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Figura da capa: estrutura tridimensional da isoforma
alternativa (JBURE-IIB) da urease de Canavalia
ensiformis, colorida de acordo com a sucessdo da
estrutura secundaria (N-terminal: azul, C-terminal;
vermelho)
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“The effort to understand the universe is
one of the very few things that lifts human
life a little above the level of farce, and
gives it some of the grace of tragedy”

Steven Weinberg



Nota: com a finalidade de tornar o texto mais fluido e informativo ao leitor,
preferiu-se adotar um formato diferenciado para a presente monografia. Os
resultados obtidos e sua discussao foram combinados e constiuem uma secao
unica do trabalho. Esta se¢ao também aborda alguns aspectos metodoldgicos
especificos.



REsumo

Ureases (EC 3.5.1.5) s&o enzimas niquel-dependentes que catalisam a
hidrélise da uréia em aménia e didéxido de carbono. Sdo amplamente
distribuidas em plantas, fungos e bactérias. Em plantas e fungos, as
ureases sdao homopolimeros de subunidades contendo cerca de 840
residuos de aminoacidos, formando hexédmeros ou trimeros. Em
bactérias, as ureases possuem duas ou trés subunidades menores, que
se alinham na cadeia polipeptidica unica das ureases vegetais, com as
quais tém 50-60% de identidade de sequéncia. Para ter-se uma visao
geral das relagcbes que podem ser estabelecidas entre as ureases,
buscando padrdes, similaridades e diferencas que possam auxiliar na
analise e predicao dos resultados experimentais, foi realizada uma ampla
analise das sequéncias de nucleotideos e aminoacidos de ureases. Apos
busca, extragao, interpretacdo e edicdo destas, arvores filogenéticas
foram construidas. Por meio de alinhamentos de sequéncia multiplos, a
grande similaridade entre as sequéncias oriundas de plantas e fungos foi
confirmada, e permitiu a andlise das regides de conservagao proximas ao
sitio ativo, além da verificacdo da conservacdo de todos os residuos de
aminoacidos considerados essenciais para atividade catalitica da enzima.
Diferengas foram encontradas nas regides correspondentes ao peptideo
entomotoxico originalmente descrito para a urease de Canavalia
ensiformis L. (feijao-de-porco). Como as estruturas de ureases de plantas
e fungos ndo foram ainda determinadas, um modelo de urease de C.
ensiformis foi construido por modelagem molecular comparativa,
utilizando como molde uma estrutura de urease bacteriana. O modelo foi
avaliado e utilizado para determinar a localizacdo espacial do peptideo
entomotdxico e dos residuos essenciais para a catalise.

Palavras-chave:
ureases — filogenia — modelagem molecular comparativa



ABSTRACT

Ureases (EC 3.5.1.5) are nickel-dependent enzymes which catalyze
hydrolysis of urea to ammonia and carbon dioxide. They are found in
plants, fungi and bacteria. In plants and fungi, ureases are homopolymers
of subunits with ~840 amino acids, forming hexamers or trimers. Bacterial
ureases have two or three smaller subunits which align within the single
chain of plants and fungi ureases with 50-60% sequence identity. To set
an overview of relationships that can be established among ureases, in
search for patterns, similarities and differences that may help analysis and
prediction of experimental results, a comprehensive analysis of amino acid
and nucleotide sequences of ureases was carried out. After search,
extraction, interpretation and edition of these sequences, they were used
to build phylogenetic trees. By means of multiple sequence alignments,
the high level of similarity among plant and fungi sequences was
confirmed, allowing analysis of conservation of regions near the active site
and confirming the conservation of all residues taken as essential for
catalysis. Differences were found in regions related to the entomotoxic
peptide originally described for Canavalia ensiformis L. (jack bean). Since
structures of plants and fungi ureases are still not solved, a model for a C.
ensiformis urease was built via comparative molecular modeling using a
bacterial urease structure as template. The model was evaluated and used
to spatially locate the entomotoxic peptide and those residues essential for
catalysis.

Keywords:
ureases — phylogeny — comparative molecular modeling
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1. Introdugao
1.1 Ureases

Ureases (uréia amidohidrolases, EC 3.5.1.5) sdo enzimas niquel-dependentes
que catalisam a hidrélise da uréia em amodnia e diéxido de carbono ( ), a
uma taxa 10'* vezes mais rapida que a reagao nao catalisada ( ;
). O mecanismo catalitico continua sendo de interesse, pois nao
esta definido se a reagao envolve um intermediario do tipo acido carbamico, um
intermediario cianato ou se ela procede por decomposic¢ao direta ( ;
; ). Sabe-se que a reagédo nao catalisada

ocorre por um mecanismo de eliminagdo, tendo sido identificado um carbamato

como intermediario ( ; ) (Figura 1).
O urease O + H,0 -2 +
)J\ + H,O —— )k + NH,” —» CO;* + 2 NH,
H.N  NH, H,N O . v
uréia | urease > Coz + 2 NH3

urease

;

» HNCO + NH,

néo catalisada

Figura 1: Esquema da reacéo catalisada pelas ureases (adaptado de Estiu et al., 2006).

Tanto a uréia quanto a urease representam marcos da investigagao cientifica
( ). A uréia foi a primeira molécula a ser sintetizada, em 1828 por
Friedrich Wohler ( ), € a urease de Canavalia ensiformis (feijao-
de-porco ou jack bean) foi a primeira enzima a ser cristalizada ( ), além
de ter sido a primeira enzima com presencga de niquel demonstrada ( ).

O papel principal da urease é permitir que os organismos utilizem a uréia,
gerada interna ou externamente, como fonte de nitrogénio ( ). Além
deste papel, todavia, as ureases apresentam grande versatilidade de aplicagdes,
podendo atuar no transporte de nitrogénio e defesa em plantas e na neutralizagao
do ambiente gastrico de mamiferos para colonizagédo bacteriana ( ).

Além das plantas, algumas bactérias, fungos e possivelmente invertebrados

sintetizam ureases. As ureases animais sdo pouco caracterizadas, tendo sido
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identificadas como coadjuvantes no processo de formagdo de inclusbes de
carbonato de calcio no molusco Aplysia californica ( ). E possivel,
nesse caso, que a urease seja oriunda de alguma bactéria simbionte, e nao
produzida pelo proprio molusco. Além disso, foi demonstrado que o bicho-da-seda
(Bombyx mori) nao sintetiza urease, utilizando em seu metabolismo a enzima
absorvida da dieta (constituida exclusivamente por folhas da amoreira Morus alba),
indicando que a urease passa intacta do intestino a hemolinfa, estando associada a
degradagao de uréia apos o estadio ingestivo do inseto ( ).

As ureases tém papel importante na patogénese de varias espécies
bacterianas, incluindo Proteus mirabilis, Staphylococcus saprophiticus, Yersinia
enterocolitica e Ureaplasma urealiticum ( )- O exemplo mais
frequente na literatura é o da urease de Helicobacter pylori ( ),
por seu papel essencial na patogénese desse microorganismo, além de sua alta
prevaléncia como patégeno humano ( ). Os melhores dados
estruturais, entretanto, estdo disponiveis para Klebsiella aerogenes (

)-

Atividade ureasica foi encontrada em varias espécies de fungos, mas a
descrigdo genética correspondente esta disponivel para apenas algumas delas
( ). Exemplos incluem o patégeno humano Coccidioides immitis
( ) € Schizosaccharomyces pombe ( )-

Em relagdo a ureases de plantas, os dados genéticos mais abrangentes estao
disponiveis para soja (Glycine max) ( ; ). Genes
separados, que codificam duas isoformas da urease, uma ubiqua e uma embrido-
especifica, assim como genes nao ligados, codificadores de proteinas acessoérias,
foram identificados em soja ( ). A urease embrido
especifica € uma proteina abundante em sementes de varias espécies de plantas,
incluindo soja, feijao-de-porco ( ) e Arabidopsis (

), enquanto a forma ubiqua é encontrada em baixas quantidades nos tecidos
vegetativos da maioria das plantas ( ). Bioquimicamente, a
urease vegetal melhor caracterizada é a de C. ensiformis ( ;

; ; ). Recentemente, a
urease das folhas da amoreira M. alba também foi purificada e caracterizada
( ), bem como a urease das sementes de algod&o, Gossypium

hirsutum ( ).
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A alta similaridade das sequéncias primarias (50-60%) indica que todas as
ureases devem ser variantes da mesma enzima e que, por isso, devem possuir
estruturas terciarias e mecanismos cataliticos similares ( )-
Estruturalmente, as ureases bacterianas sao multimeros formados por complexos de
duas ou trés subunidades, sendo exemplos, respectivamente, Helicobater pylori e K.
aerogenes. Em plantas e fungos, a enzima é homo-oligomérica, sendo formada por
subunidades idénticas de aproximadamente 90kDa. ( :

) (Figura 2). A urease de C. ensiformis existe como homotrimero, capaz
de agregar-se em homohexameros. As ureases bacterianas possuem estruturas
similares as da urease de C. ensiformis, sendo trimeros ou hexameros de complexos
de subunidades, podendo também existir na forma de agregados (

)- O sitio catalitico encontra-se na subunidade C da enzima de K. aerogenes e

nas regides colineares (Figura 2) das ureases dos outros organismos'.

Klebsiella aerogenes - - _ 100/106/567 aa
Helicobacter pylori m m 238/569 aa
Schizosaccharomyces pombe - - 835 aa
Canavalia ensiformis -_- 840 aa

Figura 2: Comparagédo esquematica das subunidades estruturais das ureases de organismos selecionados. O nimero de
aminodcidos ¢ apresentado a direita (adaptado de Sirko & Brodzik, 2000)

Cada subunidade catalitica contém no sitio ativo dois ions de niquel que, no
caso da urease cristalizada de K. aerogenes, estdo separados por 3.5A (

)- Nesta enzima, um atomo de niquel esta ligado a dois residuos de histidina
(His246 e His272), enquanto o segundo atomo de niquel esta ligado a trés residuos:
duas histidinas (His134 e His136) e um acido aspartico (Asp360). Além destes, um
ligante carbamato, derivado da Lys217 interage com os dois ions de niquel (

). O processo de incorporagao de niquel requer a participagdo de muitas
proteinas acessoérias (ou ativadoras), que parecem agir como chaperonas urease-
especificas ( )- Tais proteinas sdo necessarias para a montagem

" A nomenclatura das subunidades das ureases é encontrada de duas maneiras na literatura: utilizando caracteres romanos
e gregos. As subunidades A, B e C sdo equivalentes as subunidades v, B e a, respectivamente. No presente trabalho, 0s
caracteres gregos serdo reservados para a discriminacao dos dominios das ureases monoméricas.
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de uma urease ativa, tanto em bactérias quanto em plantas (

; )-

Até o momento, apenas ureases bacterianas tiveram suas estruturas
tridimensionais definidas por cristalografia de raios X. As estruturas das enzimas de
K. aerogenes (cédigo PDB 1FWJ), Bacillus pasteurii (codigo PDB 2UBP) e H. pylori
(codigo PDB 1E9Z) foram determinadas e analisadas ( ;

; )- Mesmo sendo a primeira enzima cristalizada ( ),
apenas a cristalizagao e a analise preliminar por raios X da urease de C. ensiformis
foram descritas ( ; ). Dados preliminares sobre
cristalizacdo da urease de Cajanus cajan (feijdo-guandu) foram publicados

recentemente ( ).

1.2 Ureases de Canavalia ensiformis

Assim como a soja, a C. ensiformis também apresenta isoformas de urease
( )- Inicialmente, determinaram-se a sequéncia primaria da
mais abundante urease de feijdo-de-porco, com 840 aminoacidos (

), € a sequéncia nucleotidica de seu cDNA ( ).

Convencionou-se chamar esta urease de JBURE-I (jack bean urease ).

Posteriormente, mostrou-se que a canatoxina (CNTX), uma proteina
neurotoxica (dimero de subunidades de 95 kDa), € uma isoforma da urease de C.
ensiformis ( ; ). A canatoxina apresenta
atividade inseticida, sugerindo que as ureases podem estar envolvidas na defesa
das plantas ( ; ). As
principais isoformas de urease de feijao-de-porco e a urease embrido-especifica de
soja (mas nado a urease bacteriana de B. pasteurii) também apresentaram
propriedades inseticidas em testes com Dysdercus peruvianus (praga da cultura de
algodao). O efeito entomotdxico das ureases € independente da atividade ureolitica
( ). Sua toxicidade se baseia em um peptideo interno
(pepcanatox), com 10kDa, liberado pela hidrolise da canatoxina por catepsinas do
trato digestério de insetos suscetiveis ( ;

).
Uma possivel terceira isoforma de urease de C. ensiformis, a JBURE-II, foi

proposta, baseada em cDNA clonado. A JBURE-Il apresentaria uma cadeia
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polipeptidica mais curta (78kDa) que todas as ureases vegetais ou fungicas
conhecidas, um ponto isoelétrico tedérico mais basico e sequéncia nucleotidica
diferindo daquela disponivel para canatoxina ( )- Em estudo
posterior, ( ) identificou uma forma alternativa da JBURE-II clonada
originalmente, com diferengcas de sequéncia nas regides 3’ e 5. Ha indicios de
possivel ocorréncia de splicing alternativo do pré-mRNA de JBURE-II, especialmente
na regido 5’. A ocorréncia extensiva de splicing alternativo no pré-mRNA do gene de
urease de batata-inglesa (Solanum tuberosum) ( ) apolia esta teoria.
Ainda assim, a hipétese de ter ocorrido um sequenciamento incompleto da JBURE-
II, resultando em uma proteina truncada no estudo inicial, ndo foi descartada. A
forma alternativa de JBURE-II analisada por ( ) foi, entdo, chamada de
JBURE-IIB.

