fluorescens
k(AY074776) '

i

Y-proteobactéria { ]
cs

bcs% bciz bCEC

VN N

NNAVARNE 4

Figura 32 - Organizacdo dos genes de biossintese de celulose em diferentes grupos de bactérias
Gram-Negativas.

Estes resultados sugerem que a celulose pode ser produzida em C.
violaceum, e reforcam a idéia de que a celulose é um componente do biofilme
produzido por esta bactéria. A literatura ndo descreve a produgao experimental

de celulose por C. violaceum, mas visto que os genes necessarios para a sua
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biossintese de celulose estdo presentes, e organizados em um operon bcs, isto,

por si s6, constitui uma forte evidéncia de sua producao.

4.1.6 Proteinas com motivo GGDEF em Chromobacterium violaceum

A andlise in silico do genoma da C. violaceum revelou 43 ORFs, listadas na
Tabela 7, com o dominio GGDEF. Os dominios GGDEF e EAL estdo presentes
em proteinas envolvidas na sintese e degradagdo de c-di-GMP. Uma fungao
conhecida, como ja citado anteriormente, da molécula c-di-GMP é a ativacdo da
sintese de celulose em A. xylinum. Interessantemente, os dominios GGDEF e
EAL estdao presentes em proteinas de diversas espécies bacterianas, nem todas
produtoras de celulose. Varias proteinas que possuem dominio GGDEF estao
envolvidas em sistemas de transducdo de sinal. A C. violaceurn é uma das
bactérias que atualmente possuem o maior namero de proteinas com dominio
GGDEF até agora seqiienciadas, s6 perdendo para A. tumefaciens e algumas
Vibrionaceae, de acordo com informagodes obtidas em nossa pesquisa realizada
no PFAM. A Figura 33 apresenta o alinhamento das representacdes gréficas da
arquitetura dos dominios de proteinas com motivo GGDEF encontradas no
genoma de C. violaceum. (As representacdes graficas da arquitetura de dominios

foram obtidas do PFAM).
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Tabela 7 - Proteinas com dominio GGDEF em C. violaceum.

Swiss-Prot/ TrEMBL ORF Accession Definicdao
Q7NPW3 CV4379 | NP_904049 | proteina hipotética conservada
Q7NQA3 CV4237 | NP_903907 | provével proteina da familia GGDEF
Q7NQK2 CV4135 | NP_903805 | proteina hipotética conservada
Q7NQQO CV4087 | NP_903757 | proteina hipotética conservada
Q7NQU6 CVv4041 | NP_903711 | proteina hipotética conservada
Q7NRP2 CV3738 | NP_903408 | proteina hipotética conservada
Q7NRP3 CV3737 | NP_903407 | proteina hipotética conservada
Q7NSC2 CV3504 | NP_903174 | provavel regulagdo de resposta
Q7NSG5 CV3461 | NP_903131 | proteina hipotética conservada

Q7NSJ7 CV3427 | NP_903097 | proteina hipotética conservada
Q7NTO05 CV3260 | NP_902930 | proteina hipotética conservada
Q7NT13 CV3252 | NP_902922 | proteina hipotética conservada
Q7NT69 CV3192 | NP_902862 | provével sensor de dois componentes
Q7NTH3 CV3082 | NP_902752 | provével proteina da familia GGDEF
Q7NTV0 CV2953 | NP_902623 | proteina hipotética conservada
Q7NUX4 CV2573 | NP_902243 | provéavel proteina transmembrana
Q7NUX9 CV2568 | NP_902238 | proteina hipotética conservada
Q7NVN4 CV2308 | NP_901978 | proteina hipotética conservada
Q7NWX8 CV1851 | NP_901521 | proteina hipotética conservada
Q7NXF9 CV1667 | NP_901337 | proteina hipotética conservada
Q7NXK6 CV1620 | NP_901290 | proteina hipotética conservada
Q7NXN9 CV1587 | NP_901257 | provével proteina da familia GGDEF
Q7NXP4 CV1582 | NP_901252 | provével proteina da familia GGDEF
Q7NXP8 CV1578 | NP_901248 | provavel proteina da familia GGDEF
Q7NYAO0 CV1374 | NP_901044 | proteina hipotética conservada
Q7NYE2 CV1332 | NP_901002 | proteina hipotética conservada
Q7NYX4 CV1148 | NP_900818 | proteina hipotética conservada
Q7NYX9 CV1143 | NP_900813 | proteina hipotética conservada
Q7NZ88 CV1034 | NP_900704 | proteina hipotética conservada
Q7NZ89 CV1033 | NP_900703 | proteina hipotética conservada
Q7NZF8 CV0984 | NP_900634 | proteina hipotética conservada
Q7NZTO0 CV0841 | NP_900511 | proteina hipotética conservada
Q7NZV8 CV0812 | NP_900482 | proteina hipotética conservada
Q7P0M4 CV0542 | NP_900212 | proteina hipotética conservada
Q7PON5 CV0531 | NP_900201 | proteina hipotética conservada
Q7P127 CV0387 | NP_900057 | proteina hipotética conservada
Q7P128 CV0386 | NP_900056 | proteina hipotética conservada
Q7P1A3 CV0310 | NP_899980 | proteina hipotética conservada
Q7P1H4 CV0239 | NP_899909 | proteina hipotética conservada
Q7P1K5 CV0208 | NP_899878 | proteina hipotética conservada
Q7P1H3 CV0204 | NP_899874 | proteina hipotética
Q7P1X1 CV0091 | NP_899761 | provavel regulagdo de resposta
Q7P215 CV0046 | NP_899716 | proteina PleD
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Figura 33 - Proteinas com motivo GGDEF em C. violaceum. Arquitetura de dominios obtidos do
PFAM.
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4.2 Producao de Biofilme Celulésico por Chromobacterium

