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RESUMO

As proteinas oxigenases com ferro ndo hémico compartiiham um dominio
conservado composto por oito histidinas, podem ser encontradas em organismos
eucariotos e procariotos, e participam de importantes vias de biossintese lipidica.
Para compreender a relacdo evolutiva existente entre essas proteinas, foram
realizadas andlises comparativa e filogenética em procariotos e eucariotos que
permitiram uma classificacdo dessa familia, até entdo inexistente. A busca de
sequéncias resultou, ap6s a curadoria, em uma colecdo de 448 proteinas,
pertencentes a 58 organismos previamente selecionados dentro dos principais taxa.
O alinhamento multiplo de sequéncias gerado com a ferramenta MAFFT (BLOSUM
62; L-INS-i) mostrou a presenca do dominio de histidinas com espacamento
conservado entre 0s motivos. A classificacdo das proteinas feita com o software
CLANS gerou 28 grupos a partir da similaridade entre pares de sequéncias. Dentre
esses, 2 contém sequéncias que nao tiveram similaridade com proteinas ja
caracterizadas e 48 sequéncias nao foram atribuidas a quaisquer dos grupos
formados. As sequéncias de plantas, representadas por 119 sequéncias da colecéao,
foram distribuidas em 7 grupos correspondentes as fungBes C4 metilesterol
monoxigenase, C5 esterol desaturase, acido graxo hidroxilase, esfingolipideo C4
monooxigenase, aldeido decarbonilase, [-caroteno hidroxilase e Acil-ACP
desaturase. A analise filogenética, utilizando o método de méxima verossimilhanca
com a ferramenta PhyML, mostrou a formacgéo de grupos bem definidos e que foram
similares aos gerados por CLANS. Esses resultados comeg¢am a preencher a lacuna
existente até o momento acerca da relacdo evolutiva e da classificacdo das
oxigenases com ferro ndo hémico. Além disso, sugerem que dentro dessa familia
ainda h&a proteinas com funcbes desconhecidas, reforcando a necessidade de

realizar mais estudos de caracterizacao funcional das mesmas.

Palavras-chave: hidroxilase de acidos graxos, desaturase de &cidos graxos,

histidina, comparacdo gendémica, metaloproteina.



ABSTRACT

Nonheme iron oxygenase proteins shares a conserved domain consisting of eight
histidines, and they can be found in eukaryotes and prokaryotes organisms and
participate in important pathways of lipid biosynthesis. To understand the
evolutionary relationship among these proteins, we performed comparative and
phylogenetic analyzes in prokaryotes and eukaryotes that allowed a classification of
this family, nonexistent until now. The search of sequences resulted in a collection of
448 proteins, belonging to 58 organisms previously selected. The multiple alignment
made with MAFFT (BLOSUM 62; L-INS-i) showed the presence of three histidine-rich
motifs, with conserved spacing among them. The classification made with CLANS
software has generated 28 clusters through of similarity among sequences. Two
clusters contain sequences that had no similarity to proteins already characterized,
and 48 sequences were not assigned to any of the 28 clusters. In the collection, 119
sequences are derived from plants, distributed in 7 clusters corresponding to C4
methysterol monooxygenase, C5 sterol desaturase, fatty acid hydroxylase,
sphingolipid C4 monooxygenase, aldehyde decarbonylase, B-carotene hydroxylase
and Acyl-ACP desaturase functions. Phylogenetic analysis using maximum likelihood
method with PhyML tool showed the formation of well-defined groups that were
similar to generated by CLANS. These results start to fill a gap existing so far about
the evolutionary relationship and classification of honheme iron oxygenases. Also,
suggest that within this family there are still proteins with unknown functions,

reinforcing the need for more studies of functional characterization.

Keywords: fatty acid hydroxylase, fatty acid desaturase, histidine, comparative

genomic, metalloprotein.
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ANEXO D - Distribuicdo de sequéncias das proteinas oxigenases

com ferro ndo hémico nos grupos formados pela ferramenta



1 INTRODUCAO

Oxigenases sdo proteinas que catalisam a incorporagéo direta de oxigénio
molecular em seu substrato (FETZNER, 2002). Elas estdo presentes em procariotos
e eucariotos e possuem um importante papel em diversas vias metabdlicas, sendo
fundamentais, por exemplo, na aplicacdo de enzimas microbianas em biotecnologia
ambiental e industrial (HARAYAMA; KOK; NEIDLE, 1992), na mineralizacdo de
compostos xenobidticos (ARORA et al.,, 2009), na hidroxilacdo de esteréides em
vertebrados (HARAYAMA; KOK; NEIDLE, 1992) e na sintese de fitoesterdis de
plantas (RAHIER, 2011).

As oxigenases com ferro ndo hémico podem atuar como desaturases,
epoxidases, hidroxilases, acetilanases, metil-oxidases, etc., utilizando uma grande
variedade de substratos (SHANKLIN; CAHOON, 1998). Elas s&o proteinas ligadas a
membrana celular e possuem um dominio conservado composto por oito histidinas,
indicando que sdo evolutivamente relacionadas (SHANKLIN; CAHOON, 1998). Nas
plantas, essas proteinas estdo envolvidas nas vias de biossintese de acidos graxos,
esterdis, esfingolipidios, cera epicuticular, entre outras (ARTHINGTON et al., 1991,
AARTS et al., 1995), e devido esses organismos possuirem uma grande quantidade
de metabdlitos secundarios (BOURGAUD et al., 2001; VERPOORTE; MEMELINK,
2002) o estudo dessas oxigenases € ainda mais importante.

A guantidade de dados de sequéncia disponiveis tém se tornado cada vez
maior devido as melhorias no sequenciamento genémico, e 0s intensos estudos
bioquimicos tém expandido o numero de oxigenases com ferro ndo hémico
conhecidas e suspeitas (RYLE; HAUSINGER, 2002). Apesar do papel crucial que
desempenham, nenhum dos bancos de dados existentes fornece informacdes
completas e de carater comparativo sobre essa familia de proteinas (ARORA et al.,
2009). Dessa maneira, torna-se relevante a comparacdo gendmica e a classificacédo

das oxigenases com ferro nao hémico.



2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

Analisar as funcbes das oxigenases com ferro ndo hémico através da
comparacao entre sequéncias proteicas de plantas e outros organismos eucariotos e

procariotos, e realizar a classificagdo sistematica dessas proteinas.

2.2 Objetivos especificos

Estabelecer uma colecdo de sequéncias das oxigenases com ferro ndo
hémico em plantas através de busca exaustiva em bancos de dados;

Realizar andlises comparativas das oxigenases com ferro ndo hémico entre
plantas e outros organismos eucariotos e procariotos;

Aperfeicoar os métodos de alinhamento multiplo e classificacdo sistematica
para esse grupo de proteinas;

Identificar grupos de sequéncias a partir dos alinhamentos mditiplos e da
reconstrucao filogenética das oxigenases com ferro ndo hémico;

Classificar os grupos em subfamilias e, ao final, produzir um banco de dados
com todas as oxigenases com ferro ndo hémico utilizadas nesse estudo;

Identificar possiveis novas familias, subfamilias ou novas funcbes de

interesse biotecnoldgico nas oxigenases com ferro nao hémico.



3 REVISAO DA LITERATURA

3.1 Oxigenases

As oxigenases podem introduzir um ou dois atomos de oxigénio molecular
em seus substratos, sendo classificadas como monooxigenases e dioxigenases,
respectivamente (BURTON, 2003; METZLER, 2003; JAOUEN, 2006; YAMAMOTO,
2006). Essas proteinas foram inicialmente descobertas em fungos e bactérias, e
posteriormente, estudos comprovaram que as oxigenases estavam presentes em
tecidos de mamiferos e que possuiam funcdes fisiolégicas no metabolismo de
diversos compostos (YAMAMOTO, 2006). Atualmente sabe-se que elas sao ubiquas
(ULLRICH; HOFRICHTER, 2007), que em sistemas vivos podem ter papéis no
metabolismo primario ou secundéario (BURTON, 2003), e que existe uma enorme
variedade de oxigenases envolvidas na formacdo de metabdlitos essenciais (como

esterdis, prostaglandinas, derivados de vitamina D, etc.) (METZLER, 2003).

3.1.1 Monooxigenases

Monooxigenases incorporam somente um atomo de oxigénio molecular ao
substrato e reduzem o outro &tomo a agua (BURTON, 2003; NOLAN; O’'CONNOR,
2008). Monooxigenases externas cofatores para fornecer a reducéo potencial para o
fornecimento de elétrons ao substrato, como metais, o grupo heme, flavina, pterina,
NADH ou NADPH (BURTON, 2003; van BERKEL; KAMERBEEK; FRAAIJE, 2006;
ULLRICH; HOFRICHTER, 2007). Diferentemente, monooxigenases internas obtém
estes elétrons a partir do préprio substrato (van BERKEL; KAMERBEEK; FRAAIJE,
2006). Monooxigenases podem utilizar, também, outros cofatores ou pode ser
independente de cofatores (BURTON, 2003; ULLRICH; HOFRICHTER, 2007,
TORRES PAZMINO et al., 2010).

a) Monooxigenases dependentes do grupo heme
As monooxigenases dependentes do grupo heme sdo conhecidas como

citocromo P450 ou CYPs (NELSON et al., 1996; BURTON, 2003; MONTELLANO,
2005; FISCHER et al.,, 2007). Elas provavelmente sdo as oxigenases mais



estudadas e melhor caracterizadas, compreendendo uma das maiores e mais
antigas superfamilias de enzimas (ULLRICH; HOFRICHTER, 2007).

Essas proteinas foram assim nomeadas devido a forte absorbéancia a 450
nm sobre a ligacdo do CO ao ferro (Fe?*) hémico (CHAPPLE, 1998; MONTELLANO,
2005; SIGEL; SIGEL; SIGEL, 2007). Essa caracteristica pode ser utilizada para
identificar a presenca do P450 e estimar sua concentracdo, ainda que as
sensibilidades de diferentes isoformas de P450 ao CO sejam distintas
(MONTELLANO, 2005).

Os P450 possuem grande importancia na oxidacdo dentro de vias
biossintéticas, catalisando a oxidagdo de diversos compostos endobiodticos (como
esterdis, &cidos graxos, acidos biliares, leucotrienos, prostaglandinas, etc.) e
xenobidticos (como farmacos, anestésicos, pesticidas, fungicidas, etc.)
(MONTELLANO, 2005; FISCHER et al., 2007; NAKAJIMA, 2014)

b) Monooxigenases dependentes de flavina

As monooxigenases dependentes de flavina podem atuar na biossintese de
vitaminas, antibiéticos e hormdnios, em estratégias de defesa (em plantas e fungos)
contra herbivoros, e no catabolismo de compostos naturais e antropogénicos, dentre
outros processos biolégicos (HUIJBERS et al., 2014). Essas proteinas podem ser
classificadas em 8 grupos (A a H, Tabela 1) com base na forma como se dobram e
na funcdo que exercem (van BERKEL; KAMERBEEK; FRAAIJE, 2006; TORRES
PAZMINO et al., 2010; HUIJBERS et al., 2014).