Um peptideo recombinante, equivalente ao pepcanatox e com propriedades
inseticidas muito similares, foi obtido por clonagem e expressao heteréloga de um
fragmento equivalente de cDNA de JBURE-IIB ( ). Esse peptideo
recombinante foi chamado de Jaburetox-2Ec (Jack bean urease toxin 2 [expressada

em] E. coli).

1.3 Justificativa

Apesar da grande quantidade de informagdes a respeito de ureases em
particular, pouco se sabe a respeito das relagdes que podem ser estabelecidas entre
elas. Nesse contexto, uma ampla analise das sequéncias de nucleotideos e
aminoacidos de ureases, buscando padrdes, similaridades e diferencas, pode
auxiliar na analise e predigcao dos resultados experimentais, tanto daqueles obtidos
no Laboratério de Proteinas Toxicas (UFRGS), quanto daqueles ja descritos na
literatura. Além disso, a modelagem de uma urease de interesse (no caso, uma
urease de C. ensiformis) pode contornar o problema da n&o-disponibilidade de
estruturas tridimensionais de ureases de plantas e fungos. A predi¢cao da estrutura
tridimensional pode, ainda, esclarecer certos aspectos referentes a essa urease,
como a conformagéo de seu peptideo entomotoxico e das regides da proteina que

encontram-se ausentes nas ureases bacterianas.
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2. Objetivos

O presente trabalho teve como objetivo principal o estudo comparativo das
ureases, a partir de dados ja disponiveis a seu respeito, e o estudo computacional
de uma das ureases de C. ensiformis, buscando evidenciar similaridades e
diferencas entre as ureases ja estudadas, bem como guiar futuros estudos
comparativos em relagcéo a essa enzima.

Como objetivo secundario, este trabalho procura fazer uma breve revisao das
técnicas necessarias para o desenvolvimento deste projeto e para a interpretagcéo
dos resultados dele obtidos.
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3. Metodologia
3.1 Sequéncia primaria e inferéncia filogenética

Inicialmente, foi realizada uma busca por seqiéncias de aminoacidos
referentes a palavra-chave “urease” na base de dados de proteinas do National
Center for Biotechnology Information - NCBI ( )
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov). As sequéncias foram baixadas em blocos de
duzentas, no dia 15 de novembro de 2007. As 9046 sequéncias obtidas foram
agrupadas em arquivos de texto, contendo mil sequéncias cada. Estes arquivos
serviram de base para as etapas subsequentes do trabalho e foram verificados, de
maneira automatizada ou ndo, diversas vezes, com diferentes intengdes.

Inicialmente, buscaram-se sequéncias de proteinas acessorias das ureases
(UreD-K) presentes entre as sequéncias obtidas. Todas elas foram removidas da
listagem. A seguir, cada bloco foi inspecionado visualmente, buscando sequéncias
de tamanho incomum. Cada sequéncia selecionada foi comparada as demais, via
Blast ( ), tendo destinos diferentes conforme a situagao.
Sequéncias curtas sem equivalentes oriundos da mesma espécie foram excluidas,
por serem resultado de possiveis sequenciamentos incompletos. Sequéncias curtas
com sequéncias equivalentes maiores, oriundas da mesma espécie, foram
agrupadas junto a essas.

Todas as sequéncias nao-unicas, oriundas de um mesmo organismo, foram
agrupadas, comparadas por alinhamentos multiplos via ClustalW ( )
(http://npsa-pbil.ibcp.fr/cgi-bin/npsa_automat.pl?page=/NPSA/npsa_clustalw.html) e,
a partir desta comparagédo, uma das sequéncias foi eleita como sequéncia-tipo (ou
seja, aquela que representava de maneira mais satisfatéria a urease em questao).
Este ciclo, de agrupamento, comparagao e selegdo da sequéncia-tipo, foi repetido
para a maioria das sequéncias. No caso de bactérias, cada subunidade foi tratada
independentemente, com as sequéncias das duas ou trés subunidades oriundas de
cada bactéria sendo agrupadas ao final do processo. Casos especiais, como o das
diferentes ureases de batata-inglesa (S. tuberosum), foram analisados
posteriormente.

Apos o refinamento de todas as sequéncias, com cada organismo sendo
associado a apenas uma sequUéncia de aminoacidos (para cada uma de suas
subunidades de urease), a nomenclatura cientifica dos organismos foi substituida

por um codigo, geralmente formado por seis caracteres. A seguir, uma busca pelas
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sequéncias de desoxirribonucleotideos correspondentes as sequéncias-tipo de
plantas e fungos e de algumas bactérias selecionadas foi realizada na base de
dados de nucleotideos do NCBI. Para melhor visualizagcado, foi estabelecida uma
listagem, contendo o organismo-fonte, o cddigo do organismo, a referéncia interna
do NCBI para a sequéncia-tipo, indicagcao sobre a disponibilidade da sequéncia de
DNA correspondente a sequéncia de aminoacidos selecionada e o taxon ao qual o
organismo pertence.

ApOs estarem todas catalogadas, as sequéncias de aminoacidos de plantas,
fungos e de algumas bactérias selecionadas (Helicobacter pylori, Helicobacter
hepaticus, Klebsiella aerogenes, Klesbiella pneumoniae, Bacillus pasteurii, Bacillus
subtilis) foram alinhadas pelo ClustalW. O alinhamento foi inspecionado visualmente,
por meio do programa BioEdit 8 ( ).

A versao final do alinhamento foi utilizada para a construgdo de uma arvore
filogenética. Tal construgao foi feita por meio do programa MEGA4 (

), pelo método de neighbor-joining (ou ligagdo com vizinhos) (

), com modelo de corregdo de Poisson ( ), € com a
filogenia sendo testada por um bootstrap ( ) de 10.000 replicatas.
Todas as posi¢des contendo gaps foram removidas (opgéo de delecdo completa).

Da mesma forma, as sequéncias de nucleotideos de ureases de plantas,
fungos e das cadeias C de bactérias selecionadas foram alinhadas e editadas,
sendo utilizadas para a construgcdo de uma arvore filogenética, por meio do
programa MEGA4. A histéria evolutiva foi inferida pelo método de neighbor-joining
( ), com a distancia evolutiva sendo estimada pelo método de
Jukes-Cantor ( ). As sequéncias foram tratadas como
codificantes e todas as posi¢des contendo gaps foram removidas (opgéo de delegéo
completa).

Alinhamentos adicionais das sequéncias de aminoacidos foram produzidos
para possibilitar a identificagao e a sinalizacdo de posi¢gdes conservadas especificas,
além de permitir que diferencas de interesse fossem evidenciadas.

A escolha das sequéncias de bactérias a serem consideradas foi arbitraria,
tomando as trés ureases com estrutura tridimensional definida (de Bacillus pasteurii,
Klebsiella aerogenes e Helicobacter pylori) e trés ureases de espécies dos mesmos
géneros (de Bacillus subtilis, Klebsiella pneumoniae e Helicobacter hepaticus), com
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o intuito de utiliza-las também como um controle interno das arvores filogenéticas

(pois, em teoria, elas deveriam agrupar-se de maneira muito proxima).

3.2 Modelagem molecular comparativa

A isoforma JBURE-IIB da urease de Canavalia ensiformis foi escolhida como
alvo para modelagem comparativa. Sua sequéncia primaria foi obtida de
( ). Em uma abordagem inicial, verificou-se qual seria a sugestdo de moldes
fornecida pelo Swiss-Model ( ) (http://swissmodel.expasy.org).
Posteriormente, uma busca por sequéncias similares a JBURE-IIB que tivessem
estrutura tridimensional definida foi feita por BlastP ( ), via NCBI
( )- Como os resultados do BlastP confirmaram moldes que
haviam sido pré-selecionados (as unicas estruturas tridimensionais de ureases
disponiveis, de K. aerogenes, H. pylori e B. pasteurii) como sendo 0s mais
adequados, a estrutura do molde foi escolhida principalmente por sua resolugdo. A
estrutura tridimensional do molde (2UBP) foi obtida do Research Collaboratory for
Structural Bioinformatics Protein Data Bank (RCSB PDB, ou simplesmente PDB)
( ) (http://www.rcsb.org/pdb). Os trés moldes selecionados
originalmente apresentavam grau de identidade de sequéncia com o alvo superior a
30% (~55%), valor adequado para uma modelagem bem sucedida (

)-

O alinhamento das sequéncias molde e alvo foi realizado pelo ClustalW
( ). A modelagem molecular foi realizada por meio do programa
Modeller 9v4 ( ; ), por meio de sua rotina
“‘model-loop-define” (Apéndice A). Esta rotina é indicada para casos onde algas (ou
outras regides curtas) do modelo ndo apresentam equivalentes no molde,
requerendo atencéo especial. Este é exatamente o caso das duas regides de ligagao
de dominios presentes nas ureases de plantas e fungos, que n&o ocorrem em
bactérias. Foram construidos dez modelos, cada um deles com dez sub-modelos,
representando possibilidades alternativas para as regiées sem molde.

Em um primeiro momento, os modelos foram inspecionados visualmente,
sendo descartados aqueles que apresentavam padrdes estruturais nao realisticos,
causados por modelagem inadequada de regides sem molde maiores que quinze

residuos de aminoacidos ( ). Na etapa seguinte, os modelos restantes
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foram avaliados pelo mapa de Ramachandran ( ), gerado
pelo Procheck ( ), € pelos resultados do Verify3D (

), transpostos as estruturas tridimensionais por meio do GeneSilico Metaserver
( ) (http://genesilico.pl). Foi eleito como melhor modelo
aquele que apresentou melhor avaliacdo pelo mapa de Ramachandran e
organizagcao espacial mais verossimil pelo Verify3D. A determinagdo da estrutura
secundaria a partir da estrutura terciaria modelada foi realizada pelo PDBsum
( ) (http://www.ebi.ac.uk/pdbsum), enquanto a predicdo da
estrutura secundaria a partir da sequéncia primaria foi realizada pelo PSIPRED
( ) (http://bioinf.cs.ucl.ac.uk/psipred).

A visualizagdo e a manipulacdo das estruturas tridimensionais das ureases

foram realizadas nos programas Swiss-PDB Viewer verséo 3.7 (

) € UCSF Chimera versao 1 (build 2540) ( ).

2 Também chamado de Grafico de Ramachandran, Ramachandran Plot, Mapa de Sasisekharan-Ramakrishnan-
Ramachandran, ou simplesmente Ramachandran; em homenagem a seu propositor, Gopalasamudram Narayana lyer
Ramachandran.
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4. Resultados e Discussao
4.1 Inferéncia filogenética

ApOs a exaustiva andlise das 9046 sequéncias de aminoacidos obtidas
originalmente, foram selecionadas 237 sequéncias de ureases de bactérias e 16
sequéncias de ureases de plantas e fungos. Dentre as sequéncias do primeiro
grupo, foram escolhidas seis sequéncias para as analises posteriores. A Tabela 1
apresenta a listagem detalhada das sequéncias obtidas, enquanto o Apéndice B

apresenta a listagem completa das 237 sequéncias de ureases de bactérias.

Tabela 1: Seqliéncias de aminoacidos de ureases utilizadas neste trabalho.