violaceum

Ja ha algum tempo tem sido relatada a capacidade da C. violaceum
produzir EPS (MARTIN e RICHARDS, 1963; CORPE, 1964). Recentemente,
estudo realizado por MARTINELLI et al. (2002) mostram que a produgao de
EPS por esta bactéria ocorre inclusive com a participacdo de processos de
comunicagao intercelular conhecidos como gquorum sensing. Entretanto, nenhum
estudo foi realizado até o momento para caracterizar o tipo de EPS produzido.
A andlise do genoma de C. violaceum, realizada nesta pesquisa, mostrou a
presenca de enzimas da via metabdlica responsavel pela biossintese de celulose,
evidenciando-se genes homologos aos genes do organismo modelo de
producao de celulose, a bactéria A. xylinum. Estes novos resultados
caracterizam a C. violaceum como um microrganismo com capacidade potencial

de produzir celulose.
4.2.1 Resultados do cultivo de Chromobacterium violaceum

Na Figura 34 (A) sao mostradas triplicatas do cultivo estatico apds 1 dia
de cultivo. A presenga de um filme sobrenadante em todos os frascos comprova
a reprodutividade da producdo de biofilme em cultura estatica. As Figura 34
(A, B, C, D e E) mostram a evolugdo da producdo do biofilme, com seu
espessamento ao longo dos dias. E notério que no sexto dia de cultivo a massa
de biofilme sobrenadante é grande o suficiente para provocar sua precipitagdo
para o fundo do frasco. Na Figura 34 (F) é mostrado o cultivo apés 6 dias,
porém em cultura agitada. Neste caso ndo se observa aparentemente a formagao
de biofilme. Este resultado é esperado, uma vez que a agitacdo impede a
associagdo das bactérias numa matriz visivel de EPS. Na Figura 34 (G) ¢
mostrado que embora sob agitacdo ndo se note a formagdo do biofilme este de

fato esta presente, uma vez que a adicao de etanol a cultura leva a agregacao do

biofilme antes disperso.
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Triplicata

Cultura Estatica
1 dia

Cultura Estatica
2 dias

D | Cultura Estética E Cultura Estética
4 dias 6 dias

]
. .

G Cultura Agitada
precipitado com etanol

Cultura Agitada
6 dias

Figura 34 - Culturas estética e agitada realizadas com C. violaceum em meio LB. Coleta com 6
dias de cultivo e precipitagdo do meio liquido com etanol.
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4.2.2 Concentracao de glicose em amostras de exopolissacarideo celulésico

produzido por Chromobacterium violaceum

Supostamente se celulose fosse o polissacarideo produzido, a acdo da
celulase sobre este levaria a liberacdo de unidades de glicose e esta poderia ser
determinada no produto de hidrélise. Objetivando identificar a presenca de
celulose nos biofilmes produzidos por C. violaceum, estes foram isolados e
tratados com celulase. Para a determinacdo da concentracdo de glicose foi
realizada a hidrélise enzimatica do material produzido por C. violaceum, em
culturas estaticas e culturas agitadas, utilizando a enzima Celluclast 1,5 L
(celulase). O procedimento adotado para a realizacao da hidrdlise enzimatica

esta descrito com detalhes em “Materiais e Métodos”.

Amostras do produto da hidrdlise enzimatica foram coletadas, e
analisadas através do método enzimdtico colorimétrico do kit de glicose
oxidase, objetivando a determinacdo da concentragdo de glicose. A Figura 35
mostra o resultado obtido deste ensaio. O mesmo resultado é apresentado na

Tabela 8, na qual se apresenta a concentracao de glicose das amostras.