As principais diferencas entre 0s grupos sao: as proteinas dos grupos A e B
sdo dependentes de NAD(P)H como doadores externos de elétrons; nos grupos C,
D, E e F, as monooxigenases necessitam de uma proteina redutase como parceira
para a entrega de flavina reduzida; os grupos G e H incluem monooxigenases
internas que reduzem o cofator flavina através de oxidacao de substrato (HUIJBERS
et al., 2014).

Tabela 1 — Descricdo geral das monooxigenases dependentes de flavina

Grupo Cofator Doador de elétron Dobra da proteina Reacdes

A FAD NAD(P)H Rossman (GR-2) Hidroxilagao
Sulfoxidacao

B FAD NAD(P)H Rossman (FMO) Oxidacéo Baeyer-Villiger



Heteroatomo oxigenacéo
N-hidroxilacéo
Descarboxilacdo
oxidativa

C FMN FMNH, Tim-barred (luciferase) Emisséo de luz
Oxidagé&o Baeyer-Villiger
Epoxidagéo
Desulfurizacao
Sulfoxidacao

Hidroxilacdo

D FAD/FMN FADH,/FMNH, Acil-CoA dehidrogenase Hidroxilacdo
N-hidroxilagéo

E FAD FADH, Rossman (GR-2) Epoxidacéo

F FAD FADH, Rossman (GR-2) Halogenagéo

G FAD Substrato Rossman (GR-2) Descarboxilacdo
oxidativa

H FMN Substrato Tim-barred (glicoato oxidase) Descarboxilacéo
oxidativa

Denitrag&o oxidativa

GR, Glutamina redutase; FMO, monooxigenase contendo flavina; MAO, monoamina oxidase.
Tabela adaptada de HUIJBERS e colaboradores (2014).

c) Monooxigenases dependentes de cobre

As monooxigenases dependentes de cobre, como 0 nome sugere,
necessitam de ions de cobre para realizar a hidroxilagdo dos seus substratos, e
constituem uma familia relativamente pequena das monooxigenases (TORRES
PAZMINO et al., 2010). Alguns membros desse grupo sdo: 1) dopamina PB-
monooxigenase, que participa da sintese de catecolamina, convertendo a dopamina
em noradrenalina; 2) peptidilglicina a-amidante monooxigenase, que participa da
maturacdo hormonal peptidica, fazendo a amidacdo do grupo acido carboxilico a-
terminal da glicina; e 3) monofenol monooxigenase, que participa da sintese de
melanina, convertendo tirosina em DOPA (XIN; MAINS; EIPPER, 2004; KASTIN,
2006; TORRES PAZMINO et al., 2010; JAISER; WINSTON, 2010).

d) Monooxigenases dependentes de pterina

Esse grupo de monooxigenases utiliza a pterina (tetrahidrobiopterina ou
BH4) como coenzima para catalisar a inser¢do do atomo de oxigénio, exigindo um
atomo de ferro por subunidade para a atividade (FITZPATRICK, 2003; VOLNER,;
ZOIDAKIS; ABU-OMAR, 2003; TORRES PAZMINO et al., 2010). Fenilalanina



hidroxilase (PheH), tirosina hidroxilase (TyrH) e triptofano hidroxilase (TrpH) séo as
proteinas que constituem essa familia (KAGEDAL et al., 2004).

A PheH catalisa a conversao de L-fenilalanina (L-Phe) a L-tirosina (L-Tyr)
(FLYDAL; MARTINEZ, 2013), a TyrH catalisa a hidroxilacdo de L-tirosina para L-
DOPA (L-3,4-dihidroxifenilalanina) (KAGEDAL et al., 2004), e a TrpH hidroxila o
triptofano para geral 5-hidroxitriptofano, que é descarboxilado pela AADC formando
a serotonina (5-hidroxitriptamina) (WALTHER; BADER, 2003). As monooxigenases
dependentes de pterina tém sido muito estudadas em eucariotos devido a sua
importancia fisiologica (FITZPATRICK, 2003; DAUBNER; LE; WANG, 2011). A
Tabela 2 mostra as principais fun¢cdes dessas proteinas em eucariotos.

Tabela 2 — Papel funcional das monooxigenases dependentes de pterina em eucariotos

Proteina Local Funcao

PheH Figado Catalisa o catabolismo do excesso de fenilalanina na dieta para
tirosina.

TyrH SNC Catalisa o0 primeiro passo na biossintese das catecolaminas, a

Glandula adrenal  formacéo de dihidroxifenilalanina (DOPA) para tirosina.

TrpH Cérebro Catalisa o primeiro passo na biossintese da serotonina, a
hidroxilagéo de triptofano para 5-hidroxitriptofano.

SNC, Sistema Nervoso Central.

e) Monooxigenases dependentes de ferro ndo hémico

As monooxigenases dependentes de ferro ndo hémico utilizam dois atomos
de ferro como cofator para a sua atividade oxidativa, e podem ser chamadas de
proteinas dependentes de diferro (TORRES PAZMINO et al., 2010). A auséncia do
grupo heme é confirmada devido essas proteinas serem inibidas por cianeto, mas
ndo serem afetadas por monoéxido de carbono (SHANKLIN; CAHOON, 1998). Alguns
membros dessa familia sdo: monooxigenases soluveis (MURRELL; GILBERT;
McDONALD, 2000), alcano monooxigenases (GALLAGHER; CAMMARK; DALTON,
1997), monooxigenases integrais a membrana (van BEILEN; FUNHOFF, 2007) e
quatro componentes alcano/aromatico monooxigenase, do qual faz parte um grupo
separado do tipo-Rieske, de bactérias (KWEON et al., 2008).

Proteinas monooxigenases sollveis sdo os membros melhor caracterizados
(SHANKLIN; CAHOON, 1998; MURRELL; GILBERT; McDONALD, 2000), pois a
cristalizacdo da proteina acil-ACP desaturase (A%-18:0-ACP desaturase) permite



estudos de estrutura e funcdo mais detalhados (SHANKLIN; CAHOON, 1998;
SHANKLIN et al., 2009). Apesar de possuirem semelhancas quimicas com as
desaturases integrais a membrana, como a presenca de histidinas em seus motivos,
as desaturases solaveis possuem o motivo [(D/E)X;H], ligado ao ferro (Figura 1),
enquanto que as desaturases integrais a membrana apresentam um dominio
tripartido composto por 8 histidinas.

Desaturases solluveis estdo presentes exclusivamente nos plastideos de
plantas superiores, e desaturases integrais a membrana sdo encontradas em
procariotos e eucariotos (SHANKLIN; CAHOON, 1998; SPERLING et al., 2003;
SHANKLIN et al., 2009).

Figura 1 - Motivo de ligagdo consenso das desaturases sollveis
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motivo de ligacdo consenso esquematizacio

* Glutamatos que coordenam ambos os ions de ferro.
Fonte: adaptada de SHANKLIN e CAHOON (1998).

Os estudos acerca das monooxigenases dependentes de ferro ndo hémico
tém sido crescentes e muito significativos (RYLE; HAUSINGER, 2002), como
estudos de clonagem e caracterizacdo molecular e funcional (AARTS et al., 1995;
KNIPPLE et al., 2002). Entretanto, o progresso na compreensdo da classe de
oxigenases integrais a membrana tém ficado para tras quando comparado aos
estudos da classe soluvel. Isso se deve as dificuldades técnicas de se obter grandes
quantidades de proteinas de membrana purificadas. Enquanto isso, mais e mais
informacgdes de sequéncia se acumulam (SHANKLIN; CAHOON, 1998; KNIPPLE et
al., 2002; RYLE; HAUSINGER, 2002).



f) Monooxigenases dependentes de outros cofatores

A reacdo de hidroxilagcdo catalisada pela proteina aclacinomicina 10-
hidroxilase (RdmB), que participa da biossintese de rodomicina em Streptomyces
purpurascens, ndo requer cofatores, como flavina ou ions metalicos (JANSSON et
al., 2005). Em vez disso, a enzima utiliza AdoMet (S-adenosilmetionina) como
cofator para a ativagao do oxigénio (JANSSON et al., 2005).

Até o momento, essa € a Unica monooxigenase gue mostrou nao pertencer a
uma das familias monooxigenase anteriormente mencionados, e o encontro dessa
excegcao sugere que provavelmente existam monooxigenases ainda n&o
identificadas que exijam cofatores distintos dos presentes nas familias de
monooxigenases (TORRES PAZMINO et al., 2010).

g) Monooxigenases independentes de cofatores

Algumas monooxigenases ndo necessitam de quaisquer cofatores para
catalisar uma reacdo, sendo conhecidas como monooxigenases independentes de
cofatores (TORRES PAZMINO et al., 2010). Na reacdo catalizada por essas
proteinas o oxigénio molecular é ativado pelo substrato depois que a reacdo de
oxigenac&do ocorre (TORRES PAZMINO et al., 2010). Como exemplo, pode-se citar
as proteinas ActVA-Orf6 (monooxigenase formadora de quinona de Streptomyces
coelicolor), TcmH (tetracenomicina F1 monooxigenase de Streptomyces
glaucescens), EImH (tetracenomicina F1 monooxigenase de Streptomyces
olivaceus) e Aknx (antrona monooxigenase de Streptomyces galilaeus) (FETZNER,
STEINER, 2010; TORRES PAZMINO et al., 2010).

Devido n&o exigir custos com cofatores e coenzimas, essas
monooxigenases deveriam ser interessantes para aplicagcdes biotecnoldgicas.
Todavia, devido o seu mecanismo catalitico, elas sao restritas quanto ao substrato —
fato que reduz a aplicabilidade dessas proteinas em biocatalise (TORRES PAZMINO
et al., 2010).



3.1.2 Dioxigenases

As dioxigenases inserem 0s dois atomos de oxigénio molecular no substrato
e suas reacdes incluem cis-hidroxilacdo, clivagem de anéis aromaticos e
hidroperoxidacdo (DEWICK, 2002; BURTON, 2003). Elas dividem-se em duas
classes principais: 1) dioxigenases ferro-enxofre dependente de heme, e 2)
dioxigenases Rieske ferro-enxofre ndo hémico (WACKETT, 2002; BURTON, 2003;
NOLAN; O'CONNOR, 2008). A ultima classe possui maior potencial redox e a
maioria é dependente de NADH (BURTON, 2003; NOLAN; O'CONNOR, 2008).

Outra classificacdo € baseada no modo de acdo das dioxigenases: 1)
dioxigenases que clivam anéis aromaticos, 2) dioxigenase hidroxilante de anel
aromatico (ARORA et al., 2009). O primeiro grupo € subdividido em duas classes,
dependendo da posi¢cdo onde ocorre a clivagem do anel clivagem: a) dioxigenases
de clivagem intradiol (Figura 2A) e b) dioxigenases de clivagem extradiol (Figura 2B)
(ARORA et al., 2009).

Figura 2 - Mecanismo de a¢éo das dioxigenases que clivam anéis aromaticos

OH Dioxigenase
extradiol X 04!
A) 0, |
OH COOH
CHO
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A) Dioxigenases de clivagem extradiol; B) Dioxigenases de clivagem intradiol.
Fonte: adaptada de ARORA e colaboradores (2009).