Seqliéncia
Organismo Cédigo Glda de DNA  Vegetal, Fungo
sequiéncia-tipo _disponivel  ou Bactéria
Agaricus bisporus AGABIS 108859293 sim F
Ajellomyces capsulatus AJECAP 154281373 sim F
Arabidopsis thaliana ARATHA 15220459 sim V
Aspergillus clavatus ASPCLA 121702879 sim B
Aspergillus fumigatus ASPFUM 70990710 sim F
Aspergillus terreus ASPTER 114193850 nao F
Bacillus pasteurii BACPAS 498708 sim B
Bacillus subtilis BACSUB 50812173 sim B
Canavalia ensiformis CANENS_1 167228 sim V
Canavalia ensiformis (JBURE-IIB) CANENS_JBURE-IIB 22831365 sim V
Coccidioides posadasii COCPOS 60280325 sim F
Cryptococcus neoformans var. grubii CRYNGR 3688063 sim F
Cryptococcus neoformans var. neoformans CRYNNE 58270418 sim F
Glycine max (embrido-especifica) GLYMAX_EMBR 32170829 sim V
Glycine max (ubiqua) GLYMAX_UBI 32170831 sim V
Helicobacter hepaticus HELHEP 32265499 sim B
Helicobacter pylori HELPYL 209406223 sim B
Klebsiella aerogenes KLEAER 149335 sim B
Klebsiella pneumoniae KLEPNE 206575712 sim B
Neosartorya fischeri NEOFIS 119477773 sim F
Neurospora crassa NEUCRA 28926785 nao F
Oryza sativa (indica cultivar-group) ORYSAT 17402589 sim V
Ostreococcus lucimarinus OSTLUC 144576703 nao P
Schizosaccharomyces pombe SCHPOM 1944148 sim F
Solanum tuberosum SOLTUB 14599437 sim V

Todas as sequéncias foram utilizadas para construgdo de arvores
filogenéticas, buscando evidenciar relagdes de similaridade presentes entre elas. E
importante ressaltar que as arvores construidas representam relagdes de

similaridade entre as sequéncias, € ndo entre os organismos das quais elas provém.
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Em casos de reconstituigdo da filogenia de organismos, os genes de rRNA s&o os
mais uteis: estdo presentes em todos os organismos, e podem apresentar-se nas
formas nuclear e mitocondrial. Genes de rRNA mitocondrial tém resolugao na faixa
de dez a cem milhdes de anos, enquanto genes de rRNA nucleares tém resolugao
na faixa de centenas de milhdes de anos ( )-

A reconstrugdo filogenética consiste em estimar as relagdes de ancestralidade
para um determinado numero de Unidades Taxondmicas Operacionais (OTUSs),
sejam populagdes, familias, géneros ou espécies, podendo basear-se em caracteres
morfolégicos, funcionais ou moleculares. Filogenias moleculares, com intengcdo de
definir ancestralidade entre organismos baseando-se em sequéncias de
aminoacidos ou nucleotideos, sao consideradas casos especiais dentro do estudo
filogenético tradicional ( )-

Uma arvore filogenética representa a historia evolutiva das OTUs presentes
nela, graficamente apresentada como pontos (ou nos) ligados por linhas (ou ramos).
Os nés terminais representam as OTUs estudadas, enquanto os nds internos
representam o ancestral comum mais recente dessas OTUs ( )-
Nas arvores obtidas no presente trabalho, os nds internos representam a sequéncia
comum mais recente antes de ocorrer divergéncia entre as sequéncias apresentadas
nos nos terminais; ou seja, as sequéncias individuais s&do tratadas como OTUs,
sendo elas mesmas o alvo das analises, e n&o 0s organismos que as contém.

Existem trés classes de técnicas para inferéncia de filogenias a partir de
dados moleculares®. Em ordem crescente de complexidade, temos: distancia
molecular, parcimbnia, e maxima verossimilhanca ( )-

« distdncia molecular: € um método geométrico. Utiliza matrizes de diferencas e

similaridades entre as sequéncias, sendo consideradas mais distantes
evolutivamente aquelas sequéncias que apresentarem o maior numero de
diferencas entre si. Este é considerado um método rapido e menos preciso, pois
pressupde um relégio molecular: as taxas evolutivas sdo consideradas constantes

entre todas as sequéncias analisadas ( ). Essa classe inclui os métodos

* Uma quarta classe, proposta em 1996, baseia-se em redes neurais. Sua utilidade pratica ainda nao foi evidenciada (Nei &
Kumar, 2000).
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de jungdo com vizinhos (neighbor-joining, NJ), UPGMA (unweighted pair group
method with arithmetic means)* e evolugdo minima.

* parciménia: € um método probabilistico. Corresponde ao principio de que a
filogenia que exige o menor numero de mudangas evolutivas para obter a
diferenciacdo das OTUs analisadas é a melhor estimativa da filogenia real. De
maneira simplificada, geram-se todas as arvores possiveis e, entre elas, selecionam-
se aquelas que apresentam a menor quantidade de mudancgas evolutivas. O método
esta de acordo com a observagdo de que uma mudancga evolutiva € um evento raro

( )-

* maxima verossimilhanca: € um método probabilistico. Consiste em, usando um

modelo de evolucdo de sequéncias pré-estabelecido, calcular a probabilidade de
que os dados analisados tenham sido originados conforme o modelo evolutivo
adotado ( ).

No presente trabalho, optou-se por utilizar o método de neighbor-joining para
a construgdo da arvore filogenética das sequéncias de aminoacidos, sendo essa
opcao baseada principalmente no estudo comparativo de
( ). Tal estudo indica o neighbor-joining como método confidvel para obtengao
da filogenia, mesmo quando as taxas de variagdo evolutiva ndo s&o totalmente
uniformes entre as linhagens (0 que seria pré-requisito para aplicagdo do método).
Para a construgao da arvore filogenética das sequéncias de nucleotideos, optou-se
também por utilizar o método de neighbor-joining. Essa escolha baseou-se no
estudo comparativo de ( ) que indica o neighbor-joining como
o método de escolha quando aspectos praticos sdo considerados, mas sugere que
abordagens mais complexas sejam escolhidas quando possivel (isto €, quando a
capacidade computacional ndo for uma restricio e quando o operador possuir
conhecimento avangado das teorias subjacentes ao método).

O uso dos métodos de distancia, parcimdnia e de maxima verossimilhanca,
nessa ordem, exigem quantidades de dados e poder computacional cada vez
maiores. Essa ordem reflete a sequéncia historica do uso dos métodos de pesquisa
filogenética molecular ( )- Atualmente existe muito debate sobre as
eficiéncias relativas dos diferentes métodos de construgdo de arvores,

especialmente neighbor-joining, parcimdnia e maxima verossimilhanga. Esta claro

* Raramente definido por extenso, 0 nome do método pode ser traduzido por “método ndo-pesado de agrupamento par a
par usando médias aritméticas”.
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que nenhum método é superior aos outros em todas as condigdes (

)- Em estudos com dados reais (e ndo simula¢des baseadas em reconstrugéo
de uma filogenia ja conhecida), com uso de um numero substancial de sequéncias
pouco divergentes, os trés métodos produzem topologias similares ou idénticas.
Sugere-se, portanto, que arvores que apresentem valores adequados de bootstrap,
construidas por meio de qualquer um dos métodos, fornecem essencialmente a
mesma conclusdo sobre as relagbes filogenéticas dos organismos, genes ou
proteinas ( ).

A arvore construida a partir das sequéncias de aminoacidos das ureases de
diferentes organismos é apresentada na Figura 3. Observa-se na arvore um claro
agrupamento das sequéncias de plantas, fungos e bactérias entre si; com a alga
unicelular Ostreococcus lucimarinus agrupando-se junto as plantas. Além disso, a
arvore indica que as sequéncias de aminoacidos de plantas e bactérias sdo mais
semelhantes entre si do que semelhantes as sequéncias de fungos. Tal similaridade
pode indicar que algumas (ou muitas) das propriedades nao-cataliticas dessas
enzimas sejam comuns a ureases de plantas e bactérias, mas encontrem-se
ausentes ou diferenciadas em ureases fungicas. Estes resultados poderdo guiar
futuros estudos focados em ureases, além de auxiliar a compreensao de resultados
obtidos experimentalmente. A adigdo das sequéncias de bactérias no calculo das
arvores filogenéticas forgou a comparagao a restringir-se a regiao equivalente em
todas as sequéncias. Optou-se pela regido correspondente a subunidade C de
bactérias (dominio a em plantas e fungos), por ser esta a maior subunidade e,
principalmente, por conter o sitio catalico das ureases. Por precaucgao, arvores sem
a inclusdo das sequéncias de bactérias foram calculadas, e verificou-se que a
inclusdo das sequéncias de ureases nao alterou o padrao geral de distribuicdo dos

ramos.
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Figura 3: Relagdo evolutiva entre 24 seqiiéncias de aminoacidos de ureases. A barra de escala representa numero de
substituiges de aminoacidos por sitio. Comparagao realizada utilizando-se as seqliéncias completas de ureases de plantas
e fungos e as sequéncias das cadeias C de bactérias (correspondentes ao dominio o de plantas e fungos). A arvore
apresentada € o consenso, obtido apds 10000 replicatas de bootstrap, e esta representando a histéria evolutiva das
sequéncias analisadas. A percentagem de arvores em que as seqiiéncias associadas se agruparam é apresentada proxima
as ramificagdes. A arvore estd representada em escala, com o comprimento dos ramos nas mesmas unidades das
distancias evolutivas usadas para inferir a arvore filogenética (nimero de substitui¢des de aminoacidos por sitio). Os grupos
taxonémicos dos organismos cujas ureases foram comparadas encontram-se a direita da arvore.

A arvore construida a partir das sequéncias de nucleotideos das ureases de
diferentes organismos é apresentada na Figura 4. Esta arvore também apresenta um
agrupamento das sequéncias de plantas, fungos e bactérias entre si, mas com
algumas peculiaridades. Diferentemente da arvore de aminoacidos, esta indica que
as sequéncias de nucleotideos de plantas e fungos sdo mais semelhantes entre si
do que semelhantes as sequéncias de bactérias. Além disso, ha o agrupamento de
trés sequéncias de ureases fungicas junto as ureases de plantas. A sequéncia de
nucleotideos correpondente a urease da alga O. lucimarinus ndo encontrava-se

disponivel e por este motivo ndao foi incluida na construcdo desta arvore. A
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comparacédo das sequéncias de nucleotideos ndo € tdo relevante para estudos
estruturais quanto a comparacdo das sequéncias de aminoacidos, mas é
interessante para aplicagdes que envolvam o préprio material genético. Os dados de
similaridade obtidos podem ser uteis, por exemplo, ao prever-se o comportamento
de determinado fragmento de DNA ao ser inserido em um plasmideo em estudos de

clonagem de genes de urease.
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Figura 4: Relagao evolutiva entre 22 seqiiéncias de nucleotideos de ureases. A barra de escala representa numero de
substituiges de aminoacidos por sitio. Comparagao realizada utilizando-se as seqliéncias completas de ureases de plantas
e fungos e as sequéncias das cadeias C de bactérias (correspondentes ao dominio o de plantas e fungos). A arvore
apresentada € o consenso, obtido apds 10000 replicatas de bootstrap, e esta representando a histéria evolutiva das
sequéncias analisadas. A percentagem de arvores em que as seqiiéncias associadas se agruparam é apresentada proxima
as ramificagdes. A arvore esta representada em escala, com o comprimento dos ramos nas mesmas unidades das
distancias evolutivas usadas para inferir a arvore filogenética (nimero de substituicbes de bases por sitio).

Foi observada uma diferenca entre as arvores construidas a partir de
aminoacidos e nucleotideos. Entretanto, as duas arvores nao deveriam,
necessariamente, ser idénticas. As classes de dados utilizadas sdo diferentes, e

teoricamente uma sequiéncia de DNA apresenta maior probabilidade de diferenciar-
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se do ancestral do que uma sequéncia de aminoacidos. Isso se deve especialmente
a degeneragao do codigo genético ( )- A arvore construida a partir de
sequéncias de nucleotideos tem, portanto, um carater complementar ao restante das
analises realizadas.

Adicionalmente, uma arvore considerando apenas as sequéncias de
aminoacidos correspondentes ao peptideo entomotdxico derivado de JBURE-IIB foi
construida. Surpreendentemente, esta arvore refletia a topologia da arvore
construida para as sequéncias de nucleotideos, agrupando os fungos A. bisporus, C.
neoformans v. neoformans e C. neoformans v. grubii junto as sequéncias oriundas
de plantas. Tal agrupamento poderia ser uma indicagdo de que as ureases destes
fungos apresentam propriedades toxicas semelhantes as das ureases vegetais.
Devido ao baixo suporte estatistico desta filogenia (~30% em algumas ramificagdes),
tal hipétese permanece apenas em nivel especulativo.

Como na imensa maioria dos casos de analise filogenética ndo se conhece a
verdadeira topologia da arvore filogenética em analise, a confiabilidade na topologia
obtida é geralmente testada ao examinar-se o grau estatistico de confianga no
padrao de ramificagdo da arvore obtida ( )- A confiabilidade nas
arvores construidas neste trabalho foi testada pelo método de bootstrap.

O bootstrap ( ) consiste em uma reamostragem com
reposi¢cao pseudoaleatodria dos dados. Ema cada reamostragem, o numero de dados
amostrados mantém-se constante, e cada posicdo tem a mesma chance de ser
amostrada; consequentemente, algumas posigdes serdo contadas mais de uma vez,
enquanto algumas n&o serdo amostradas. A cada reamostragem, uma arvore réplica
€ construida ( )- Nas arvores apresentadas nas Figuras 3 e 4, a
percentagem com que cada agrupamento ocorreu nas dez mil réplicas aparece
como indices sobre os pontos de ramificacdo. A confianca do bootstrap, entretanto,
depende da consisténcia do método usado para construir-se a arvore. Se o método
nao for adequado para uma dada faixa de parametros, os valores de bootstrap
podem ser altos sem que a topologia esteja correta. No caso oposto, com
parametros adequados ao método, o bootstrap € uma subestimativa da

probabilidade daquele ramo ser verdadeiro ( ).
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4.2 Comparagao de sequéncias primarias

Por meio de alinhamentos para cada um dos grupos de sequéncias de
aminoacidos de ureases (vegetais, fungicas e bacterianas) foi confirmada a
conservacgao dos seis residuos considerados essenciais para a catalise em ureases
(conforme ) em todas as sequéncias analisadas. Estes residuos

encontram-se destacados em verde nas Figuras 5, 6 e 7, com indicagcdes sobre sua

localizagdo na sequéncia primaria da JBURE-IIB, e correspondem ao residuos
His134, His136, Lys217, His246, His272 e Asp360 da urease de K. aerogenes. A
conservagao destes residuos em todas as sequéncias analisadas é um forte
indicativo de que eles exercam a mesma fungdo em todas as ureases.