Figura 35 - Determinacdo da concentracdo de glicose em amostras do produto da hidrélise
enzimatica, utilizando o método enzimatico colorimétrico do kit de glicose enzimadtica. al, el e
pl sdo amostras tratadas com celulase, enquanto a2, e2, p2 sdo as mesmas amostras submetidas
as condig¢des de hidroélise na auséncia de celulase.
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A partir da leitura da absorbancia das amostras e de uma solugao padrao

de glicose, cuja absorbancia lida foi de 0,1918, foi possivel calcular a

concentracdo de glicose. A grande diferenca de concentracdo de glicose

apresentada entre as amostras que foram tratadas com celulase e as amostras

onde a celulase ndo foi adicionada demonstra atividade da celulase sobre o

substrato presente nas amostras. Esta € uma evidéncia clara de que no substrato

existem ligacdes (1-2>4) glicana, caracteristicas do polimero celulose.

Tabela 8 - Concentracdo de glicose em amostras de exopolissacarideos
celulésico produzido por C. violaceum, em cultura estética e cultura agitada.

Concentracao de glicose

Concentracao de glicose

Amostra (g/L) (g/L)
(amostras com enzima) | (amostras sem enzima)
Pelicula 0,4432 0,050
Pre/c1.p1tado da cultura 0,4505 0,051
estatica
Precipitado da cultura 0,4406 0,050

agitada

A Figura 36 apresenta a concentracdo de glicose presente nas amostras

do produto hidrolisado da cultura estatica e cultura agitada de C. violaceum.

Observe que as quantidades de glicose presente nas amostras tratadas com

enzima celulase sdo praticamente as mesmas.

o
N
(¢,
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glicose (g/L)
N
NS

2 0,3 -
'S, 0,2

o d

(=]

~

—_
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Concentracao de glicose em amostras de exopolissacarideos produzido por
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Figura 36 - Concentragdo de glicose em amostras de exopolissacarideos celulésico produzido por
C. violaceum, em cultura estatica e cultura agitada.
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Os resultados apresentados indicam que de fato celulose é constituinte
do biofilme produzido por C. violaceum, uma vez que a atividade de celulase é
especifica o suficiente para garantir a presenca neste EPS de ligacoes p(12>4)
entre unidades de glicose. Deu-se preferéncia a utilizacdo de um método de
determinacdo especifico para glicose, ao invés de um para determinacdo de
actcares redutores, o que garante a deteccdo da liberacdo especificamente de
glicose a partir da hidrélise por celulose do EPS. Observa-se que a massa de

biofilme produzida é sempre maior nas culturas estdticas, como era de se

esperar (dados ndo mostrados).

Embora ndo seja o enfoque deste trabalho, observou-se que a biossintese
de celulose e violaceina ocorrem simultaneamente. A biossintese de violaceina
em C. violaceum estd comprovado experimentalmente que é dependente da
inducdo por homoserina lactona, molécula sinal. Pode-se, entdo, inferir que
também a biossintese de celulose em C. violaceum pode estar sob o mesmo
controle. Assim, a biossintese de celulose deve ocorrer como a de violaceina, em
resposta, a condi¢cdes ambientais de crescimento, relacionada a limitagdo de

algum nutriente.

Em resumo, a investigacdo computacional realizada neste estudo, ao
identificar por homologia o operon bcs, responsavel pela biossintese de celulose,
e a estrutura das enzimas nele codificadas, fornecem um conjunto de evidéncias
da producdo de celulose por C. violaceum, nunca reportada experimentalmente.
Além disso, os ensaios laboratoriais realizados mostraram a presenca de glicose
ap0s a hidrolise com a enzima celulase do produto da cultura. Estes resultados
sugerem fortemente a presenca de celulose na matriz extracelular produzida
por C. violaceum e incluem a C. violaceurn como uma bactéria do grupo de

bactérias produtoras de celulose.
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Conclusdes e Sugestoes

5.1 Conclusoes

A producao de celulose bacteriana estd amplamente distribuida entre
varias espécies de bactérias, incluindo pelo menos os grupos de proteobactérias
Gram-negativas alfa, beta e gama. A producdo de celulose, que se pensava
anteriormente ser restrita ao organismo modelo Acetobacter xylinum, é
evidenciada pelos diversos operons expressos em vdrias das bactérias
estudadas. Esse grupo inclui a Chromobacterium violaceum e a Burkholderia

fungorum, do grupo das p-proteobactérias.