3.2 Oxigenases com ferro ndo hémico

O foco do presente estudo sdo as monooxigenases integrais a membrana, e
serdo aqui chamadas de oxigenases com ferro ndo hémico (OFNH). Elas

desempenham papéis fundamentais em diversas vias de biossintese, como a de
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esterdis, acidos graxos, esfingolipidios, cera epicuticular, fertilidade do pdlen, entre
outras (ARTHINGTON et al., 1991; AARTS et al., 1995). Além disso, podem realizar
diversas atividades como desaturase, epoxidase, hidroxilase, acetilanase, metil-
oxidase, cetolase e atividades de decarbonilase (SHANKLIN; CAHOON, 1998).
Desse modo, veremos alguns exemplos de proteinas OFNH presentes em diversas
vias metabolicas:

a) Esterol 4a-metil oxidase (SMO): Essa proteina faz parte de um complexo
enzimatico das plantas que é responsavel por remover dois grupos metila em
posicdo C-4 (Figura 3) — processo necessario para a conversao de cicloartenol em
fiotesterdis funcionais (DARNET; BARD; RAHIER, 2001; DARNET; RAHIER, 2003,
2004; BENVENISTE, 2004). Em Saccharomyces cerevisiae a ruptura do gene
ScSMO (ERG25) foi letal, indicando o papel fundamental desta enzima em células
eucaridticas (KENNEDY et al., 2000; DARNET; RAHIER, 2003);

b) Aldeido decarbonilase (CER): O gene CER1 de Arabidopsis thaliana, que
codifica a proteina aldeido decarbonilase, foi isolado e caracterizado. Essa proteina
mostrou estar envolvida na conversdo de aldeidos para alcanos e presente na via de
biossintese de cera epicuticular e fertilidade do pdlen (AARTS et al.,1995). Nas
plantas, as ceras auxiliam na reducédo da perda de &gua pela epiderme, contribuindo
para a resisténcia a seca, e interagem com insetos herbivoros e fungos patogénicos.
A fertilidade do pdlen, por sua vez, € fundamental para a propagacdo das espécies
vegetais (AARTS et al.,1995);

c) Alcano w-hidroxilase (AIkB): Proteina de Pseudomonas oleovorans que é
responsavel pela oxidacao inicial dos alcanos inativados (SHANKLIN; WHITLLE,
2003). O significado biolégico das histidinas presentes no motivo compartilhado
pelas OFNH foi testado nessas proteinas substituindo esse aminoacido por alanina,
resultando na inativagdo da enzima (SHANKLIN; WHITLLE, 2003);

d) Dealquilacdo de esterbis (Des24p): Dealquilagbes em C-24 na via dos
ester6is jA haviam sido relatadas em diversos organismos, como no ciliado
Tetrahymena, em algas verdes, artropodes, cnidarios, moluscos, etc (TOMAZIC et
al.,, 2011). Entretanto, nenhuma enzima nem gene correspondente havia sido
identificado até Tomazic e colaboradores (2011) identificarem e caracterizarem pela

primeira vez o gene DES24 envolvido na dealquilacéo de esterdis;
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Figura 3 - Resumo da via de biossintese de esterdis comparada entre plantas, fungos e vertebrados
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e) Hidroxilase de acidos graxos (FAH): O gene FA2H é altamente expresso
nos tecidos do cérebro e colon e codifica a proteina acido graxo 2-hidroxilase. Essa
proteina estd envolvida na formacdo de mielina 2-hidroxi galactosilceramidas e
sulfatideos (ALDERSON et al., 2004). Nos esfingolipidios, as proteinas do grupo 2-
hidroxil sdo de extrema importancia na organizacdo dos lipideos nas membranas
celulares, pois atuam de modo similar as ligacdes de hidrogénio (HAMA, 2010).

Na literatura, diversos trabalhos tém sido publicados caracterizando
proteinas OFNH. A Tabela 3 mostra diferentes genes caracterizados para a planta
modelo Arabidopsis thaliana, por exemplo. Mesmo assim, nenhum trabalho
gendmico comparativo foi efetuado nas plantas até entédo, e visto que elas estdo
presentes em procariotos e eucariotos e compartiiham um motivo conservado, é

muito provavel que exista uma relacéo evolutiva entre essas proteinas.

Tabela 3 — Genes que codificam oxigenases com ferro ndo hémico caracterizados em Arabidopsis
thaliana

Gene Viabiossintética Referéncia

FAD Desaturagdo de acidos graxos OKULEY et al., 1994

CER Biossintese de cera epicuticular e fertilidade do poélen AARTS et al., 1995

ADS Desaturacdo de acidos graxos FUKUCHI-MIZUTANI et al., 1998
STE Biossintese de brassinosterdides CHOE et al., 1999

SMO Biossintese de esterdéis DARNET; RAHIER, 2004

SUR Biossintese de esfingolipidios MICHAELSON et al., 2009

FAH  Hidroxilagdo de &cidos graxos NAGANO et al., 2012

3.3 Importancia do ferro no centro catalitico da reagao

Os ions metalicos tém papel fundamental na maioria dos processos
bioquimicos dos organismos, por isso, as proteinas que necessitam deles para
cumprir sua funcéo bioldgica e sdo conhecidas como metaloproteinas (BERTINI,
SIGEL; SIGEL, 2001; ANDREINI et al., 2007). Essa necessidade se deve ao papel
estrutural que o metal assume para dar estabilidade a estrutura da proteina e ao
papel funcional, quando compde centros de transferéncia de elétrons ou quando
esta envolvido no mecanismo catalitico de enzimas (ANDREINI et al., 2009).

O ferro € o ion metalico de transicdo mais abundante nos organismos, e
normalmente encontrado nos estados de oxidagéo +2 (ferroso) ou +3 (férrico) dentro

das células (ANDREINI et al., 2007). As oxigenases podem possuir ou ndo algum
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metal atuando como centro catalitico da reacdo. As OFNH utilizam o ferro, que atua
como elemento central no processo de catalise feito por essas enzimas (SPERLING
et al., 2003; KWEON et al., 2008).

Algumas proteinas podem se ligar, além dos simples ions de ferro, a
diversos cofatores que contenham ferro, como por exemplo, o0 heme ou o
agrupamento ferro-enxofre (ANDREINI et al., 2007). O heme € um grupo prostético
que exerce um papel de grande importancia para algumas metaloproteinas, sendo
considerado bastante versatil. Sua funcdo é diversificada, podendo participar do
transporte e armazenamento de oxigénio, transferéncia de elétrons, catalise de
oxigénio e monoxido de carbono, bem como transporte de 6xido nitrico (CORREIA,;
SINCLAIR; MATTEIS, 2011). Pode-se citar como exemplos de proteinas que
possuem o0 grupo heme em sua composicdo: hemoglobinas, mioglobinas,
flavoproteinas, peroxidases, catalases, citocromos P450, heme oxigenases, etc.
(BERTINI; SIGEL; SIGEL, 2001). Apesar de ser importante para algumas
metaloproteinas, as OFNH ndo possuem o grupo heme em sua composi¢ao
(SHANKLIN; CAHOON, 1998).

3.4 Assinatura das oxigenases com ferro nao hémico

Proteinas podem ser compostas por varios ou apenas um dominio e
representam uma unidade funcional, estrutural e evolutiva das mesmas (BATEMAN,;
BIRNEY, 2000). Esses dominios podem ser definidos tanto no nivel de sequéncia
quanto no nivel tridimensional, sendo que sua compreensao é muito utilizada para a
predicdo de funcdo de proteinas (BATEMAN; BIRNEY, 2000). Dominios podem
apresentar fracbes de aminoacidos altamente conservadas, denominadas motivos
(HENIKOFF; HENIKOFF, 1991; TATUSOV; ALTSCHUL; KOONIN, 1994), que sao
constantemente utilizados na previsao de semelhancas funcionais entre homaélogos
divergentes, e compreendem residuos do sitio ativo ou de ligacdo (PONTING et al.,
2000).

Quando se compara sequéncias de DNA ou proteinas relacionadas, é
possivel visualizar uma sequéncia consenso, que mostra a base ou 0 aminoacido
mais comum em cada posi¢cdo. Essa sequéncia consenso pode ser gerada a partir
de ferramentas matematicas ou pode ser identificada em bancos de dados de

sequéncia. Muitas vezes, partes da sequéncia que possuem bom acordo
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representam dominios funcionais conservados evolutivamente (NELSON; COX,
2008).

O banco de dominios Pfam (http://pfam.xfam.org/) agrupa uma grande
colecdo de familias de dominios proteicos, onde cada familia € representada por
varios alinhamentos de sequéncias e modelos ocultos de Markov (HMMs). O HMM é
um modelo probabilistico utilizado para transformar a informagdo contida no
alinhamento multiplo de sequéncias em uma sequéncia consenso. O Pfam classifica
suas entradas de quatro formas: 1) Familia: uma colecdo de regibes proteicas
relacionadas; 2) Dominio: uma unidade estrutural; 3) Repeti¢cdes: uma unidade curta,
que € instavel isoladamente, mas forma uma estrutura estavel quando varias copias
estdo presentes; e 4) Motivos: uma unidade curta encontrada fora dos dominios
globulares (BATEMAN et al., 2002).

Shanklin e Cahoon (1998) propuseram um dominio consenso para
oxigenases com ferro ndo hémico utilizando 24 proteinas de desaturases integrais a
membrana de procariotos e eucariotos. Esse dominio possui 8 histidinas
conservadas [HX-aHX7-a1)HX2-3yHHX 61-189)(H/Q) X (2-3)HH] (SHANKLIN; CAHOON,
1998), com espacamento conservado e se dividem em trés blocos: (1) HXz-H, (1)
HX2-3HH e (Ill) HX2-3HH (SPERLING et al., 2003). Esse dominio esta intimamente
ligado ao centro de ferro, onde ocorre a oxidacdo do substrato e a ativacdo do
oxigénio (SHANKLIN et al., 1997; SHU et al., 1997; LEE et al., 1998), e por ter se
mostrado conservado no trabalho de Shanklin e Cahoon (1998), provavelmente
consiste em uma assinatura funcional comum a todas as oxigenases com ferro nédo
hémico.

Existe uma excecdo ao padrdo de oito histidinas, que advém das proteinas
A® &cido graxo desaturase de Synechocystis sp. (REDDY et al., 1993) e Borago
officinalis L. (SAYANOVA et al., 1997). Nessas proteinas, a primeira histidina do
terceiro bloco ndo estd presente, e no lugar dela é possivel encontrar uma
glutamina, a qual também possui uma cadeia lateral contendo nitrogénio
(SHANKLIN; CAHOON, 1998). As histidinas sdo frequentemente encontradas em
sitios ativos ou sitios de ligacdo das proteinas, sendo que, no sitio de ligacdo, é
muito comum que elas estejam ligadas a algum metal (BARNES; GRAY, 2003).