A regidao correspondente ao peptideo entomotoxico de C. ensiformis foi
localizada e analisada nas sequéncias de plantas e fungos (a regido € inexistente
em ureases bacterianas). Verificou-se a baixa identidade deste trecho das
sequéncias (28,26% para sequéncias de plantas e 19,19% para sequéncias de
fungos, comparadas junto as de C. ensiformis) e seu alto grau de diferenca (51,09%
para plantas e 62,63% para fungos, comparadas junto as de C. ensiformis). A regiao

do peptideo encontra-se destacada em amarelo nas Figuras 5 e 6, e os dados

referentes a seus alinhamentos, realizados independentemente dos trechos
adjacentes, encontram-se junto aos dados dos alinhamentos totais. O alto grau de
diferenca desse segmento entre as ureases, especialmente ao comparar-se ureases
de plantas e fungos, pode indicar que nem todos os peptideos devam,

necessariamente, apresentar propriedades inseticidas.
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Figura 5: Alinhamento mdltiplo de seqiiéncias de aminoacidos de ureases oriundas de plantas. Codigos dos organismos de
acordo com a Tabela 1.
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* . * * -*- . * ** **** ** * . ***** * ek * x

MKLSPREIEKLGLHNAGGYLAQKRLARGLRLNYTEAVALIATQILEFVRDGEKDKDGERR

70 80 90 100 110 120

[ [ [ \ \ [
—-TVAQLMCLGQHLLGRRQVLPAVPHLLNAVQVEATFPDGTKLVTVHDPISRENGELQEA
—-TVAQLMCIGKHLLGRRQVLPEVQHLLNAVQVEATFPDGTKLVTVHDPISCEHGDLGQA
——-TVAQLMSIGKHLLGRRQVLPAVPHLLNIIQVEATLPNGTKLVTVHDPIANENGDLEEA
——-TVAQLMCIGRELLGRKQVLPAVPHLVESVOVEATFRDGTKLVTIHDLFACENGNLELA
—-SVAELMDIGRQLLGRRQVLPTVPHLLDCVQVEGTFPDGTKLITIHDPIACENGNLDLA
——-SVAELMDIGRQLLGRRQVLPAVLHLLYTVQVEGTFRDGTKLVTVHEPISLENGNLELA
—-TVTDLMDLGKQLLGRRQVLPAVPHLLETVQVEGTFMDGTKLITVHDPISSDDGNLELA
ALTSVEVQDLGKRVLGRRHVLDGVPELVGDVQIETTFDDGTKLITIHDAICADDVDLELA

-*- *** ** * *- * * * **** * * . . -* *

ALTVAQLMDIGK2LLGRRQVLPAVPHLLNZVQVEATFPDGTKLVTVHDPISCENGNLELA

130 140 150 160 170 180

[ [ [ \ \ \
LFGSLLPVPSLDKFAE-TKEDNRIPGEILCEDECLTLNIGRKAVILKVTSKGDRPIQVGS
LFGSFLPVPSLDKFAE-NKEDNRIPGEIIYGDGSLVLNPGKNAVILKVVSNGDRPIQVGS
LYGSFLPVPSLDKFAE-SKEEHKIPGEIICADGRLTLNPGRKAVFLKVVNHGDRPIQVGS
LFGSFLPVPSLDKFTE-NEEDHRTPGEIICRSENLILNPRRNAIILRVVNKGDRPIQVGS
LHGSFLPVPPQEKFP--VIEDSKIPGOMCFGGGLIVLNPQRKAVILKVTNTGDRPIQVGS
LHGSFLPVPSLDKFPE-VHEGVIIPGDMKYGDGSIIINHGRKAVVLKVVNTGDRPVQVGS
LHGSFLPVPSLEKEFS--SVGVDDFPGEVRFCSGHIVLNLHRRALTLKVVNKADRPIQIGS
LLGSFLPKPSEKAFPPATKEKTPAPGEVRTSKDSLELLAGRPKRKLKVTNTCDRPIQVGS
* **:‘k‘k *. * **:: *:*.. ‘k**:‘k:**

L2GSFLPVPSLDKF2EA4KED2RIPGEIICGDGSLVLNPGRKAVILKVVNZGDRPIQVGS

190 200 210 220 230 240

\ \ \ \ \ \
HYHFIEVNPYLTFDRRKAYGMRLNIAAGTAVRFEPGDCKSVTLVSIEGNKVIRGGNATIAD
HYHFIEVNPYLTFDRRKAYGMRLNIAAGNATRFEPGECKSVVLVSIGGNKVIRGGNNIAD
HYHFIEVNPYLTFDRRKAYGMRLNIAAGDSVRFEPGDHKTVNLVSIGGNKIIRGGNAIAD
HYHFIEVNPYLTFDRRKAYGMRLNIAAGNATRFEPGECKSVVLVSIGGNKVIRGGNNIAD
HYHFIEVNPSLIFDRMKALGMRLNIPAGAATRFEPGETRSVVLIGISGKKVIRGGNATIAD
HYHFIEVNPLLVFDRRKALGMRLNIPAGTAVRFEPGERKSVVLVNIGGNKVIRGGNGIVD
HYHFIEANPYLVFDRQRAYGMRLNIPAGTAVRFEPGDAKTVTLVSIGGRKVIRGGNGIAD
HFHLIEANRFLTFDRRRAYGARLAIPSGTAVRFEPGESKTVNMVNIAGNRVVKGGNNLVN

Kook kK K Kk okkk ok Kk kk Kk ok Lkkkkk e ek ee ok ok ee s e kkK

HYHFIEVNPYLTFDRRKAYGMRLNI2AGTAVRFEPGECKSVVLVSIGGNKVIRGGN2IAD

250 260 270 280 290 300

\ \ \ \ \ \
GPVNETNLEAAMHAVRSKGFGHEEEKDASEGFTKEDPNCPENTFIHRKEYANKYGPTTGD
GPVNDSNCRAAMKAVVTRGFGHVEEENAREGVTG--EDYSLTTVISREEYAHKYGPTTGD
GPVNEANCKAAMEIVCRREFGHKEEEDASEGVTTGDPDCPFTKAIPREEYANKYGPTIGD
GPVNDSNCRAAMKAVVTRGFGHVEEENAREGVTG--EDYSLTTVISREEYAHKYGPTTGD
CPVDDAKVMTLMGALSEGGFGHLEEPNPREGVVG--EESCFSFSMTHEEYANMFGPTTGD
GLVDDVNWTVLMETMERRGFKHLEDIDASEGIAG--EDPRFTTMISREKYANMYGPTTGD
GAVNRSQLNEVMEKVIANGFGHEDYPDSSEGIIG---DGTHDYSVDHEKYASMYGPTTGD
GPATADRLDEVMKRVIDGGFGHVDADDLGEGEPL-=-=————-— MIPRHKYAHMYGPTIGD

* . EE . * K s LKk skkk kK

GPVNDSNZRAAMZAVZZRGFGHVEEEDASEGVTGZDED22FTT3ISREEYANZYGPTTGD



CANENS 1

GLYMAX EMBR
CANENS JBUREIIB
GLYMAX UBI
SOLTUB 1

ARATHA

ORYSAT

0STLUC

Prim.cons.

CANENS 1

GLYMAX EMBR
CANENS JBUREIIB
GLYMAX UBI
SOLTUB 1

ARATHA

ORYSAT

0STLUC

Prim.cons.

CANENS_1

GLYMAX EMBR
CANENS JBUREIIB
GLYMAX UBI
SOLTUB_1

ARATHA

ORYSAT

0STLUC

Prim.cons.

CANENS_1

GLYMAX EMBR
CANENS JBUREIIB
GLYMAX UBI
SOLTUB_1

ARATHA

ORYSAT

0STLUC

Prim.cons.

CANENS_1

GLYMAX EMBR
CANENS JBUREIIB
GLYMAX UBI
SOLTUB_1

ARATHA

ORYSAT

0STLUC

Prim.cons.

CANENS_1

GLYMAX EMBR
CANENS JBUREIIB
GLYMAX UBI
SOLTUB_1

ARATHA

ORYSAT

0STLUC

Prim.cons.

310 320 330 340 350 360

\ \ \ \ \ [
KIRLGDTNLLAEIEKDYALYGDECVEFGGGKVIRDGMGQSCGHPPAISLDTVITNAVIIDY
KIRLGDTDLFAEIEKDFALYGDECVFGGGKVLRDGMGQSCGDPPAISLDTVITNAVIIDY
KIRLGDTDLIAEIEKDFALYGDESVFGGGKVIRDGMGQSSGHPPAMSLDTVITSAVIIDY
KIRLGDTDLFAEIEKDFAVYGDECVFGGGKVIRDGMGQSSGHPPEGSLDTVITNAVIIDY
RIRLGDTDLFAEIEKDFGIFGDECVFGGGKVLRDGMGQACGYPPADCLDTVITNAVVIDY
KLRLGDTNLYARIEKDYTVYGDECVFGGGKVLREGMGQGIEQAEALSLDTVITNSVIIDY
KIRLGDTDLFAEIEKDYAIYGDECIFGGGKVLRDGMGQSAGYPASDCLDTVVTNAVVIDY
RVRLGDTNLYITPERDLTMKGEESKFGGGKTLREGMSQQAGVGDADSLDTIITNALIVDH

***** * * * . K. * ***** * ** * *** .- K -...*.

KIRLGDTDLFAEIEKDFALYGDECVFGGGKVLRDGMGQSCGHPPADSLDTVITNAVIIDY

370 380 390 400 410 420

[ [ [ \ \ His407 |
TGIIKADIGIKDGLIASIGKAGNPDIMNGV--FSNMIIGANTEVIAGEGLIVTAGAIDC
SGIIKADIGIKDGLIVSIGKAGNPDIMDDV--FFNMIIGANTEVIAGEGLIVTAGAIDC|
TGIIKADIGIKDGLIASIGKAGNPDIMNGV--FPNMIIGVNTEVICGEGLIVTAGGIDC
TGIIKADIGIKDGLIISTGKAGNPDIMNDV--FPNMIIGANTEVIAGEGLIVTAGAIDC
TGIFKCDIGIKDGHIVSLCKAGNPDIMD—-——--— SDAIIGVNTEVIAGEGMIVTAGAIDC
SGIYKADIGIKNGHIVGIGKAGNPDTMHGV--QNNMLIGNKTEVIAGEGMIVTAGAIDC
TGIYKADIGINGGLIVAIGKAGNPDVMDMDGVNEEMIVGVNTEVIAAEGMIVTAGGIDC
SGIYKADIGIKDGHIVGIGHGGNPDVADVT---PGMVVGVNTEAIAAEGCIVTAGALDT

** * **** * * . **** --* ** * ** ***** * *

TGIIKADIGIKDGLIVSIGKAGNPDIMDGVGVFPNMIIGVNTEVIAGEGLIVTAGAIDCH

430 440 450 460 470 480

His409 | \ \ \ \ [
YICPQLVYEAISSGITTLVGGGTGPAAGTRATTCTPSPTQMRLMLOQSTDDLPLNFGET
YICPQLVDEAISSGITTLVGGGTGPTAGTRATTCTPAPSQMKLMLOQSTDDLPLNFGET
YICPQSLDEAISSGITTVVGGGTGPTDGSRATTCTPAPTQMKLMLQSTDDIPLNFGET
FICPQLVYDAVTSGITTLVGGGTGPADGTRATTCTPAPNQMKLMLOSTDDMPLNEGET
FICPQLAYEAISSGITTMVGGGTGPAHGTRATTCTPGHVHMELMLQSTDEIPLNEFGET
FICPQLVYEAVSSGITTMVGGGTGPAYGTRATTCTPSPFDMKLMLOSTDSLPLNEGET
FICPQLAEEAIASGITTLVGGGTGPAHGTCATTCTPSPSHMKLMLOSTDELPINMGET
IHYICPQLCTEAVASGITTLLGGGTGPASGTCATTCTPSAAHMQFMLETTDALPLNFAFT

ek e kKKK ek e s hkhkAk Ak e e kAKX A Ak e Ko KAAAkK K ekKk e e kk koK kK

VH2ICPQLVYEAISSGITTLVGGGTGPA3GTRATTCTPSP2QMKLMLQSTDDLPLNEGET

490 500 510 520 530 540

| | Lys490 | \ | His519 |
GKGSSSKPDELHEIIKAGAMGLELHEDWGSTPAAIDNCLTIAEHHDIQINIHTDTLNEAG
GKGSSSKPDELHDIIKAGAMGLELHEDWGSTPAAIDSCLTVADQYDIQINIHTDTLNEAG
GKGSGSHPDELHEI IKAGAMGLELHEDWGCTPAAIDNCLAVAEQHDIQVNIHTDTVNESG
GKGNSAKPDELHEI IRAGAMGLELHEDWGTTPAAIDSCLTVADQYDIQVNIHTDTLNESG
GKGNSSKADGLHEIIKAGAMGLELHEDWGTTPAAIDMCLTVADQYDIQVNIHTDTLNESG
GKGNTAKPLELRHIVEAGAMGLELHEDWGTTPAAIDNCLAVAEEYDIQVNIHTDTLNESG
GKGNTTKPDGLAEI IKAGAMGLELHEDWGSTPAAIDNCLSVAEAFDIQVNIHTDTLNESG
GKGNTASPEGLHEIIKAGAVGMELHEDWGTTPAAIDNCLTIAEEYDVAVTIHTDTLNESC

*kKk . ko ke kkkokokkkkhkkk hhkkkkhkk kkhkooko ke o kkkkkokk.