Neste trabalho, a investigacdo computacional, realizada para identificar
por homologia o operon bcs (bacterial cellulose synthesis) responsavel pela
biossintese de celulose e a estrutura das proteinas por ele codificadas, fornece
um conjunto de evidéncias em favor da producdo de celulose bacteriana por C.

violaceum, nunca antes reportada experimentalmente.

A analise do genoma da C. violaceum revelou ainda o papel da ORF
CV2679 como sendo um dos genes que formam o operon bcs. Esta ORF era até
entdo reportada como uma proteina hipotética conservada, cuja fungdo ndo era
claramente conhecida. Esta ORF CV2679 é homoéloga ao gene yhjQ, encontrado
em Salmonella typhimurium e Escherichia coli, normalmente associado ao operon
bes. Estudo da inativacdo desse gene em E. coli, realizado por KIM et al. (2002),
apresentou efeitos na morfologia e crescimento celular o que demonstra que a
biossintese de celulose pode estar relacionada ao crescimento celular. Estudos
futuros envolvendo esse gene poderao ajudar a esclarecer a papel biolégico da

celulose e a sua funcdo no crescimento bacteriano.
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O estudo do operon bcs em C. violaceum revelou a existéncia de cinco
genes em sua estrutura: (yhjQ, besA, besB, besZ e besC), que codificam na fita
reversa complementar, respectivamente as proteinas YhjQ, BcsA-celulose
sintase, BcsB-subunidade de regulacdo da celulose sintase que liga ao ativador
diguanilmonofosfato ciclico (c-di-GMP), BcsZ-celulase, e BcsC-proteina com
motivos tetratrico peptide repeat (TPR). Portanto, o operon bcs de C. violaceum é

composto por pelo menos cinco genes, compreendendo as ORFs CV2675-2679.

A seqiiéncia a montante do operon bcs em C. violaceum apresenta
possiveis regides regulatérias de transcri¢do, Box -35 e Box -10, e a existéncia de

uma provéavel regido Shine-Dalgarno.

A andlise do genoma da C. violaceum apresentou 43 ORFs com o dominio
GGDEEF. Os dominios GGDEF e EAL estdao presentes em proteinas envolvidas
na sintese e degradagao de c-di-GMP. Em A. xylinum a molécula c-di-GMP ativa
alostericamente a biossintese de celulose. Uma vez que estudo realizado por
AUSMEES et al. (2001) apresenta evidéncia de que proteinas que contém o
domimio GGDEF possuem atividade diguanilato ciclase, sugere-se que ORFs
com dominio GGDEF aqui identificadas possuam também a capacidade de
sintetizar c-di-GMP, participando desta forma da regulacdo da biossintese de

celulose por C. violaceum.

A identificacdo no genoma de C. violaceum de genes/ORFs que codificam
as enzimas envolvidas nas reacdes da via de biossintese de celulose em A.
xylinum, a partir do substrato glicose, indicam que a mesma via biossintética

pode estar presente em C. violaceum.

Os ensaios realizados para producao de biofilme por C. wviolaceum
demonstraram forte evidéncia da presenga de celulose na matriz extracelular
produzida por este microrganismo, uma vez que ocorreu apos a atividade de

celulase sobre o substrato presente nas amostras, aumento da concentragao de
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glicose, o que indica que no substrato existem ligacoes B(1>4) glicana,

caracteristicas do polimero celulose.

Estudos de determinacdo de compostos da matriz extracelular produzida
por microrganismo e a elucidagdo das vias de regulacdo auxiliam a
compreensdao do mecanismo molecular da biossintese de celulose. Isto pode
entdo ser utilizado no desenvolvimento de estratégias, tanto para prevenir

quanto para otimizar a sua formacao.

E importante salientar que a disponibilidade desses dados direciona
ensaios laboratoriais para otimizagdo da produgao de celulose por C. violaceum,
bem como representa um grande avanco para futuros trabalhos de pesquisa e
desenvolvimento de novos produtos envolvendo celulose produzida por este

microrganismo.
5.2 Sugestdes para Trabalhos Futuros

Este trabalho abre muitas oportunidades para futuros trabalhos
envolvendo celulose produzida por Chromobacterium violaceum, uma vez que
nao tem sido reportado até a presente data qualquer outra pesquisa abordando

este tema. Como sugestdes para futuras pesquisas podemos citar:

e Caracterizagao do EPS celulésico produzido pela C. violaceum

¢ Otimizagdo da producao de celulose por C. violaceum

e Modelagem estrutural das enzimas envolvidas na via de
biossintese de celulose

e Funcdo de compostos sinalizadores na formacao de biofilme

e Regulacdo da via de biossintese de celulose

e Relacdo entre a biossintese de celulose com o crescimento celular

e Papel de cada proteina/enzima do operon bcs na biossintese de

celulose.
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