O Pfam classificou as OFNH pelos motivos propostos por Shanklin e Cahoon
(1998), e as nomeou como superfamilia Hidroxilase de Acidos Graxos ou FAH (do

inglés Fatty Acid Hydroxylase), que pode ser encontrada nesse banco de dominios
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através do termo FA_hydroxylase ou da entrada PF04116. As OFNH também estdo
depositadas no banco de dominios InterPro (http://www.ebi.ac.uk/interpro/),
entretanto, possui a entrada IPR006694. No Pfam, o logotipo HMM das OFNH nos
permite visualizar o espacamento entre os blocos de histidinas e a posi¢cado de cada

histidina presente nas sequéncias (Figura 4).

Figura 4 - HMM logo das oxigenases com ferro ndo hémico
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Fonte: adaptada de <http://pfam.xfam.org/family/fa_hydroxylase>.

3.5 Classificacado de proteinas

Dentre as proteinas monooxigenases, podemos mencionar as P450 como
uma das familias melhor caracterizadas e que ja receberam uma classificacdo. As
sequéncias proteicas e outras informacdes pertinentes as proteinas classificadas
geralmente séo disponibilizadas em bancos de dados. Para as P450, o banco de
dados mais conhecido €é o Nelson’s P450 Database (disponivel em:
<http://drnelson.uthsc.edu/CytochromeP450.html>; acessado em: 05 de maio de
2015), que possui 21.039 sequéncias P450 de animais, plantas, fungos, bactérias,

archaea e virus (Tabela 4).

Tabela 4 - Total de sequéncias P450 depositadas no banco de dados Nelson's P450 Database

Organismos Total
Animais 6.313
- Insetos 3.452
- Mamiferos 1.056
- Outros vertebrados 922
- Invertebrados néo-insetos 833
Plantas 7.466
Fungos 5.729
Protozoérios 247
Bactérias 1.254
Archaea 48
Virus 2
Total 21.039

Fonte: adaptada de <http://drnelson.uthsc.edu/P450.statsfile.htmlI>.
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Outro banco de dados de P450 é o Fungal Cytochrome P450 Database
(FCPD) (disponivel em: <http://p450.riceblast.snu.ac.kr/>; acessado em: 05 de maio
de 2015), que possui 8.731 sequéncias P450 dos genomas de 113 espécies de
fungos e oomicetos.

Esses bancos de dados apresentam a classificagdo de proteinas, que foram
depositadas a partir de comparagdo gendmica. A comparacado de sequéncias (de
nucleotideos ou aminoacidos) visa verificar a existéncia de uma relacdo evolutiva
entre elas por meio da andlise de similaridade, inferindo, assim, estruturas e/ou
funcdes homélogas (COHEN, 2004). Entretanto, é mais dificil comparar proteinas a
partir de sequéncias de DNA, devido o cédigo genético ser degenerado.

A comparacdo genbmica é muito utilizada para classificar sequéncias em
bancos de dados, onde as sequéncias podem ser organizadas em familias,
subfamilias, clas, e/ou isoformas. Visto que ha uma lacuna no conhecimento acerca
das OFNH, onde ndo ha bancos de dados que disponibilizam uma classificacéo
completa dessa familia de proteinas (ARORA et al., 2009), torna-se valido comparar
dados gendmicos a partir de sequéncias proteicas OFNH, entre plantas inferiores e
superiores, e entre reinos diferentes. Mas como essa classificacao é feita?

A comparacdo de sequéncias de aminoacidos pode permitir o entendimento
da sua funcéo, localizacéo celular, estrutura tridimensional e até mesmo da evolucgéo
(NELSON; COX, 2008). Para que uma comparacao entre sequéncias seja feita, é
necessario primeiramente coletar as sequéncias nos bancos de dados. Todavia,
mesmo que a bioinformética desempenhe um papel fundamental, criando algoritmos
e ferramentas capazes de analisar as informacdes depositadas nos bancos de
dados, essa busca pode ser exaustiva, devido existir milhares de sequéncias
espalhadas em bancos de dados distintos (MOUNT, 2001)

De acordo com o Genomes Online Database (GOLD) (disponivel em:
<https://gold.jgi-psf.org/>) (PAGANI et al., 2012), existem 26.675 genomas
completos de bactéria e 4828 genomas completos de eucariotos ja sequenciados
(dados disponiveis em: <https://gold.jgi-psf.org/distribution>; acessado em 04 de
maio de 2015). Com a diversidade de equipamentos e ferramentas que permitem o
sequenciamento do DNA com muito mais rapidez, precisdo e custos reduzidos,
como os sequenciadores de nova geracdo (NGS), esses numeros tendem a crescer
exponencialmente (CARVALHO; SILVA, 2010; MARDIS, 2011).
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3.5.1 Busca de sequéncias

A busca de sequéncias visa coletar sequéncias depositadas em bancos de
dados. Posteriormente a essa busca, € possivel realizar uma anotacéo, que consiste
em dar uma funcdo putativa a uma sequéncia. Essa anotacéo pode ser feita a partir
da comparacio de sequéncias (AUBOURG; ROUZE, 2001). No entanto, ha diversas
maneiras de buscar sequéncias em bancos de dados. Dentre elas, temos:

a) Busca por palavras-chave: auxiliada por termos que servem como um
filtro e por operadores booleanos ("and”, "or" e "not") (HIGGINS, 2000; BARNES;
GRAY, 2003; LESK, 2008).

b) Busca em bancos de dados: cada banco possui acessos especificos e
anicos e podem reunir sequéncias de nucleotideos, aminoacidos, estruturas
terciarias de proteinas e mapas de vias metabdlicas (Tabela 5) (SIGRIST et al.,
2002; BENSON et al.,, 2012; KOSUGE et al.,, 2013; McWILLIAM et al., 2013;
BERMAN et al., 2014; KANEHISA et al., 2014; THE UniProt CONSORTIUM, 2014).

Tabela 5 — Bancos de dados mais utilizados em bioinformatica

Banco de dados Principais dados depositados Organizacéo

GenBank Sequéncias de nucleotideos NCBI

EMBL Sequéncias de nucleotideos EBI

DDBJ Sequéncias de nucleotideos INSDC

UniProt Sequéncias de aminoacidos Colaboracéo entre EBI, SIB e PIR

PROSITE Sequéncias de aminoacidos SIB

PDB Estruturas terciarias de proteinas wwPDB

KEGG Mapas de vias metabdlicas Universidade de Kyoto - Labotarorio Kanehisa

c) Busca por dominios: pode ser feita em bancos de dados que possuem
especificamente esse tipo de informacdo, como o Pfam (FINN et al.,, 2014) e o
InterPro (HUNTER et al., 2011).

d) Busca por comparacdo de sequéncia: podem ser feitas através da
ferramenta BLAST (HIGGINS, 2000; BARNES; GRAY, 2003), que compara
sequéncias contra um banco de dados (NCBI) com o objetivo de encontrar

sequéncias similares a sequencia inserida (ALTSCHUL et al., 1990).
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3.5.2 Alinhamento de sequéncias

As proteinas possuem quatro tipos de estruturas: 1) a estrutura primaria, que
consiste na sequéncia de aminoacidos; 2) a estrutura secundaria, que consistem nas
a-hélices ou folhas-B; 3) a estrutura terciaria, que € composta pela cadeia
polipeptidica; e 4) a estrutura quaternaria, onde as subunidades se agrupam e a
proteina tem sua conformacéao tridimensional definida (CHOU; CAI, 2003; NELSON;
COX, 2008). Quando se dispbe apenas de estruturas primarias de proteinas os
métodos mais utilizados para compara-las sdo os métodos filogenéticos.

Existem muitas ferramentas que geram alinhamentos multiplos, e existem
diversos estudos na literatura que comparam a eficiéncia dessas ferramentas e dos
parametros que elas utilizam (Tabela 6) (por exemplo, EDGAR; BATZOGLOU, 2006;
PAIS et al.,, 2014). O alinhamento de sequéncias é o passo inicial para a
comparacdo gendmica. Ele ird determinar o grau de similaridade entre as

sequéncias ou entre fragmentos destas (PROSDOCIMI et al., 2002).

Tabela 6 — Ferramentas de alinhamento mudltiplo de sequéncias consideradas como melhores
atualmente disponiveis

Ferramenta  Vantagens Adverténcias

CLUSTALW Usa menos memaria que outros Menos preciso do que os programas
programas modernos

DIALIGN Tenta fazer distingBes entre regifes Menos preciso que 0 CLUSTALW em
alinhaveis e nédo alinhaveis referéncias globais

MAFFT, Mais rapido e mais preciso do que Para grandes conjuntos de dados (superior a

MUSCLE CLUSTALW, boa escolha de precisdo 1.000 sequéncias) seleciona opg¢bes de

e custo computacional. Opg¢Bes para  economia de tempo e memoéria
correr ainda mais rapido, com

precisédo média mais baixa, para

aplicac6es de alto rendimento

PROBCONS  Maior pontuacao, precisdo em varias Tempo de computacao e uso de memoria é
referéncias um fator limitante para os grandes problemas
de alinhamento (> 100 sequéncias)

ProDA N&o assume alinhabilidade global; Alto custo computacional e menos preciso do
permite repeticdes, dominios gue CLUSTALW em referéncias globais
misturados e ausentes

T-COFFEE Alta precisdo e capacidade de Tempo de computagédo e uso de memoria é
incorporar tipos heterogéneos de um fator limitante para os grandes problemas
informacao de alinhamento (> 100 sequéncias)

Fonte: adaptada de EDGAR e BATZOGLOU (2006).

Os alinhamentos de sequéncias podem ser feitos com duas ou mais
sequéncias (PROSDOCIMI et al., 2002), e pode ser local ou global (PROSDOCIMI et



19

al., 2002; PAIS et al., 2014). Como exemplo, podemos citar o software ClustalW, que
realiza o alinhamento global de sequéncias, e a ferramenta BLAST, que realiza o
alinhamento local.

As frequéncias em que ocorrem as substituicbes de aminoacidos sé&o
analisadas por matrizes de comparacdo. Com base na abundancia e na frequéncia
relativa de cada aminoacido em um alinhamento de proteinas, € possivel atribuir
uma pontuagao que reflete a probabilidade daquela mutag&o ocorrer. Essas matrizes
podem ser do tipo PAM ou BLOSUM (HENIKOFF; HENIKOFF, 1992).

Também é possivel comparar proteinas a partir das estruturas quaternarias,
com ferramentas que comparam proteinas a partir de estruturas tridimensionais,
geradas por andlise de proteinas cristalizadas através da difragdo de raios-x ou de
espectroscopia de ressonancia nuclear magnética (RNM) (WUTHRICH, 1989).
Entretanto, essa metodologia torna-se inviavel quando se trabalha com um numero
muito grande de sequéncias e, principalmente, quando n&do se tem muitas

informacdes sobre elas, como estruturas secundérias das proteinas.

3.5.3 Classificacéo sistematica

S&o valiosas as informacdes que o estudo comparativo de sequéncias pode
nos fornecer, entretanto, essas informacdes necessitam de métodos sistematicos
que as validem (HENIKOFF; HENIKOFF, 1994; PROSDOCIMI et al., 2002; RUEPP
et al., 2004). Apos a comparacao de sequéncias, é possivel classificar o grupo de
proteinas conforme se agrupem na arvore filogenética (HARRISON; LANGDALE,
2006).