GKGNSSKPDELHEIIKAGAMGLKLHEDWGTTPAAIDNCLTVAEQYDIQVNIHTDTLNESG

550 560 570 580 590 600
\ His545 | [ [ [

FVEHSIAAFKGRTIHTYHSEGAGGGHAPDIIKVCGIKNVLPSSTNPTRPLTSNTIDEHLD
FVEHSIAAFKGRTIHTYBSEGAGGGHAPDIIKVCGMKNVLPSSTNPTRPLTLNTIDEHLD
FVEHTIAAFNGRTIHTYBSEGAGGGHAPDITIKVCSMKNVLPSSTNTTRPLTSNTVDEHLD
FVEHTIAAFKGRTIHTYHSEGAGGGHAPDIIKVCGEKNVLPSSTNPTRPYTHNTIDEHLD
FVEHTIAAFKGRTIHTYHSEGAGGGHAPDIIKVCGVKNVIPSSTNPTRPFTLNTVDEHLD
FVEHTINAFRGRTIHTYBSEGAGGGHAPDITIRVCGVKNVLPSSTNPTRPYTKNTVDEHLD
CVEHTIAAFKDRTIHTYBSEGAGGGHAPDITIKVCGVKNVLPSSTNPTRPFTLNTVDEHLD
CVEKSIEAFKGRTIHTYHSEGAGGGHAPDITIKVCGEKMVLPSSTNPTRPYTKNTVDEHLD

*k e ok Kk Kk hk Ak kA kA Ak A Ak A kA hkAKhk o kK Kk kekhkkkhk Akhkk K Khkokkkhk

FVEHTIAAFKGRTIHTYHSEGAGGGHAPDIIKVCGVKNVLPSSTNPTRP2TLNTVDEHLD

610 620 630 640 650 660

| | | | Asp633 | |
MLMVCHHLDREIPEDLAFAHSRIRKKTIAAEDVLNDIGAISIISSBSQAMGRVGEVISRT
MLMVCHHLNREIPEDLAFACSRIREGTIAAEDILHDIGAISIISSBSQAMGRVGEVISRT
MLMVCHKLNREIPEDLAFASSRVREQTIAAEDILHDIGGISIISSBAQAVGRIGEVISCT
MLMVCHHLNKNIPEDVAFAESRIRAETIAAEDILHDKGAISIISSBSQAMGRIGEVISRT
MLMVCHHLCKNSREDVAFAESRIRAETIAAEDILHDMGAISIISSBSQAMGRIGEVICRT
MLMVCHHLDKNIPEDVAFAESRIRAETIAAEDILHDMGAISIISSBSQAMGRIGEVISRT
MLMVCHHLDRNIPEDVAFAESRIRAETIAAEDILHDMGAISIISSBSQAMGRIGEVITRT
MLMVCHHLDPEIPEDVAFAESRIRAETIAAEDVLHDMGALSIMASBSQAMGRVGEVIRRT

kokk ok ok ok ok . kk e kkKk KKk oKk hkkkhkk ok ok Kk okkookkokkokk o kkkk *

MLMVCHHLDRZIPEDVAFAESRIRAETIAAEDILHDMGAISIISSDSQAMGRIGEVISRT
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670 680 690 700 710 720
[ [ [ \ \ [

CANENS_l WQTADKMKAQTGPLKCD————— SSDNDNFRIRRYIAKYTINPATANGESQYVGSVEVGKL
GLYMAX EMBR WQTANKMKVQRGPLOPG-—---— ESDNDNFRIKRYIAKYTINPAIANGFSQYVGSVEVGKL
CANENS JBUREIIB WQTADKMKAERGPLQPD----- GSDNDNFRIKRYIAKYTINPAIVNGISQYVGSVEVGKL
GLYMAX UBI WQTADKMKSQRGPLOP-————— GEDNDNFRIKRYVAKYTINPAIANGLSQYVGSVEAGKL
SOLTUB_l WQTAHKMKLFRGPLDID-———- GSDNDNFRIKRYIAKYTINPAIANGISQFVGSVEVGKL
ARATHA WQTADKMKAQRGAIDPN----- MADDDNSRIKRYIAKYTINPATANGFADLIGSVEVKKL
ORYSAT WQTANKMKRQRGRLPISSSPDAAEDNDNFRIRRYIAKYTINPAIVNGESDFVGSVEVGKL
OSTLUC WQTAHSNKEQRGFLEEDAN————SGADNVRVKRYVAKYTINPAIAHGMSHKVGSLEVGKF
**** . * * . * * * ** ********* :*“' ** * *-
Prim.cons. WQTADKMKAQRGPLQPDZZPDAGSDNDNFRIKRYIAKYTINPAIANGFSQYVGSVEVGKL
730 740 750 760 770 780
\ \ \ \ \ \
CANENS_l ADLVMWKPSFFGTKPEMVIKGGMVAWADIGDPNASIPTPEPVKMRPMYGTLGKAGGALST
GLYMAX EMBR ADLVMWKPSFFGAKPEMVIKGGVVAWADMGDPNASIPTPEPVKMRPMFGTLGKAGGALST
CANENS JBUREIIB ADLVIWKPSFFGAKPDIVIKGGSIAWADMGDPNGSIPTPEPVLMRPMYGTLGKAGSALST
GLYMAX UBI ADLVLWKPSFFGAKPEMVIKGGEVAYANMGDPNASIPTPEPVIMRPMFGAFGKAGSSHST
SOLTUB_l ADLVVWKPSFFGAKPEMVIKGGVIAWSNMGDPNASIPTPEPVTMRPMFGAFSKAASSNST
ARATHA ADLVIWQPAFFGAKPEMIIKGGNIAWANMGDANASIPTPEPVISRPMEFGAFGKAGSENSV
ORYSAT ADLVIWKPSFFGAKPEMVIKGGAIACANMGDPNASIPTPEPVMMRPMFGAFGGAGSANST
OSTLUC ADVVIWKPAFFGAKPEIVVKGGQIAWAQMGDPNASIPTPEPVIMRGMFGALKPG——KTCI
KK . * * * *** ** R . kKK :* I . kK * ******** K k. * .
Prim.cons. ADLVIWKPSFFGAKPEMVIKGGVIAWANMGDPNASIPTPEPVIMRPMFGA2GKAGSA2SI
790 800 810 820 830 840
\ \ \ \ \ \
CANENSil AFVSKAALDQRVNVLYGLNKRVEAVSNVRKLTKLDMKLNDALPEITVDPESYTVKADGKL
GLYMAX EMBR AFVSKAAVDQRVHALYGLNKRVEAVGNVRKLTKLDMKLNDSLPQITVDPDNYTVTADGEV
CANENS_ JBUREIIB AFVSKAALDLGVKVLYGLNKRVEAVSNVRKLTKLDLKLNNSLPEITVCPETETVTVDGQA
GLYMAX UBI AFVSKAALDEGVKASYGLNKRVEAVKNVRKLTKRDMKLNDTLPQITVDPETYTVTADGEV
SOLTUBfl AFVSKAALDAGIKDSYRLNKRVEAVTNVRNISKLDMKLNDALPDIKVDPETYTVTADGTA
ARATHA AFVSKAALRKGVKELYGLKKRVVAVSNVRQLTKLDMKLNDALPEITVDPETYVVTANGEV
ORYSAT AFVSKAAKEAGVAVQYKLGKRVEAVGRVRGLTKLNMKLNDALPKIDVDPETYTVTADGEV
OSTLUC AFVSAAAAAADVGAEYGLNKRVEAVVKCRGLSKDDMVLNNACPRIEVDPETYEVRADGVV
L S . * k kkk **.*::* ] **:****_:*.:*
Prim.cons. AFVSKAALDAGVKZLYGLNKRVEAVSNVRKLTKLDMKLNDALPEITVDPETYTVTADGEV
850
\
CANENSil LCVSEATTVPLSRNYFLF
GLYMAX EMBR LTSFATTFVPLSRNYFLF
CANENS_JBUREIIB LSSEAVTTLPLSONYFIF
GLYMAX UBI LTCTAAKTVPLSRNYFLF
SOLTUBfl LTCPPATTVPLSRNYFLF
ARATHA LTCAPADSVPLSRNYFLF
ORYSAT LRCQPTPTVPLSRNYFLF
OSTLUC LKSQPAQELPLARRYFIV
**:: **:.
Prim.cons. LTCQPATTVPLSRNYFLF
Dados do alinhamento das seqiiéncias completas: Dados do alinhamento da regido do
Comprimento do alinhamento: 858 peptideo, destacada em amarelo:
Idénticos (*): 376 ou 43.82 % Comprimento do alinhamento : 92
Fortemente similares (:): 166 ou 19.35 % Idénticos (*) : 26 ou 28.26 %
Fracamente similares (.): 67 ou 7.81 % Fortemente similares (:) : 14 ou 15.22 %
Diferentes: 249 is 29.02 % Fracamente similares (.) : 5 ou 5.43 %
Seqgiiéncia 0001: CANENS 1 (840 residuos). Diferentes : 47 ou 51.09 %

Seqgiiéncia 0002: GLYMAX EMBR (838 residuos).
Seqiiéncia 0003: CANENS JBUREIIB (840 residuos).
Seqgitiéncia 0004 : GLYMAX UBI (837 residuos).
Seqgiiéncia 0005 : SOLTUB_l (834 residuos).
Seqiiéncia 0006 : ARATHA (838 residuos).
Seqgiiéncia 0007 : ORYSAT (843 residuos).
Seqgiiéncia 0008 : OSTLUC (840 residuos).



Figura 6: Alinhamento multiplo de seqtiéncias de aminoacidos de ureases oriundas de fungos e de C. ensiformis, para

comparagéo. Coédigos dos organismos de acordo com a Tabela 1.
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TDDARAANQLQQEAEATNAEESDETGDDDLAAEPPREPTPPRSGKRRRSEVKSTPKQAET

34



ASPCLA
ASPFUM

ASPTER

NEUCRA

AJECAP

COCPOS

NEOFIS

SCHPOM

CRYNGR

CRYNNE

AGABIS

CANENS 1

CANENS JBUREIIB

Prim.cons.

ASPCLA
ASPFUM
ASPTER
NEUCRA
AJECAP
COCPOS
NEOFIS
SCHPOM
CRYNGR
CRYNNE
AGABIS
CANENS 1
CANENS JBUREIIB

Prim.cons.

ASPCLA
ASPFUM
ASPTER
NEUCRA
AJECAP
COCPOS
NEOFIS
SCHPOM
CRYNGR
CRYNNE
AGABIS
CANENS 1
CANENS JBUREIIB

Prim.cons.

ASPCLA
ASPFUM

ASPTER

NEUCRA

AJECAP

COCPOS

NEOFIS

SCHPOM

CRYNGR

CRYNNE

AGABIS

CANENS 1

CANENS JBUREIIB

Prim.cons.