Existem dois tipos de abordagens filogenéticas: a cladistica e a fenética. A
abordagem fenética constr6i um fenograma a partir do nimero de diferencas de
caracteres como fendétipos, sitios polimérficos e frequéncia alélica. Enquanto que a
abordagem cladistica analisa caracteres ancestrais e derivados e constréi um
cladograma. A fenética utiliza métodos de distancia (Neighbor-Joining e UPGMA),
produzindo uma Unica arvore, e a cladistica utiliza métodos de estados do carater
(Maxima parsimonia, Maxima verossimilhanca e Analise Bayesiana), e produz
diversas arvores (SCHNEIDER, 2003).

Familias de proteinas que partilham caracteristicas estruturais ou funcionais

podem ser classificadas com base na similaridade dos seus aminoacidos.
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Geralmente, os membros alocados em uma mesma familia possuem 25% de
identidade, ou mais, entre suas sequéncias (NELSON; COX, 2008). Para sequéncias
protéicas de enzimas que possuem a mesma funcdo e fazem parte da mesma
familia, possuem em média 35% a 100% de identidade.

As oxigenases P450, por exemplo, foram classificadas, quanto a
nomenclatura dos genes, com base na identidade de sequéncias proteicas e na
filogenia (Figura 9) (NELSON et al., 1996). Sendo que, os P450 que partilham pelo
menos 40% de identidade sdo alocados em uma mesma familia. Para estarem
agrupados em uma mesma subfamilia, devem compartilhar pelo menos 55% de
identidade (WERCK-REICHHART; BAK; PAQUETTE, 2002).

Figura 5 — Nomenclatura de uma proteina P450

CYP71Al1
F. £ *

S
Familia Subfamilia Isoforma

Fonte: adaptada de WERCK-REICHHART, BAK e PAQUETTE (2002).

Outro meétodo de classificacdo sistematica € por agrupamento de
sequéncias, como o software CLANS (FRICKEY; LUPAS, 2004), uma aplicacéo
Java que utiliza uma versdo do algoritmo de leiaute grafico Fruchterman-Reingold
para visualizar similaridades entre sequéncias em 2D ou 3D. O CLANS compara
todos os pares de sequéncias contra todos, e gera um grafico que mostra todas as
interacdes entre elas (Figura 6) (FRICKEY; LUPAS, 2004).

Esse software executa o BLAST de entre todas as sequéncias e calcula os
valores de atrac&o entre os pares de sequéncia baseado no HSP P-value. E possivel
escolher e variar um valor de corte para descartar P-values acima do valor
escolhido, sendo que, a depender do valor de corte escolhido, os grupos formados
podem se compactar ou ficar desagregados (FRICKEY; LUPAS, 2004). No CLANS,
também € possivel remover, adicionar e extrair sequéncias do grafico, e inferir
arvores Neighbor-Joining baseada nos valores de P-value ou nas distancias que
separam 0s pontos, que representam as sequéncias no grafico (FRICKEY; LUPAS,
2004).
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Figura 6 - Exemplo de visualizagao 2D de um grafico gerado pelo software CLANS

Fonte: adaptada de MUSZEW SKA e colaboradores (2011).

No presente trabalho, foi realizada a classificacdo das oxigenases com ferro
ndo hémico a partir da predicdo de funcdo por similaridade de sequéncias.
Posteriormente serd gerado um banco de dados, onde estardo depositadas as
sequéncias proteicas com suas respectivas informacées e com novos nomes de

acesso, de acordo com o grupo em que estiverem inseridas.
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4 MATERIAL E METODOS

As andlises comparativas e evolutivas foram baseadas nos trabalhos de
Veitia e Hurst (2001) e Vinci, Xia e Veitia (2008), onde o conjunto de sequéncias foi
analisado com énfase evolutiva, tanto na analise da distribuicdo das enzimas nas
diversas espécies, géneros e familias quanto na comparacdo de sequéncias com
métodos filogenéticos. O resultado esperado era a formacgéo de grupos funcionais
bem definidos, especificos e relacionados a evoluc¢do das proteinas nas plantas.

Para isso, foram selecionadas espécies com genoma inteiramente
sequenciado dentro dos principais reinos para realizar a anotagao funcional

semiautomaética, que foi possivel a partir das etapas a seguir:

4.1 Mineracao de dados

A busca exaustiva de sequéncias foi baseada em trés principais eixos: i)
Recuperacdo de sequéncias em bancos de dominios funcionais, como Pfam e
Prosite, nos acessos relacionados a superfamilia Hidroxilase de Acidos Graxos; ii)
Busca por palavras-chaves. Buscas paralelas foram baseadas na identificagdo de
sequéncias e artigos usando palavras-chaves no sistema Entrez e SRS dos
servidores NCBI e EBI; iii) Busca por similaridade de sequéncias nos bancos de
dados gendmicos e de transcriptomas. A busca nos transcriptomas de plantas foi
efetuada no banco Gene Index, antigo TIGR (CHILDS et al., 2007).

A colecéo de sequéncias proteicas resultantes dessas buscas foi depositada
no software Geneious Pro 5.1.7 (DRUMMOND et al., 2010) com seus respectivos
nomes de acesso, nome do organismo, nome do gene, e outras descricdes como

numero do cromossomo e locus.

4.2 Curadoria das sequéncias

Todas as sequéncias da cole¢do foram curadas. Para isso, foi feito o
alinhamento multiplo, reconstrucdo filogenética, e foi verificada a quantidade de
genes/loci das proteinas pertencentes a um mesmo organismo visando verificar a

existéncia de redundancia de sequéncias.
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Foram consideradas questionaveis: sequéncias que apresentaram
similaridade acima de 90% e sequéncias muito menores ou muito maiores que o
tamanho médio das demais sequéncias, que é de aproximadamente 300
aminoacidos. As sequéncias que apresentaram similaridade acima de 90% foram
analisadas quanto ao numero do cromossomo e locus, e quando comprovada a
redundancia, foram eliminadas. Para sequéncias demasiadamente curtas foi feito
BLAST no banco de dados NCBI. Assim, quando verificada a existéncia de uma
proteina correspondente pertencente ao mesmo organismo, que possuia mais
aminoacidos e apresentava E-value menor que le-100, a sequéncia encontrada
substituia a sequéncia curta. Da mesma forma, as sequéncias demasiadamente
longas foram analisadas e, quando necessério, tiveram suas extremidades cortadas

manualmente.

4.3 Alinhamento multiplo das sequéncias

Para identificar se a assinatura funcional da superfamilia Hidroxilase de
Acidos Graxos apresentava-se conservada nas sequéncias, alinhamentos mutiplos
foram construidos com trés ferramentas disponiveis no Geneious, que sdo ClustalW
v.5.1.7 (parametros: matriz = Gonnet; gap open cost = 15; gap extended cost = 0,3)
(SCHNEIDER, 2003; HALL, 2004), MAFFT v.1.3 (parametros: matriz = Blosum62;
algoritmo = L-INS-i) (DO; KATOH, 2008), e MUSCLE v.5.1.7 (valores de parametros
padrdo) (EDGAR, 2004). Os alinhamentos multiplos com maior percentual de sitios
idénticos e de identidade entre os pares de sequéncias foram escolhidos para
posterior analise.

Diversos parametros foram inseridos para realizar o alinhamento mdaltiplo de
sequéncias. A escolha do melhor alinhamento foi baseada no dominio das OFNH
proposto por Shanklin e Cahoon (1998). Desse modo, quando as histidinas eram
inexistentes e/ou os espacamentos entre elas eram diferentes do, outros parametros
foram aplicados.

Esses alinhamentos foram feitos tanto no Geneious, utilizando um
computador do tipo PC, quanto no servidor de processamento. Esse servidor € um
grupo composto por um headnode e dois node de trabalho. O headnode possui dois

processadores Xeon 3.0 Ghz de 16 core cada e 64 GB de RAM e cada um dos node
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de trabalho possui dois processadores Xeon 3.0 Ghz de 16 core cada e 128 GB de

RAM, além de RAID 5 com 21 TB para armazenamento dos dados.

4.4 Reconstrucdao filogenética

As arvores filogenéticas foram construidas com as ferramentas MrBayes
v.2.0.3, que constroi a filogenia utilizando inferéncia Bayesiana (valores de
parametros padrédo) (HALL, 2004), PAUP* v.1.1, que constrdéi a filogenia utilizando
Neighbor-Joining (parametros: tipo de busca = heuristica) (HALL, 2004), e PhyML
v.2.1.0, que constréi a filogenia utilizando maxima verossimilhanca (Maximum-
Likelihood) (parametros: modelo de substituicdo = LG) (GUINDON; GASCUEL,
2003).

4.5 Classificacao sistematica

Uma vez escolhida a arvore filogenética, as proteinas foram relacionadas ao
substrato e a funcéo, a partir da similaridade com as proteinas ja caracterizadas,
para a identificacdo e nomenclatura dos grupos. Para elucidar as relacdes dentro da
superfamilia de oxigenases com ferro ndo hémico, utilizou-se o software CLANS
(FRICKEY; LUPAS, 2004), no qual foi utilizado o valor de corte le-150 e a
abordagem Network based de deteccdo de grupos. Posteriormente 0Ss grupos

formados foram nomeados de acordo com a fungéo.
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5 RESULTADOS

A classificacdo das OFNH foi realizada conforme mostrado no fluxograma
(Figura 7). Para a busca de sequéncias foram selecionados 58 organismos dentro
dos principais reinos, dos quais 56 possuem seus genomas inteiramente
sequenciados (Anexo A). A busca de OFNH resultou em uma colecdo de mais de
800 sequéncias. ApOs a curadoria muitas sequéncias curtas, redundantes e
obsoletas foram eliminadas, resultando em uma colecdo de 448 proteinas (Figura 8),
das quais apenas 25 estdo caracterizadas na literatura (Anexo B). A maioria das
sequéncias contidas na cole¢cdo ndo possui anotagdo funcional nos bancos de
dados, sendo geralmente nomeada como proteina putativa, predita ou nao

caracterizada.

Figura 7 - Resumo da metodologia utilizada para a

classificacéo das proteinas oxigenases com ferro ndo hémico

| Selecdo de organismos |

A4
Busca de sequéncias de aminoacidos
com o dominio comum as OFNH

r

|Cole<;€10 de sequénciasl—,;

Il Curadoria de

sequéncias
v Y
CLANS Alinhamento multiplo
Clusters Reconstrugao filogenética

A4

Classificacdo sistematica




26

Figura 8. Esquema dos principais taxa e suas respectivas quantidades de espécies e sequéncias de

oxigenases com ferro ndo hémico contidas na colecao
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O alinhamento gerado com a ferramenta ClustalW apresentou 198 sitios

idénticos (16,6%) e 8,8% de identidade média entre os pares de sequéncias, e as

histidinas apresentaram entre 25,7% e 43,5% de identidade média entre os pares de

sequéncias (Tabela 7 e Figura 9A). O alinhamento gerado com a ferramenta MAFFT

apresentou 5 sitios idénticos (0,3%) e 9,9% de identidade média entre os pares de

sequéncias, e as histidinas apresentaram um percentual de identidade média entre

os pares de sequéncias que variou entre 87% e 97,8% (Tabela 7 e Figura 9B). O

alinhamento gerado com a ferramenta MUSCLE apresentou 14 sitios idénticos

(0,7%) e 9,2% de identidade média entre os pares de sequéncias, e as histidinas
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apresentaram entre 37,4% a 87,5% de identidade média entre os pares de

sequéncias (Tabela 7 e Figura 9C).