——————————————————————————————————————————————————— MHLIPKEVR
ETTKRAKKKRLYYGVMKSGVISPPAANQRPNGPYQLISAVWPTNPPSFLFSLLIPVAGPL

DRDLLPTTYIHIHIHSKVSTNHFAPAAGQARHLATIGISRPASSCARCAAQSCRGSGMDFP
AVVCGVRRLLLLLLLPSLSLSLFRFRRLLRFFFSSSPLLLEPQPCRVRGDIWFLATFLPQ

3VDC3V3R333333L333S333F333A33333L33333333333AR333353335333P3

430 440 450 460 470 480

[ [ [ \ \ [
-MHLVPKELDKLVISQLGFLAQRRLARGVRLNHAEAVALISSNIHELIRDGHYSVADLMS
LFSLRDPLRRLIEANSRPGSHLVESARGIFPTSELEAGYHGAYSQQOLIRDGHYSVADLMS
DRTLYLTRLDKLAISQLGFLAQRRLARGVRLNHAEAVALISSNLQELIRDGHYSVADLMS
—-MHLIPKELDKLAISQLGFLAQRRLARGIKLNHSEATALIANNLQELIRDGNHTVADLMA
OMQLVPRELDKLVTSQLGFLAQRRLARGVRLNHAEATALIASNIQELIRDGHHTVADLMA
-MQLVPREIDKLTISNLGFLAQRRLARGVRLNHAEATALIAS-NLOLIRDGNNSVADLMT
-MHLIPRELDKLTIAHFGNLAQRRLSRGIRLNHAEAAALISSVLHELIRDGHYAVADLMA
——-MQPRELHKLTLHQLGSLAQKRLCRGVKLNKLEATSLIASQIQEYVRDGNHSVADLMS
-MHLLPRETDKLILTTLGTLAQRRLARGLILNRAETIALISSQLQEFVRDGRHSVAELMD
~MHLLPRETDKLIVTTLGTLAQRRLARGLILNRAETIALISSQLQEFIRDGRHSVAELMD
-MRLLPREEAKVLLHQVGFIAQKRLARGVKLNKTEAVALIASVLQERIRDGRHSVAELMQ
—MKLSPREVEKLGLHNAGYLAQKRLARGVRLNYTEAVALIASQIMEYARDGEKTVAQLMC
—MKLSPREVEKISLHNAGFLAQKRLARGVRLNYSESVALIASQILEHARDGEKTVAQLMS

* Kk . . * kK ek Kk oo kK

3MHL2PRELDKLT2SQLGFLAQRRLARGVRLNHAEAVALIASQLQELIRDGHHSVADLMS
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ASPCLA
ASPFUM
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Prim.cons.

490 500 510 520 530 540

[ [ [ \ \ [
IGKTMLGRRHVLPSVVHSLVELQVEGTFLTGTYLVTVHHPISSDDGDLEKALYGSFLPVP
IGKTMLGRRHVLPSVVHTLVELQVEGTFPTGTYLVTVHHPISSDDGDLEKALYGSFLPIP
IGKTMLGRRHVLPSVPFTLIELQVEGTFPTGTYLVTVHHPISSDDGDLEKALYGSFLPVP
LGATMLGRRHVLPEVTSTLHEIQVEGTFPSGTYLVTVHNPISSDDGDLARALYGSFLPIP
IGKMMLGRRHVLPSVTSTVHEVFVEGTFPSGTYLVTIHEPISTEDGDLEKALYGSFLPVP
IGKEMLGRRHVLPSVVATLKQVQVEGTFPTGTNLITVVNPVCSDDGDLEKALYGSFLPVP
LGRSILGRRHVLPSVWEFTLRQLOIEGTFPTGTYLVTVQHPIANEEGDLAKALYGSGLPVP
LGKDMLGKRHVQPNVVHLLHEIMIEATEFPDGTYLITIHDPICTTDGNLEHALYGSFLPTP
LGKKMLGRRHVRKGVPESIHTIQVEGTEFPDGVFLVTVDDPISSDDGDLNNAFYGSFLPIP
LGKKMLGRRHVRKGVPESIHTIQVEGTFPDGVFLVTVDDPISSDDGDLNNAFYGSFLPIP
HGKKILGRRHVLPDVPALLHEIQVEGTFLDGVFLVTVHQPICTEDGDLEAALYGSFLPIP
LGQHLLGRRQVLPAVPHLLNAVQVEATFPDGTKLVTVHDPISRENGELQEALFGSLLPVP
IGKHLLGRRQVLPAVPHLLNIIQVEATLPNGTKLVTVHDPIANENGDLEEALYGSFLPVP

* ** * * * . * * * * . * *‘ * * * . ** *x Kk

2GKTMLGRRHVLPSVPHTLHEIQVEGTFPZGTYLVTVHDPISSDDGDLEKALYGSFLPVP

550 560 570 580 590 600

[ [ [ \ \ [
PAD--AFPDPNPEDYRPEKMPGAVLPLKE-—---- ERITLSEGRKRIRLKVTSKGDRPIQV
PAD--TFPDPNPDDYLPEKMPGAVLPVKN—-—---— ERITLNDGRKRIRLKVMSKGDRPIQV
PSD--AFPDPKPEDYELEKMPGAVIPVKN-—-—-—--— ERITLNAGRKRIKLKVMSKGDRPIQV
PNDDSVFPLPPAAAYEASKQPGAVVCVKE-—-——--— AKVKLNEGRKRIRLRVTSKGDRPIQV
SKD--IFPDPDPEDYHPLKMPGAVIPVKQ-—-—--— SRIMLNEGRKRISLKVTSKGDRPIQV
PKE--TFPDPDPDDYQPEKMPGAVIPLKTS----KKIELNAGRNRIMLKVTSRGDRPIQV
PSD--PFPSSDPADYDEEKAPGAIVLLKGEDGKPVPITLNEGRTRRCLEVTNCGSRPIQV
SQE--LFPLEEEKLYAPENSPGFVEVLEG-—----— EIELLPNLPRTPIEVRNMGDRPIQV
SAD--VFPAAPEP---ADTLLGALICRKE------ TVKINASRRRFRLEVKNAGDRPVQV
SAD--VFPAAPEP---ADTLLGALICRKE------ PIKINASRRRFKLEVKNAGDRPIQV
POD--DFPVAPDSDYLPEKTAGAIIPKQE-—-—-——-— DIVLNQGRERIRLRITNTGDRPIQV
SLD--———-— KFAETKEDNRIPGEILCEDE--—-——--— CLTLNIGRKAVILKVTSKGDRPIQV
SLD-=--—--- KFAESKEEHKIPGEIICADG---—---— RLTLNPGRKAVFLKVVNHGDRPIQV

* . . * kK ek Kk

PADDSVFPDPPPEDYEPEKMPGAVIPZKEZDGKPERITLNZGRKRIRLKVTSKGDRPIQV

610 620 630 640 650 660

\ \ \ \ \ \
GSHYHFIETNPQLHFDRLRAYGYRLDIPAGTSVRFEPGDTKTVTLVEIAGHRIIKGGNCL
GSHYHFIETNPQLHFDRLRAYGYRLDIPAGTSVRFEPGDTKTVTLVEIAGNRITIKGGNSI
GSHYHFIETNPQLHFDRLRAYGYRLDIPAGTSVRFEPGDTKTVTLVEIAGNRVIKGGNEF I
GSHYHFIETNPQLEFDRARAYGYRLDIPAGTSVRFEPGDTKTVTLVEIGGNKVIRGGNNL
GSHYHFIEVNPHLDFDRLRSYGYRLDIPAGTAIRFEPGDSKTVTLVEIGGNKVIHGGNFL
GSHYHFIEVNPQLDEFDRAKAYGYRLDIPAGTSIRFEPGATKAIPLVEIGGKRIIRGGNHI
GSHYHFIETNPKLLENRIHSYGYRLDKPAGASVRFEPGEKKVVNLVKIAGHKIIQGGNWI
GSHYHFIETNEKLCEFDRSKAYGKRLDIPSGTAIRFEPGVMKIVNLIPIGGAKLIQGGNSL
GSHYHFLETNPALIFDRLLSYGYHLDIPAGTAVRFEPGEKKTVTMVEFGGKKIFHGGSGL
GSHYHFLETNPALIFDRLLSYGYHLDIPAGTAVRFEPGEKKTVTMVEFGGKKIFHGGSGL
GSHYHFIETNRALSFDRLKSYGKRLDIAAGTAVRFEPGDTKAVTLVSISGNKVISGGNSL
GSHYHFIEVNPYLTEFDRRKAYGMRLNIAAGTAVRFEPGDCKSVTLVSIEGNKVIRGGNATL
GSHYHFIEVNPYLTEFDRRKAYGMRLNIAAGDSVRFEPGDHKTVNLVSIGGNKIIRGGNATL

KKk KKK K . * * K K. * ** -*- -* . ***** * . .. L R **

GSHYHFIETNPQLHFDRLZAYGYRLDIPAGTSVRFEPGDTKTVTLVEIGGNKIIRGGNSL

670 680 690 700 710 720

\ \ \ \ \ \
ASGKVEVSRAEEIMQRLQVDGFAHIPEPLS-———-——— ANAAPIAPFTMDREAYARMEGPTT
ASGKVDISRAEEILQRLOQVEGFAHVPEPAPT-———-— ADSALIAPFTMDREAYARMEFGPTT
ASGKVDLARAEEIMQRLOQVEGFAHTPDPTA-————--— DAALVEPFTMDREIYARMFGPTT
ASGKLDLTRAEEITIAKLQKAGFAHAPEEPVGD----AAAFISEPFTMDRRAYAVMFGPTV
ASGKVDLTRADEILERLQKAGFAHTPEPAS-—————-—— GITHIDPHSMDRESYMRMFGATT
AVGQVDFRRVDEIIMRLOQKAGFAYTPEPKQ-—————— DAHLIEPFSMTREAYARMFGPTT
APGKVDQGKIREIEERLRSKEFCHDGRPVR-—-————--— LPAPDPCVMEREKYCEMFGPTE
SKGVFDDSRTREIVDNLMKQGFMHQPESPLN--——~— MPLQSARPFVVPRKLYAVMYGPTT
GNGSFDENLRETKVKEMVEKVGFGHKEQEK-——-—-———— IEEGPVTEMNREVYASMFGPTT
ASGSFDENLRETKVKEMVEKGGFGHKDQEK-——————— VEEGPTTEMNREVYASMEFGPTT
ASGHIGTFRSEVLLEDILRRDFAHVSEPGA-—-————--— LEVMEDTKIGRETYISMYGPTV

ADGPVNETNLEAAMHAVRSKGFGHEEEKDASEGFTKEDPNCPENTFIHRKEYANKYGPTT
ADGPVNEANCKAAMEIVCRREFGHKEEEDASEGVTTGDPDCPFTKAIPREEYANKYGPTI

* . * * * *

ASGKVDE2RAEEIMERLQKKGFAHTPEP4ASEG2TZADAZLIEPFTMDREAYARMFGPTT
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AGABIS
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Prim.cons.

730 740 750 760 770 780

\ \ \ \ \ [
GDLVRLGLTNLWIRVEKDYT---VYGDECAFGGGKTIREGMGQASERSEK-—-——- ECLDT
GDLVRLGLTNLWVRVEKDCT---VYGDECAFGGGKTLREGMGQSSERSAT-——-~— ECLDT
GDLVRLGLTNLWVRVEKDYT---MYGDECSFGGGKSLRDGMAQASGRSSK-——-— DCLDT
GDMVRLGATDLWIKVEKDYT---VYGDECKFGGGKTLREGMGQATGRSDE-—-——— ETLDM
GDLIRLGSTDLWIKVEKDLT---SFGDECTFGGGKTLREGMGQASGRCSD--——- DVLDT
GDVVKLGTTDLWIKVEKDLT---YYGDECSFGGGKTIRDGMGQATGRHSV-———-~— DVLDT
GDLVRLGLTNLWVEVERDCRKSKYYGDECNFGGGKTIRDGMGOTSNGSSGGGKGYTCADT
NDKIRLGDTNLIVRVEKDFT---EYGNESVFGGGKVIRDGTGQSSSKSMD---—-— ECLDT
GDKIKLADMDLWIEVEKDYT---VYGDECKFGGGKVIRDGGGQASGRHDH---—-- EVLDL
GDKIKLADMDLWIEVEKDYT---VYGEECKFGGGKVLRDGGGQASGRHEH--—-~— EVLDL
GDRVRLGDTELWIEVEHDET---VYGDEVKFGGGKVIREGMGQATNRSSN-——-~— ETLDL
GDKIRLGDTNLLAEIEKDYA---LYGDECVFGGGKVIRDGMGQSCGHPPAIS——---— LDT
GDKIRLGDTDLIAEIEKDFA---LYGDESVFGGGKVIRDGMGQSSGHPPAMS———--— LDT