Tabela 7 — Percentual de identidade média entre os pares de sequéncias apresentado por cada
histidina nos alinhamentos multiplos de sequéncias

Posicédo da histidina no dominio

Ferramenta 12 22 3a 42 52 62 72 82

Clustalw 43,0% 37,8% 27,2% 35,0% 28,0% 25,7% 43,5% 29,5%
MAFFT 96,4% 94,7% 97,8% 96,0% 93,4% 87,0% 97,3% 93,4%
MUSCLE 75,9% 37,4% 73,6% 75,1% 78,6% 83,4% 83,8% 87,5%

O percentual de identidade média é gerado automaticamente pelo software Geneious. Para este é
célculo, todos os pares de aminodacidos posicionados na mesma coluna séo analisados marcando um
hit quando eles sé&o idénticos; ao final, esse valor é dividido pelo nimero total de pares.

No alinhamento gerado com MAFFT, 11 sequéncias apresentaram uma
glutamina (Q) no lugar da 62 histidina do dominio. Os grupos que apresentaram
essas sequéncias sao: o grupo 23 (1 sequéncia de Frankia alni e 1 de Streptomyces
albus), o grupo 25 (2 sequéncias de Nectria haematococca), 0 grupo 26 (1
sequéncia de Anaeromyxobacter dehalogenans e 1 de Synechocystis sp.) e 0 grupo
28 (1 sequéncia de Frankia alni e 1 de Mycobacterium bovis). As outras 3
sequéncias (2 de Leishmania braziliensis e 1 de Phytophthora infestans).ndo foram
atribuidas a grupos.

No mesmo alinhamento, 4 sequéncias (1 de Aspergillus clavatus, 1 de
Nectria haematococca, 1 de Penicillium chrysogenum e 1 de Penicillium digitatum)
apresentaram na mesma posi¢do, ao uma invés de histidina ou glutamina, uma
treonina (T). Essas sequéncias compreendem o grupo 16 (SDES) e sdo nomeadas
apenas como “familia esterol desaturase” ou “proteina predita”.

Dentre os trés alinhamentos, o alinhamento multiplo de sequéncias feito com
MAFFT mostrou conservacéo das oito histidinas e do espacamento entre 0s motivos
do dominio, aproximando-se do motivo consenso proposto por Shanklin e Cahoon
(1998). Com isso, a partir da comparacdo entre o dominio resultante desse
alinhamento (Figura 9B) com descrito na literatura, sugere-se a atualizacdo do
dominio das OFNH para: HX(3.4HX7-42)HX@.5)HHX (61.318)(H/Q) X (2.3HH.
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Figura 9 - Alinhamentos multiplos das sequéncias de proteinas oxigenases com ferro ndo hémico
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Alinhamentos gerados com as ferramentas ClustalW (A), MAFFT (B) e MUSCLE (C). Histidinas séo
representadas pela letra H. Setas vermelhas indicam os motivos, que se dividem em 3 blocos,
destacados por retangulos. O numero ao lado de cada X se refere a quantidade maxima de
aminoacidos que separa as histidinas dos motivos. As sequéncias contidas nesses alinhamentos
possuem maior comprimento, mas para facilitar a visualizacdo, aqui € mostrado apenas o trecho do

alinhamento onde as histidinas estéo presentes.

Na classificacdo feita com o software CLANS, 400 sequéncias foram
atribuidas a 28 grupos (Anexo C), e 48 sequéncias ndo foram atribuidas a quaisquer
dos grupos formados (Figura 10). A nomenclatura dos grupos foi feita a partir de
predicdo de funcdo por homologia. Para isso, as proteinas caracterizadas na
literatura foram levadas em consideracdo, mas devido estas serem apenas 25

(Anexo B) a ferramenta BLAST (BLASTp) foi utilizada para buscar dominios
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cadastrados que apresentassem similaridade com as mesmas. E possivel ver o
resultado dessa analise na figura 10, onde os dominios encontrados sao
representados dentro dos baldes. Com essas andlises, pbde-se identificar
similaridade a 16 fung@es principais (Figura 10): C4 metilesterol monooxigenase, C5
esterol desaturase, esterol desaturase, aldeido decarbonilase, [(-caroteno
hidroxilase, esfingolipideo C4 monooxigenase, alquilglicerol monooxigenase, &cido
graxo hidroxilase, &cido graxo hidroxilase/dehidrogenase-redutase de cadeia curta,
A* &cido graxo desaturase, A° acido graxo desaturase, A° &cido graxo desaturase,
A A4cido graxo desaturase, linoleoil-CoA desaturase, 4&cido  graxo
desaturase/Citocromo-b5 e acil-ACP desaturase. Dois grupos foram nomeados
como grupo A e grupo B, pois neles foram atribuidas apenas sequéncias nao
caracterizadas, e apesar de ambos terem apresentado um dominio putativo na
analise de BLAST (Figura 10), a maioria das sequéncias encontradas nessa analise
foram proteinas preditas ndo caracterizadas.

As linhas tracejadas na figura 10 dividem os grupos, indicando o limite da
ocorréncia dos dominios contidos nos balbes. E possivel observar que um mesmo
dominio esteve presente em Varios grupos, entretanto, ndo foi detectado nenhum
dominio putativo conservado para o grupo 20. Os dominios encontrados pela anélise
de BLAST estdo incluidos nas familias de proteinas semelhantes a Ferritina,
Hidroxilase de acidos graxos e Desaturase de acidos graxos, representadas na
figura 10 por A, B e C, respectivamente. No anexo C é possivel ver a homenclatura

dada para cada grupo de acordo com a proteina atribuida a ele.
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Figura 10 - Grupos gerados por CLANS com base nas similaridades entre as sequéncias de proteinas

oxigenases com ferro ndo hémico
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mostradas em preto. Os dominios encontrados na andlise de BLAST estdo representados dentro dos

balGes; linhas tracejadas em vermelho separam 0s grupos que apresentaram estes dominios. O

dominio que cada grupo apresentou esta representado entre parénteses na legenda.
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Os grupos 12, 18, 20, 21, 22, 23, 26 e 28 possuem sequéncias
exclusivamente de bactérias. Entretanto, as sequéncias de Bastopirellula marina e
Bradyrhizobium sp. ndo foram atribuidas a quaisquer dos grupos formados. Os
grupos 1, 5, 6, 8, 9, 11, 13, 15, 16, 17, 19, 24, 25, 27 possuem sequéncias
exclusivamente de eucariotos. Os Unicos grupos comuns a procariotos e eucariotos
foramo 2, 3,4, 7, 10 e 14 (Anexo D).

O grupo 13 (FAH/SDR) e o grupo 16 (esterol desaturase) sdo compostos
exclusivamente por sequéncias de espécies de fungos. Os Unicos eucariotos a
apresentar sequéncias proteicas de funcéo acil-ACP desaturase (grupo 19) foram a
diatoméacea Thalassiosira pseudonana e a planta Carica papaya. Apenas sequéncias
de fungos foram atribuidas ao grupo 25 (FAD/Cyt-b5). O grupo A € composto por
sequéncias protéicas de quatro espécies de fungos: Aspergillus clavatus, Penicillium
chrysogenum, Aspergillus oryzae e Ustilago maydis. O grupo B € composto por uma
sequéncia do coanoflagelado Monosiga brevicollis e uma sequéncia da diatomacea
(bacilariofita) Thalassiosira pseudonana (Anexo D).

Na colecdo, 119 sequéncias sado provenientes de plantas e foram
distribuidas em 7 grupos, correspondentes as funcdes metilesterol monooxigenase,
C5 esterol desaturase, acido graxo hidroxilase, esfingolipideo monooxygenase,
aldeido decarbonilase (Eceriferum), B-caroteno hidroxilase e acil-ACP desaturase. A
planta modelo Arabidopsis thaliana apresentou sequéncias atribuidas aos grupos 1,
2, 3, 5, 6 e 8. Dentre as proteinas caracterizadas em A. thaliana (Anexo B), cinco
foram alocadas ao grupo 1, sendo trés isoformas de metilesterol monooxigenase 1 e
duas isoformas de metilesterol monooxigenase 2; uma proteina do tipo A’-esterol-
C5(6)-desaturase 1 foi incluida no grupo 2; duas isoformas de acido graxo 2-
hidroxilase foram atribuidas ao grupo 3; duas isoformas de esfinganina C4-
monooxigenase foi alocada ao grupo 5; duas isoformas (1 e 3) da proteina
eceriferum estdo contidas no grupo 6; e duas isoformas caracterizadas de [-
caroteno 3-hidroxilase foram atribuidas ao grupo 8.

A melhor arvore filogenética foi gerada com a ferramenta PhyML, e seus
agrupamentos mostraram uma relagdo coerente com os grupos formados em
CLANS (Figura 11). Quando a mesma arvore foi modificada em um leiaute néao
enraizado (cladograma) dentro do software Geneious, foi possivel identificar os

grupos mais representativos da classificacdo das OFNH (Figura 12).
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Figura 11. Arvore filogenética das sequéncias de oxigenases com ferro ndo hémico gerada por
andlise de maxima verossimilhanca com a ferramenta PhyML
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Os acessos das sequéncias foram coloridos de acordo com os grupos formados por CLANS, e
sequéncias ndo alocadas a grupos nado foram coloridas.
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Figura 12 — Cladograma néo enraizado mostrando 0s grupos mais representativos das oxigenases

com ferro ndo hémico

SUR

=)

FAH/SDR

Grupo A

FAD

BCH
FAH



34

6 DISCUSSAO

O numero de sequéncias obtidas reduziu praticamente pela metade apés a
curadoria. Isso se deve, principalmente, a existéncia de sequéncias redundantes
depositadas nos bancos de dados. Durante a busca néo é possivel saber se se trata
de uma sequéncia igual a outra sequéncia j& coletada. Dessa forma, a curadoria de
sequéncias possui grande importancia, ja que elimina sequéncias repetidas em uma
colecdo através da andlise de caracteristicas da sequéncia, cadastradas no banco
de dados, como numero do cromossomo e locus.

Até o momento, nenhuma desaturase do tipo integral a membrana foi
estruturalmente definida, devido a dificuldade de se obter grandes quantidades de
proteinas de membrana purificadas (SHANKLIN; CAHOON, 1998). Por conta disso
as informacbes acerca dessas proteinas sdo limitadas e para compara-las foi
utilizada a predigcéo de fungé&o por homologia.

A sequéncia, estrutura e funcdo de uma proteina divergem ao longo do
tempo evolutivo e diferentes critérios podem gerar alinhamentos diferentes (EDGAR;
BATZOGLOU, 2006). As trés ferramentas de alinhamento mdultiplo de sequéncias
aqui utilizadas estdo entre as mais utilizadas pela bioinforméatica (EDGAR,;
BATZOGLOU, 2006; DO; KATOH, 2008).

Desde que foi introduzido, em 1994, o ClustalW ndo teve melhorias
significativas e diversos outros métodos tém sido otimizados quanto ao desempenho
de velocidade e/ou precisédo (EDGAR; BATZOGLOU, 2006). Essa ferramenta usa
menos memoria que outros programas, mas € menos precisa que outros programas
modernos (EDGAR; BATZOGLOU, 2006). No presente estudo, essa precisado se
refere a eficiéncia em identificar e alinhar as histidinas das sequéncias. Isso pode
explicar porque no alinhamento feito com ClustalW as histidinas apresentaram um
baixo percentual identidade entre os pares de sequéncia, quando comparado aos
outros alinhamentos.

Assim como ClustalW, MUSCLE produz alinhamentos multiplos com muita
rapidez, mas produz alinhamentos de baixa precisdo para alinhar motivos
conservados (NUIN; WANG; TILLIER, 2006), o que pode explicar a larga faixa de
percentual de identidade pairwise das histidinas e um largo espagamento entre as

histidinas dos blocos.
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MAFFT tem sido indicado como a melhor ferramenta para gerar alinhamento
multiplo de sequéncias, e a abordagem iterativa L-INS-i, apontada como a mais
precisa para detectar motivos conservados (NUIN; WANG; TILLIER, 2006).
Certamente, tdo importante quanto o método a ser utilizado nessa feramenta, a
escolha da matriz é crucial para o resultado obtido no alinhamento. A matriz
escolhida para o alinhamento, BLOSUM 62, alinha sequéncias com identidade de
62% nos blocos e é matriz universal para comparacdo ampla de proteinas. Ela
geralmente apresenta melhor desempenho que outras matrizes BLOSUM e matrizes
PAM, ja que alinham segmentos em blocos, que representam regidfes mais
conservadas nas proteinas do presente estudo (HENIKOFF; HENIKOFF, 1992).

Algumas das vantagens de utilizar CLANS séo: a possibilidade de lidar com
sequéncias nao refinadas, desalinhadas e/ou ndo homologas. CLANS utiliza todos
os dados considerando-os com 0 mesmo peso, assim, quanto maior o numero de
sequéncias, mais delimitado é o tamanho do grupo. Além disso, essa ferramenta néo
utiliza alinhamentos multiplos, sua precisdo aumenta com o numero de sequéncias,
e € insensivel a sequéncias falso-positivas e sequéncias altamente divergentes.
Mesmo que o numero de sequéncias seja grande, como varias dezenas de milhares
de sequéncias, CLANS consegue calcular mapas de similaridade em questdo de
horas em apenas uma CPU (FRICKEY; LUPAS, 2004; KOPEC; ALVA; LUPAS,
2011).

Os grupos formados mostram a variedade de proteinas oxigenases com
ferro ndo hémico envolvidas em vias de biossintese lipidica. Além disso, algumas
funcdes parecem ser restritas a determinados organismos, como o0s grupos 13 e 16.
Alguns grupos possuem proteinas com a mesma funcao putativa, o que sugere que
pode haver diferencas a nivel estrutural ou funcional entre elas. Os grupos A e B
apresentaram somente proteinas preditas ndo caracterizadas, e ndo foi possivel
obter uma funcdo putativa através da andlise com BLAST, indicando que as
proteinas atribuidas a esses grupos possuem novas funcoes.

A excecao da primeira histidina do terceiro bloco do motivo, substituida pela
glutamina, foi encontrada em proteinas atribuidas aos grupos D6DESA, FAD/Cyt-b5
e LCOAD, comprovando que essa excecado pode ocorrer em outras proteinas além
das A® 4cido graxo desaturases descritas por Reddy e colaboradores (1993) e
Sayanova e colaboradores (1997). Ndo foram encontrados na literatura, estudos que

demonstrassem a substituicdo da histidina, nessa mesma posicéo, pela treonina.
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Isso, somado ao fato de que as proteinas com essa excecdo formaram um grupo
distinto (grupo 16), sugere que essas proteinas possuam uma fungédo desconhecida.
Como essas proteinas ndo sdo caracterizadas e nao é possivel identificar uma
funcdo especifica para elas, assim, serd mantida no dominio uma unica excecao
(glutamina) ja descrita nos resultados desse trabalho.

A presenca de 6 funcdes distintas para Arabidopsis thaliana comprova que
ela é muito especializada em suas funcdes. A ocorréncia das proteinas A’ esterol-
C5(6)-desaturase, [B-caroteno 3-hidroxilase, 3 isoformas de metilesterol
monooxigenase 1, 2 isoformas de metilesterol monooxigenase 2, duas isoformas de
acido graxo 2-hidroxilase, e 2 isoformas da proteina eceriferum (aldeido
decarbonilase), todas caracterizadas em A. thaliana ratifica a importancia das
oxigenases com ferro ndo hémico em vias de biossintese lipidica.

Os esterdis sdo moléculas organicas presentes nas membranas celulares de
protozoarios, algas, fungos, plantas e animais (ALONSO et al., 2014), e atuam como
componentes estruturais e desempenham papéis fundamentais, como a regulagcéo
da fluidez, resisténcia mecanica e permeabilidade (BENVENISTE, 2002).

A proteina metilesterol monooxigenase (C4SMO) é conhecida como esterol
C4-metil-oxidase (gene SMO em plantas e ERG25 em leveduras) e € uma das
proteinas requeridas durante a demetilagdo do carbono 4 na via de biossintese de
esterdis (DARNET; BARD; RAHIER, 2001; DARNET; RAHIER, 2003; RAHIER et al.,
2013). Darnet e Rahier (2004) e Rahier e colaboradores (2013) confirmaram a
existéncia de duas isoenzimas de SMOs de plantas: SMO1 e SMO2.

As proteinas colesterol 25-hidroxilase (C5SD) sao similares as sequéncias
de C-4 esterol-metil-oxidases (LUND et al.,, 1998), o que justifica a presenca de
ambas as proteinas no grupo 1. O 25-hidroxicolesterol é um oxisterol regulador
potente, que pode participar do metabolismo lipidico de vérias formas, incluindo a
regulacdo da expressao génica, sintese de acido biliar no figado, e o transporte de
um tecido para outro (RUSSELL, 2000).

Quatro grupos apresentaram sequéncias que se assemelharam a proteinas
C5 esterol desaturase. A desaturagdo em C5(6) envolve uma transferéncia de
elétrons do NADH para a oxidase terminal (a propria desaturase) atraves de uma
redutase do citocromo b5 e o citocromo b5, como tem sido documentada em
mamiferos, levedura e em plantas (RAHIER, SMITH; TATON, 1997).
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Lipidios éter, incluindo alquilglicerois e éteres glicerilicos, formam uma
classe diversificada de lipidos a base de glicerol e compostos lipidicos
fosfoazotados, que sdo bem menos estudados do que os lipidios ésteres
correspondentes (acilgliceréis) (WATSCHINGER; WERNER, 2013). Os lipidios éter
sao essenciais para proteger o olho da catarata, para permitir o desenvolvimento do
sémen funcional, e para permitir o correto desenvolvimento de estruturas cerebrais
em humanos (GORGAS et al., 2006). A alquilglicerol monooxigenase (ALKMO) é a
Gnica enzima conhecida por clivar a ligacdo de éter em lipidos éter alquilglicerol e
ocorre em animais que vdo desde Caenorhabtidis elegans e varios peixes a
mamiferos, incluindo roedores, cées, galinhas, chimpanzés e seres humanos
(WATSCHINGER; WERNER, 2013).

Os esfingolipideos (SUR) sdo moléculas estruturalmente diversas e sdo os
principais componentes do sistema de endomembrana (SPERLING et al., 2005).
Eles proporcionam a integridade estrutural da membrana, contribuem para a
organizacao de microdominios da membrana (MONGRAND et al., 2004; BORNER et
al., 2005), funcionam, através de seus metabdlitos, como reguladores de processos
celulares e fisiologicos fundamentais nas plantas, como a morte celular programada
(Liang et al., 2003) e moléculas de sinalizacdo (NG et al., 2001; COURSOL et al.,
2003, 2005).

Uma caracteristica dos esfingolipidios de plantas é o seu elevado teor de
bases tri-hidroxi de cadeia longa (LCBs) que s&do produzidos pela LCB C4-
hidroxilase, codificada pelo gene SBH (Sphingoid Base Hydroxylase), homélogo ao
gene SUR de Saccharomyces cerevisiae (CHEN et al., 2008). Chen e colaboradores
(2008) mostraram que a tri-hidroxi LCB desempenha um papel central na
manutencdo e crescimento mediando a composicédo total e o conteudo de &cido
gordo de esfingolipidos em plantas.

As ceras podem ser encontradas numa grande variedade de organismos
vivos como uma mistura de substancias derivadas de acidos graxos de cadeia longa.
Estes componentes podem ser encontrados nas plantas, especificamente como uma
camada epicuticular que cobre as folhas e caules jovens (AARTS et al., 1995). A
funcdo primaria da deposicéo de cera epicuticular em plantas € a reducao da perda
de agua através da epiderme caracteristica que contribui para a tolerancia a seca
(AARTS et al.,, 1995). Além disso, a camada exterior de cera tem uma funcao

importante na interacdo com insetos herbivoros e fungos patdégenos de plantas
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(EIGENBRODE; ESPELIE, 1995; AARTS et al.,, 1995), e Aarts e colaboradores
(1995) verificaram a proteina eceriferum (CER) envolvida na biossintese de cera e
fertiidade do pdlen, sendo de extrema importancia na propagacdo das espécies
vegetais.

Os carotenoides (BCH) sdo componentes essenciais para as membranas
fotossintéticas em plantas, algas e cianobactérias, bem como para os cromoplastos
encontrados em muitos frutos e flores de plantas (TAN et al., 2007). Estes pigmentos
(vermelhos, amarelos e laranjas) protegem contra a oxidagéo fotoquimica e recebem
a luz para a fotossintese (SUN; GANTT; CUNNINGHAM, 1996).

As acil-ACP desaturases (AACPD) compfe uma familia de enzimas sollveis
estreitamente relacionadas, que catalisam a inser¢cao da primeira dupla ligagdo em
uma cadeia de acidos graxos saturados (CAHOON; COUGHLAN; SHANKLIN,
1997). Essas proteinas sdo encontradas em plastideos de plantas na forma soluvel,
e desaturam os acidos graxos ligados a uma proteina transportadora de acil (ACP).

Todas essas informagbes apenas confirmam a importancia das OFNH em

vias de biossintese lipidica dos organismos, e principalmente de plantas.
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7 CONCLUSAO

A comparacdo de sequéncias se mostrou eficiente para a classificacdo da
familia de proteinas oxigenases com ferro ndo hémico. A melhor ferramenta para
realizar o alinhamento multiplo de sequéncias proteicas de OFNH é o MAFFT,
utilizando a matriz Blosum62 e o algoritmo de alinhamento local L-INS-i.

Ainda que Shanklin e Cahoon (1998) tenham utilizado apenas 24 proteinas
para propor um dominio conservado a proteinas desaturases integrais a membrana,
esse dominio se mostrou muito proximo do resultado encontrado no presente
trabalho, que prop6e um dominio comum ndo somente a desaturases integrais a
membrana, mas a todas as monooxigenases ferro nao hémico.