* --* -* * * * * * Kk Kk Kk Kk * * *- *

GDZVRLGDTZLWIEVEKDYTKSKVYGDECKFGGGKZIRDGMGQASGRSS435KGYECLDT

790 800 810 820 830 840

[ [ [ \ \ [
VITNALIIDWSGIFKADIGIKDGIIVAIGKAGNPDVMDGVHPDMIIGTSTDVIAGENKIV
VITNALIIDWSGIYKADIGIKNGLISAIGKAGNPDMMDGVHPDMIVGSSTDVIAGENKIV
VVINALIIDWTGIYKADIGIRNGVIVGIGKAGNPDIMDGVHPDMVVGSSTDVIAGENKIV
VVTNALVVDWTGIYKADIGVKAGVIVGIGKAGNPDVMDGVTPGMIVGSCTDVVAGEGKIT
VITNALIVDWTGIYVADIGIKDGNIVGIGKAGNPDVMDGVYPNMFVGSGTDVISGERNIV
VLVNALIVDWTGIYKADIGLKDGLICGIGKAGNPDMMDGVTPNMIVGSSTDVIACEGKIV
VITNALIIDHSGIFKADIGVKDGKISGIGRAGNPDTMNDIDEGIIIGANTDVIAGENKITI
VITNAVIIDHTGIYKADIGIKNGYIVGIGKAGNPDTMDNIGENMVIGSSTDVISAENKIV
VITNALIVDWTGIYKADIGVKNGIIVGIGKAGNPDMMDGVTDGMIVGSSTEVISGEKLIT
VITNALIVDWNGIYKADIGVKNGIIVGIGKAGNPDMMDGVTDGMIVGSSTEVIAGEKLIT
VITNALIVDWSGIYKADIGVKNGFICGIGKAGNPDVMSNIHPTLVIGSSTEVIAGEKLITI
VITNAVIIDYTGIIKADIGIKDGLIASIGKAGNPDIMNGVEFSNMIIGANTEVIAGEGLIV
VITSAVIIDYTGIIKADIGIKDGLIASIGKAGNPDIMNGVEFPNMIIGVNTEVICGEGLIV

ke Kook k% kkkk oo K Kk kkekkkkk K . Lok koo ke * *

VITNALIIDWTGIYKADIGIKZGLIVGIGKAGNPD2MDGV2PNMIVGSSTDVIAGENKIV

850 860 870 880 890 900

His407 | His409 \ [ | | |
TAGGFDTHVHFICPQQVEEALASGVTTFLGGGTGPTTGTNATTCTPGSTHMROMIQACDR
TAGGFDTHIHFICPQQVDEALASGITTFLGGGTGPSTGINATTCTPGPTLMROMIQACDG
TAGGFDTHIHFICPQQVDEALASGITSMLGGGTGPSTGTINATTCTPGPTHMROMIQATDH
TAGGIDTHIHFICPQQAAEALAAGITTFLGGGTGPSAGTNATTCTPGAHYMRQMLQACDS
TAGGIDTHIHLITPDQVQEALASGVTTMLGGGTGPSTGTNATTCTPGPNHMKNIIQACDG
TAGGIDTHVHFICPQOVEEALASGVITLLGGGTGPTEGSNATTCTPAPNQFKTMMQACDH
TAGGIDTHIHFLDPGQVMEGLCNGLTTFLGGGTGPSTGSNATTCTPGPENIKRMIQACDD
TYGGMDSHVHFICPQQIEEALASGITTMYGGGTGPSTGTNATTCTPNKDLIRSMLRSTDS
TAGRLD YISPQLMTEALASGITTVIGGGTGPADGSNATTCTSSSFYMONMIKATDT
TAGALD YICPQLMTEALASGITTVVGGGTGPADGSNATTCTSSSFYMONMIKATDT
TAGGIDTHIHFICPQLVDEALASGLTTLIGGGTGPSAGINATTCTPSPFYMRHMLAATDG
TAGAIDCHVHYICPQLVYEAISSGITTLVGGGTGPAAGTRATTCTPSPTQMRLMLQSTDD
TAGGIDC YICPQSLDEAISSGITTVVGGGTGPTDGSRATTCTPAPTQMKLMLQSTDD

*  x * * K. K * . * . * ****** * . *****

TAGGIDTHVHFICPQQVDEALASGITTFLGGGTGPSTGTNATTCTPGPTYMRQMIQATDZ

910 920 930 940 950 960

\ \ | Lys490 \ \ His519 |
LPINVGITGKGNDCGGQSIEEQILAGAAGLELHEDWGSTPAAIDTCLEMCDKFDVQCMI
LPINVGITGKGNDSGGKSIEEQIRAGAAGLELHEDWGSTPAAIDTCLDMCDKEDVQCMI
LPVNIGITGKGNDCEGLSIEEQIHAGAAGLELHEDWGSTPAAIDSCLOMCDKYDVQCMI
LPLNIGITGKGNDSSPSALREQILAGACGLELHEDWGTTPAAIDSCLTVCDELDVQCLI
LPINFGITGKGNDCQPQSLREQIRAGAAGLELHEDWGCTPAAIDTCLSVCDEYDVQCLI
LPINVGLTGKGNDSGLPSLRDQCRAGAAGLEVHEDWGATPAVIDTCLQVCDEFDIQCLI
LPVNIGITGKGNNSCKEGLEEQILAGAVGLEIHEDWGATPAVIKTCLAVCDEFDVQCMI
YPMNIGLTGKGNDSGSSSLKEQIEAGCSGLELHEDWGSTPAAIDSCLSVCDEYDVQCLI
IPLNFGFTGKGSDSGTNAMRDIIEAGACGLEVHEDWGATAEVIDRALSMADEYDVQINL
VPLNFGEFTGKGNDSGTNALRDVIEAGACGLEVHEDWGATPEVIDRALSIADEYDVQVNL
LPMNFGFTGKGNDAGPTAIEEIVRAGASGLELHEDWGTTPAAIRNCLDVADKYDVQVTI
LPLNFGFTGKGSSSKPDELHEITKAGAMGLELHEDWGSTPAAIDNCLTIAEHHDIQINT
IPLNFGFTGKGSGSHPDELHEIIKAGAMGLELHEDWGCTPAAIDNCLAVAEQHDIQVNI

* * * **** . ** KKK . ***** * * * . . * * .o K

LPLNFGITGKGNDSGP4SL2EQIRAGAAGLKLHEDWGSTPAAIDTCLSVCDEYDVQC3IH
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970 980 990 1000 1010 1020
| | His545 | | |
TDTLNESGFVEQTIKAFKNRTIHTYHTEGAGGGHAPDIISVVEHPNVLPSSTNPTRPFTM
TDTLNESGFVEQTVKSFKNRTIHTYHTEGAGGGHAPDIISVVEHPNVLPSSTNPTRPFTM
TDTLNESGFVEQTIQAFKNRTIHTYHTEGAGGGHAPDIIRVVEHANVLPSSTNPTRPFTM
TDTLNESGFVESTIAAFAGRTIHTYHTEGAGGGHAPDIISVVEHPNVLPSSTNPTRPFTR
TDTLNESGFVEQSIQAFKGRAIHTYHTEGAGGGHAPDIISAVQFPNVLPSSTNPTRPFTL
TDTLNESGFVEQTINAFKNRVIHTYHTEGAGGGHAPDIISVVEKPNVLPSSTNPTRPYTV
TDTMNESGFVDQTLEAIGDRVIHTYHTEGAGGGHAPDIIRVVEHSNVLPASTNPTRPYTL
TDTLNESSFVEGTFKAFKNRTIHTYHVEGAGGGHAPDIISLVONPNILPSSTNPTRPFTT
SDTLNESGYVESTLAAIKGRTIHSYHTEGAGGGHAPDIIVVCEYENVLPSSTNPTRPYAV
SDTLNESGYVESTLAAIKGRTIHSYHTEGAGGGHAPDIIVVCEYENVLPSSTNPTRPYAV
TDTLNESGFVESTIEAFGGRTIHTYHTEGAGGGHAPDIIVVCGONNVLPSSTNPTRPYAK
TDTLNEAGFVEHSIAAFKGRTIHTYHSEGAGGGHAPDIIKVCGIKNVLPSSTNPTRPLTS
TDTVNESGFVEHTIAAFNGRTIHTYHSEGAGGGHAPDIIKVCSMKNVLPSSTNTTRPLTS

‘k* ** -*- . .. * ** ** R R R * . ** *** * k k

TDTLNESGFVEQTIAAFKGRTIHTYHTEGAGGGHAPDIISVVEHPNVLPSSTNPTRPFTZ

1030 1040 1050 1060 1070 1080

| | | \ | Asp633 |
NTLDEHLDMLMVCHHLSKNIPEDVAFAESRIRAETIAAEDVLHDIGAISMMSSBSQAMGR
NTLDEHLDMLMVCHHLSKNIPEDVAFAESRIRAETIAAEDVLHDLGAISMMSSBSQAMGR
NTLDEHLDMLMVCHHLSKNIAEDVAFAESRIRAETIAAEDVLHDLGATISMMSSBSQAMGR
NTLDEHLDMLMVCHHLSKNIPEDVAFAESRIRAETIAAEDVLHDLGAISMMSSBSQAMGR
NTLDEHLDMVMVCHHLSKNIREDVAFAESRIRAETIAAEDVLHDLGAISMISSBSQAMGR
NTLDEHLDMVMVCHHLSKDIPEDVAFAESRIRSETIAAEDVLHDTGAISMLSSBSQAMGR
NTVDEHLDMVMVAHHLSKEISEDVSFAESRIRAETIAAEDVLHDKGAISIMSSBSQAMGR
NTLDEELDMLMVCHHLSRNVPEDVAFAESRIRAETIAAEDILODLGAISMISSBSQAMGR
NTLDEHLDMLMICHGLDKSIPEDIAFADSRIRSETVAAEDVLODTGAISMISSBCQAMGR
NTLDEHLDMLMVCHHLDKSIPEDIAFADSRIRSETVAAEDVLODTGAISMISSBCQAMGR
NTLDEHLDMLMVCHHLDKSIPEDLDFAESRIRAETVAAEDVLHDIGAISMISSBSQAMGR
NTIDEHLDMLMVCHHLDREIPEDLAFAHSRIRKKTIAAEDVLNDIGAISIISSBSQAMGR
NTVDEHLDMLMVCHKLNREIPEDLAFASSRVREQTIAAEDILHDIGGISIISSBAQAVGR
**:**.***:*:.* *.:.: **: * * **:* :*:****:*:* *.**::***.**:**

NTLDEHLDMLMVCHHLSKNIPEDVAFAESRIRAETIAAEDVLHDLGAISMISSDSQAMGR

1090 1100 1110 1120 1130 1140

\ \ \ \ \ \
CGEVILRTWNTAHKNKAQRGPLKEDEGTG--—---— ADNFRVKRYISKYTINPATAQGMGHL
CGEVILRTWNTAHKNKAQRGPLKEDEGTG-—-——— ADNFRVKRYISKYTINPATAQGMSHL
CGEVILRTWNTAHKNKEQRGPLPEDEGTG-—-——— ADNFRVKRYISKYTINPATAQGMAHL
CGEVILRTWNTAHKNKLQRGPLPEDQGTGG—----ADNHRVKRYISKYTINPALAQGMSHL
CGEVILRTWNTAHKNKLQRGPLEEDRGTG--—--— ADNFRVKRYISKYTINPAITQGMSHL
CGEVVVRTWNTAHKNKMERGRLKEDEGTD--—-—-— SDNFRVKRYISKYTINPAIAQGMAHT
VGEVILRTWHTAHKMNEQEGQLPEDKKKYPHDARVNNYRVKRYVSKYTINPATAQGMSHL
CGEVISRTWKTAHKNKLQRGALPEDEGSG--—--- VDNFRVKRYVSKYTINPAITHGISHI
IGEVVTRTWRTAAKMKQFRGPLE--GDEPTR----DNNRVKRYVAKYTINPAITHGMSHL
IGEVITRTWRTAAKMKQFRGPLE--GDEPTR-—-—--DNNRVKRYVAKYTINPAITHGMSHL
IGEVISRTWRTASKMREVRGPLTDLGDDGRK—-—-—--DNARVKRYIAKYTVNPATAHGISHL
VGEVISRTWQTADKMKAQTGPLKCDSSDN--———~ DNFRIRRYIAKYTINPAIANGESQY
IGEVISCTWQTADKMKAERGPLOPDGSDN--——-~— DNFRIKRYIAKYTINPAIVNGISQY

*** ** ** Kk *  x * * ** *** *** -*-

CGEVILRTWNTAHKNKAQRGPLZEDEGTGTRDARADNFRVKRYISKYTINPAIAQGMSHL

1150 1160 1170 1180 1190 1200

[ [ [ \ \ [
IGSVEVGKLADLVIWRPGTFGTKPAQILKSGMIVASQMGDPNGSIPTIEPIIMRTQFAAY
IGSVEVGKLADLVIWHPSTFGTKPAQVLKSGMIVASQMGDPNGSIPTIEPVVMRRQFGAF
IGSIEVGKVADLVIWHPSSFGTKPTQVLKSGTIVAAQMVFHTTFLALYLNTWLTLLTG--
IGSIEPGKLADLVVWDPAWEFGTKPSLVIKSGLIASAMMGDPNASIPTVQPVIARPMFAPM
IGSVEVGKVADLVMWKEFSDEFGTKPNMVLKSGMIAMAMMGDANGSISTIEPMLMRAMYAAH
IGSVEVGKTADLVLWKFANFGTKPSMVLKSGMAVSAQMGDPNGSIPTIEPIIMRPMYASL
IGSVEKGKLADLVIWSPSSFGTKPLQVLKSGMIAVSLGGDPNGSIPTIEPMVMRPQFAPH
VGSVEIGKFADLVLWDFADFGARPSMVLKGGMIALASMGDPNGSIPTVSPLMSWQOMFGAH
IGQVAVGCLADLVLLDGESFGARPEMILKGGVIAWAAVGDANASIPTVQPVLGRPMWALS
IGQVAVGCLADLVEWTAESFGARPEMILKGGVIAWAAMGDANASIPTVQPVIGRPMWGSQ
VGHVAVGTLADLVLWKPENFGSKPEMILKAGVITYSQMGDANASIPSVQPFYSKPMWGAK
VGSVEVGKLADLVMWKPSFFGTKPEMVIKGGMVAWADIGDPNASIPTPEPVKMRPMYGTL
VGSVEVGKLADLVIWKPSFFGAKPDIVIKGGSIAWADMGDPNGSIPTPEPVLMRPMYGTL

-‘k . * **** ** .k . * *

IGSVEVGKLADLVIWKPSSFGTKPEMVLKSGMIAWAQMGDPNGSIPTZEPVIMRPMFGAZ
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Dados do alinhamento das seqiiéncias completas:
Comprimento do alinhamento: 1334

Idénticos (*): 246 ou 18.44 % Comprimento do alinhamento:
Fortemente similares (:): 135 ou 10.12 % Idénticos (*): 19 ou 19.19
Fracamente similares (.): 72 ou 5.40 % Fortemente similares (:): 11 ou 11.11
Diferentes: 881 ou 66.04 % Fracamente similares (.): 7 ou 7.07
Seqgiiéncia 0001 : ASPCLA (837 residuos). Diferentes : 62 ou 62.63 %
Seqtiéncia 0002 ASPFUM (908 residuos).