O software CLANS mostrou-se eficiente para agrupar as sequéncias de
OFNH, pois apesar de nédo realizar inferéncias evolutivas, gerou grupos muito
similares aos formados na arvore filogenética feita com a ferramenta PhyML. Alguns
grupos formados mostraram-se restritos a organismos e as proteinas de plantas
mostraram envolvimento em vias lipidicas importantes, como a biossintese de
esterois, de acidos graxos, de esfingolipideos, de cera epicuticular e producao de
caroteno. A ndo atribuicdo de sequéncias a quaisquer dos 28 grupos e a existéncia
de dois grupos com sequéncias sem funcdo putativa aparente corrobora a
importancia da anotacao funcional e caracterizacao de proteinas. Além disso, sugere
gue ainda existem muitas funcfes desconhecidas dentro da familia das OFNH.

Este trabalho fornece importantes resultados que podem servir para estudos
futuros acerca da histdria evolutiva das OFNH, como: eventos de duplicacdes e
perdas de genes; identificar a isoformas e funcdes exclusivas a algum organismo; e
esclarecer se proteinas P450, constantemente presentes nas mesmas vias de
biossintese que as OFNH, surgiram antes, depois ou a0 mesmo tempo em que as

oxigenases com ferro n&o hémico.
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ANEXOS

ANEXO A - Organismos selecionados para busca de sequéncias de proteinas oxigenases com
ferro ndo hémico em bancos de dados

Téaxon

Organismo

Bactérias

Protozoarios

Fungos

Anaeromyxobacter dehalogenans (strain 2CP-1 / ATCC BAA-258)
Bacillus thuringiensis IBL 200

Blastopirellula marina DSM 3645

Bradyrhizobium sp. (strain ORS278)

Candidatus Solibacter usitatus (strain Ellin6076)

Escherichia coli O150:H5 (strain SE15)

Frankia alni (strain ACN14a)

Gluconobacter oxydans (strain 621H) (Gluconobacter suboxydans)
Methylococcus capsulatus (strain ATCC 33009 / NCIMB 11132 / Bath)
Mycobacterium bovis (strain BCG / Pasteur 1173P2)

Nitrosococcus watsoni (strain C-113)

Nitrosomonas sp. Al212

Nostoc azollae (strain 0708) (Anabaena azollae / Trichormus azollae)
Plesiocystis pacifica SIR-1

Ralstonia solanacearum (strain GMI1000) (Pseudomonas solanacearum)
Rhodospirillum centenum (strain ATCC 51521 / SW)

Stigmatella aurantiaca (strain DW4/3-1)

Streptomyces albus J1074

Synechocystis sp. (strain PCC 6803 / Kazusa)
Thermosynechococcus elongatus (strain BP-1)

Dictyostelium discoideum

Leishmania braziliensis

Monosiga brevicollis

Naegleria gruberi

Tetrahymena thermophila

Trypanosoma cruzi (strain CL Brener)

Aspergillus clavatus (strain ATCC 1007 / CBS 513.65 / DSM 816 / NCTC 3887 /
NRRL 1)

Aspergillus oryzae (strain ATCC 42149 / RIB 40)
Candida albicans (strain SC5314 / ATCC MYA-2876)

Cryptococcus neoformans var. neoformans serotype D (strain JEC21 / ATCC
MYA-565)

Nectria haematococca (strain 77-13-4 / ATCC MYA-4622 /| FGSC 9596 / MPVI)

Neurospora crassa (strain ATCC 24698 / 74-OR23-1A / CBS 708.71 / DSM 1257 /
FGSC 987)

Penicillium chrysogenum (strain ATCC 28089 / DSM 1075 / Wisconsin 54-1255)
Penicillium digitatum (strain Pd1 / CECT 20795)

Saccharomyces cerevisiae (strain ATCC 204508 / S288c)
Schizosaccharomyces japonicus (strain yFS275 / Fy16936)
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Metazoarios

Diatomacea
Oomicetos

Algas verdes

Plantas

Ustilago maydis (strain 521 / FGSC 9021)
Aedes aegypti

Caenorhabditis elegans

Danio rerio

Daphnia pulex

Homo sapiens

Tribolium castaneum

Trichoplax adhaerens

Thalassiosira pseudonana
Aphanomyces euteiches*
Phytophthora infestans (strain T30-4)
Chlamydomonas reinhardtii
Micromonas pusilla (strain CCMP1545)
Ostreococcus tauri

Arabidopsis cebennensis*
Arabidopsis thaliana

Carica papaya

Medicago truncatula

Oryza sativa subsp. Japonica
Physcomitrella patens

Populus trichocarpa

Sorghum bicolor

* Ndo possui genoma inteiramente sequenciado.
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ANEXO B - Proteinas caracterizadas na literatura contidas na colecédo de sequéncias

Espécie Proteina Referéncias
Arabidopsis Metilesterol monooxigenase 1-1 DARNET; RAHIER, 2004
thaliana

Candida albicans
Homo sapiens

Saccharomyces
cerevisiae

Synechocystis sp.

Metilesterol monooxigenase 1-2
Metilesterol monooxigenase 1-3
Metilesterol monooxigenase 2-1
Metilesterol monooxigenase 2-2
AT-esterol-C5(6)-desaturase 1
Acido graxo 2-hidroxilase 1
Acido graxo 2-hidroxilase 2

Esfinganina C(4)-monooxigenase 1
Esfinganina C(4)-monooxigenase 2

Proteina eceriferum 1
Proteina eceriferum 3
B-caroteno 3-hidroxilase 1
B-caroteno 3-hidroxilase 2
C-5 esterol desaturase
Colesterol 25-hidroxilase
Latosterol oxidase

Acido graxo 2-hidroxilase

Alquilglicerol monooxigenase
Metilesterol monooxigenase
C-5 esterol desaturase
Ceramida hidroxilase
Esfingolipideo C(4)-hidroxilase
A12 &cido graxo desaturase
Linoleoil-CoA desaturase

DARNET; BARD; RAHIER, 2001
GACHOTTE; MEENS; BENVENISTE, 1995
NAGANO et al., 2012

NAGANO et al., 2009

SPERLING et al., 2001

CHEN et al., 2008

AARTS et al., 1995

CHEN et al., 2003

SUN; GANTT; CUNNINGHAM, 1996

MIYAZAKI et al., 1999
LUND et al., 1998
MATSUSHIMA et al., 1996

ALDERSON et al., 2004
ALDERSON et al., 2006

WATSCHINGER et al., 2010
BARD et al., 1996
ARTHINGTON et al., 1991
DUNN et al., 1998

CLIFTEN et al., 1996
KANEKO et al., 1996
REDDY et al., 1993




ANEXO C - Classificacdo das oxigenases com ferro ndo hémico
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Grupo Nome do grupo Siglado grupo  Proteina principal N
1 C4 esterol monooxigenase C4SMO Metilesterol monooxigenase 99
2 C5 esterol desaturase C5SD C-5 esterol desaturase 45
3 Acido graxo hidroxilase FAH Acido graxo 2-hidroxilase 36
4 Alquilglicerol monooxigenase ~ ALKMO Alquilglicerol monooxigenase 34
5 Esfingolipideo hidroxilase SUR Esfingolipideo C4-hidroxilase 33
6 Aldeido decarbonilase CER Aldeido decarbonilase (eceriferum) 31
7 A9 acido graxo desaturase D9FAD A9 acido graxo desaturase 26
8 B-caroteno 3-hidroxilase BCH B-caroteno 3-hidroxilase 17
9 Grupo A Grupo A* [N&o caracterizada] 16
10 A12 acido graxo desaturase D12FAD A12 acido graxo desaturase 12
11 A4 4cido graxo desaturase D4FAD Esfingolipideo A4 desaturase 5
12 A9 acido graxo desaturase D9FAD** Acido graxo desaturase 4
13 Acido graxo desaturase / FAH/SDR** [proteina predita] 4

dehidrogenase-redutase de

cadeia curta
14 C5 esterol desaturase C5SD** Esterol desaturase 4
15 C5 esterol desaturase C5SD C-5 esterol desaturase 4
16 Esterol desaturase SDES Esterol desaturase 4
17 C5 esterol desaturase C5SD C-5 esterol desaturase 3
18 Acil-ACP desaturase AACPD Acil-ACP desaturase 3
19 Acil-ACP desaturase AACPD Acil-ACP desaturase 2
20 Acido graxo hidroxilase FAH Acido graxo hidroxilase 2
21 Acido graxo desaturase / FAH/SDR** Acido graxo hidroxilase 2

dehidrogenase-redutase de

cadeia curta
22 Acido graxo hidroxilase FAH Acido graxo hidroxilase 2
23 A9 acido graxo desaturase D6FAD A9 acido graxo desaturase 2
24 Grupo B* Grupo B* [proteina predita] 2
25 Acido graxo desaturase / FAD/Cyt-b5** [proteina predita] 2

Citocromo-b5
26 Linoleoil-CoA desaturase LCOAD Linoleoil-CoA desaturase 2
27 Linoleoil-CoA desaturase LCOAD** [proteina predita] 2
28 Linoleoil-CoA desaturase LCOAD Linoleoil-CoA desaturase 2

* Grupo que possui apenas proteinas preditas.
** Grupo nomeado por similaridade com dominios encontrados na andlise de BLAST.
N = NUmero de sequéncias atribuidas ao grupo.
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ANEXO D - Distribuicao de sequéncias das proteinas oxigenases com ferro ndo hémico nos grupos formados pela ferramenta CLANS

Espécie 1 2 3 45 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24 25 26 27 28 NG

M. bovis X X X
F. alni X X X X X
S. albus X X X

N. azollae

Synechocystis sp. X X
T. elongatus X

X X X X X X
X
X
X

S. usitatus X
B. thuringiensis X

B. marina X
Bradyrhizobium sp. X
G. oxydans X X

R. centenum X

x
X

R. solanacearum

X
X
X

Nitrosomonas sp.
A. dehalogenans X X X
S. aurantiaca X X
P. pacifica

N. watsoni

E. coli

M. capsulatus

T. thermophila X X X
D. discoideum X X X

L. braziliensis

X X X X X
X

T. cruzi
N. gruberi X

X X X X
x
x

M. brevicollis X
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. clavatus

. oryzae

. chrysogenum
. digitatum

. haematococca

. crassa
. albicans

. cerevisiae
. japonicus

. heoformans
. maydis
rerio

. sapiens

. elegans

. aegypti

. pulex

. castaneum

. adhaerens

. pseudonana
. infestans

. euteiches

. reinhardtii
. tawuri
. pusilla

. patens
. cebennensis
. thaliana

. papaya

X X X X X

X X X X X X X X X X X X

x

X X X X X X X X X X X X X

X X X X

X X X X X X X X X X X X

x

x

X

x

X X X X X X X X

X

X X X

X X X X

x
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M. truncatula
P. trichocarpa
O. sativa

S. bicolor

X X X X

x

X X X X

X X X X

X X X X

X X X X
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NG: Nenhum grupo