Seqtiéncia 0003 ASPTER (1171 residuos).

Seqgiiéncia 0004 NEUCRA (842 residuos).

Seqgiiéncia 0005 AJECAP (999 residuos).

Seqtiéncia 0006 COCPOS (836 residuos) .

Seqtiéncia 0007 NEOFIS (899 residuos).

Seqgiiéncia 0008 SCHPOM (835 residuos).

Seqgtiéncia 0009 CRYNGR (832 residuos).

Seqtiéncia 0010 CRYNNE (833 residuos).

Seqtiéncia 0011 AGABIS (838 residuos).

Seqiiéncia 0012 CANENS 1 (840 residuos).

Seqgiiéncia 0013 CANENS JBUREIIB (840 residuos).

1210 1220 1230 1240 1250 1260

[ [ [ \ \ [
VPSTSV---MWVSQASIDAGIVQSYGIKKRIEAVKNCRNIGKKDMKENDLMPRMHVDPES
VPSTSI---MWVSQASIDDGIVQSYGLKKRIEAVRNCRNIGKKDMKENDVMPKMRVDPES
VAKSKV---LEFVSQASLDSGAIEGYGLKSRVEAVKGCRTVGKKDMKENERMPRMKVDPER
LPRTSI---MFVSQASKSLGIIDSYGLKRRVEVVKNCRNISKKDMKEFNDVMPKMRVDPES
NPKASI---MFVSQASIKLGIIDSYHLKKRIEPVKNCRNISKRDMKENDIMPKMRVDPES
VPRTSI---MFVSQASKNK-VEEEYGLKKTIEAVKHCRTIDTNQIQPDPKPKPEPLSKKH
DPERSI---AFVSKASITSGVIESYGLHKRVEAVKSTRNIGKKDMVYNSYMPKMTVDPEA
LRPLHS-IQLFVSQASLDKDLVKRYRLRKRAEAVKNCRS IGKKDMKWNDTMPKMTVDPET
PEAAALNSIVWVSQASLDKDLVKRFNIKKRAEAVKNCRAIGKKDMKWNDSMPKMTVDPET
PGSAALNSVAFVSQVSITSRVIESYGLSKKIEAVRGCRDIGKKDMKWNDTTPAMKVDPES
GKAGGALSIAFVSKAALDQRVNVLYGLNKRVEAVSNVRKLTKLDMKLNDALPEITVDPES
GKAGSALSIAFVSKAALDLGVKVLYGLNKRVEAVSNVRKLTKLDLKLNNSLPEITVCPET

VP2TSI2SIMEFVSQAS2D3GVIESYGLKKR2EAVKNCRNIGKKDMKEND3MPKMTVDPES

1270 1280 1290 1300 1310 1320

\ \ \ \ \ \
YRVEADGVLCEAEPAVELPLTQDYFVY———====== === == ———mm oo
YVVEADGVLCDAEPAEALPLTQDYFVY = —====== == === ———mm oo
YTVEADGEVCTAEPSSELPLTQSYFVY-—————— === === ——
YDRTVQHITYQAKGENGWSREDVLLVLEKQKSRKAGER-~—============———————
YVVEADGEECTAEPVSELPLTQDYFVY—=—======== === ———m— oo
MKYNSEMPEMEVDPETFSEPTVKYATWLLORRCPLRKTISYSESGTEVCSHDMGANFMEL
YTVTADGKVMECEPVDKLPLSQSYFIF-=——=——— === === ———m oo
YDVRADGVLCDVPPADKLPLTRRYFVY === === === === ————mm oo
YDVHADGVLCDVPPADKLPLTKRYFVY === == === == === ———mm oo
YEVRADGVLMDVKPVERVALATPYNLF-———————————————— o
YTVKADGKLLCVSEATTVPLSRNYFLF-———=——— === === —— o
FTVTVDGQALSSEAVTTLPLSQNYF I F === === mmmmmmmmmmmmmmmmo o

YTVEADGVLCD2EPA22LPLTQDYFVY22Q22222222ISYSESGTEVCSHDMGANFMEL

FGPAFLSVLPFGEA

Dados do alinhamento da regiéo
peptideo, destacada em amarelo:
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Figura 7: alinhamento multiplo de seqiiéncias de aminoacidos da subunidade C de ureases oriundas de bactérias e da
regido correspondente na JBURE-IIB e na isoforma majoritaria de urease de C. ensiformis. Cddigos dos organismos de

acordo com a Tabela 1.
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NNPSKEELDLIITNALIVDYTGIYKADIGIKDGKIAGIGKGGNKDMQDGVKNNLSVGPAT
ASTYTNELDAVITNAMIIDYTGIYKADIGIKGGKIVGIGKAGNPDTQDSVNEAMVVGAAT
YTRTENVLDLLLTNALILDYTGIYKADIGVKDGYIVGIGKGGNPDIMDGVTPNMIVGTAT
ITGKDGALDLVITNVVLLDYTGIVKADVGVKDGRIVGVGKSGNPDIMDGVDPHMVIGAGT
OMLAADCVDLVLTNALIVDHWGIVKADIGVKDGRIFAIGKAGNPDIQPNVT--IPIGAAT
OMLAADCVDLVLTNALIVDHWGIVKADIGVKDGRIFAIGKAGNPDIQPNVT--IPIGAAT
GHPPAISLDTVITNAVIIDYTGIIKADIGIKDGLIASIGKAGNPDIMNGVESNMIIGANT
GHPPAMSLDTVITSAVIIDYTGIIKADIGIKDGLIASIGKAGNPDIMNGVEPNMIIGVNT
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23P2A23LDLVITNALI2DYTGIZKADIGZKDGRI2GIGKAGNPDI2DGVTPNMIIGAAT
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EALAGEGLIVTAGGIDTHIHFISPQQIPTAFASGVTTMIGGGTGPADGTNATTITPGRRN
EVIAGEGQIITAGGIDTHIHFISPTQIPTALYSGVTTMIGGGTGPAAGTNATTCTPGKWN
EVIAAEGKIVTAGGIDT FINPDQVDVALANGITTLFGGGTGPAEGSKATTVTPGPWN
EVISGEGKILTAGGVDTHIHFICPQOMEVALSSGVTTLLGGGTGPATGSKATTCTSGAWY
EVIAAEGKIVTAGGIDT WICPQQAEEALVSGVTTMVGGGTGPAAGTHATTCTPGPWY
EVIAAEGKIVTAGGIDTHIHWICPQQAEEALVSGVTTMVGGGTGPAAGTHATTCTPGPWY
EVIAGEGLIVTAGAIDC| YICPQLVYEAISSGITTLVGGGTGPAAGTRATTCTPSPTQ
EVICGEGLIVTAGGIDC YICPQSLDEAISSGITTVVGGGTGPTDGSRATTCTPAPTQ

* . ** * *** * * . * * * * . * ** ****** * . *** *

EVIAGEGKIVTAGGIDTHIHFICPQQ3EEALSSGVTTMVGGGTGPAAGT4ATTCTPGPW2

H
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LKFMLRAAEEYSMNFGFLAKGNVSNDASLADQIEAGAIGFRIHEDWGTTPSAINHALDVA
MHQMLRAAESYAMNLGFFGKGNSSNEEGLEEQIKAGALGLEVHEDWGSTPAAINHALNVA
IEKMLKSTEGLPINVGILGKGHGSSIAPIMEQIDAGAAGLEIHEDWGATPASIDRSLTVA
MARMLEAAEEFPINVGFLGKGNASDKAPLIEQVEAGAIGLELHEDWGTTPSAIKTCMEVV
ISRMLQAADSLPVNIGLLGKGNVSQPDALREQVAAGVIGLEIHEDWGATPAAIDCALTVA
ISRMLQAADSLPVNIGLLGKGNVSQPDALREQVAAGVIGLEIHEDWGATPAAIDCALTVA
MRLMLQSTDDLPLNFGFTGKGSSSKPDELHEI IKAGAMGLELHEDWGSTPAAIDNCLTIA
MKLMLQSTDDIPLNFGFTGKGSGSHPDELHEI TKAGAMGLELHEDWGCTPAAIDNCLAVA

** ... * * ** * . . . ** * . * ***** ** -*

M2RMLQAA2SLP4NFGFLGKGNVSZPD3L2EQIKAGAIGLKIHEDWGATPAAIDBALTVA
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| His519 | | His545 | | |
DKYDVQVAIHTDTLNEAGCVEDTMAAIAGRTMHTFHETEGAGGGHAPDI IKVAGEHNILPA
QKYDVQVAIHTDTLNEAGCVEDTMKAIDGRTIHTFHTEGAGGGHAPDI IKAAGEPNILPA
DEADVQVAIHSDTLNEAGFLEDTLRAINGRVIHSFHVEGAGGGHAPDIMAMAGHPNVLPS
DEADIQVAIHTDTINEAGFLENTLDAIGDRVIHTYHIEGAGGGHAPDIMKLASYANILPS
DEMDIQVALHSDTLNESGFVEDTLAAIGGRTIHTFHTEGAGGGHAPDIITACAHPNILPS
DEMDIQVALHSDTLNESGFVEDTLAAIGGRTIHTFHTEGAGGGHAPDIITACAHPNILPS
EHHDIQINIATDTLNEAGFVEHSTIAAFKGRTIHTYHSEGAGGGHAPDIIKVCGIKNVLPS
EQHDIQVNIHTDTVNESGFVEHTIAAFNGRTIHTYHSEGAGGGHAPDI IKVCSMKNVLPS

Kok skekkekkok ok ee ke Kk eokeek kkkkkkkkkkk o *ook koo

DE4DIQVAIHTDTLNEAGFVEDTLAAIGGRTIHTFHTEGAGGGHAPDIIKZZGHPNILPS
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Dados do alinhamento: Seqgiiéncia 0001 : HELPYL (569 residuos
Comprimento do alinhamento: 571 Seqiiéncia 0002 : HELHEP (569 residuos
Idénticos (*) 216 ou 38.00 % Seqtiéncia 0003 : BACPAS (570 residuos
Fortemente similares (:) : 123 ou 21.54 % Seqtiéncia 0004 : BACSUB (569 residuos
Fracamente similares (.) : 69 ou 12.08 % Seqgiiéncia 0005 : KLEAER (567 residuos
Diferentes : 162 ou 28.37 % Seqgiiéncia 0006 : KLEPNE (567 residuos).
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YASYGKANRSTSITFMSQASIERGVAESLGLEKRISPVKNIRKLSKLDMKLNSALPKIET
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YGTLGKAGSALSIAFVSKAALDLGVKVLYGLNKRVEAVSNVRKLTKLDLKLNNSLPEITV
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Seqtiéncia 0007
Seqtiéncia 0008

CANENS 1 (570 residuos).
CANENS JBUREIIB (570 residuos).
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4.3 Determinacgao de estruturas terciarias de proteinas

As abordagens para determinacédo e predigdo de estruturas tridimensionais de
proteinas podem ser classificadas de acordo com a técnica predominantemente
utilizada para calcular o modelo ( ). Os métodos experimentais
incluem a cristalografia de raios X e a ressonancia magnética nuclear (RMN).

Na cristalografia de raios X, a interagdo dos raios X com elétrons das
proteinas organizadas em cristais € utilizada para obtencdo de um mapa de
densidade eletrénica da proteina, que pode ser traduzido em termos de um modelo
atébmico. A cristalizacdo de proteinas, entretanto, € um processo lento, complexo e,
algumas vezes, impossivel de realizar-se. As dificuldades abrangem tanto o
processo de produgao e purificacdo da proteina de interesse quanto a inducéo da
cristalizagao e o transporte dos cristais ( ).

No RMN, as propriedades magnéticas dos spins dos nucleos atdbmicos das
proteinas sao utilizadas para obtencdo de uma lista de restricbes espaciais entre os
atomos da molécula, da qual podem ser extraidos dados que levam a definicido da
estrutura tridimensional da proteina. Esta técnica é aplicada a proteinas de até
~35kDa em solucdo, obtendo estruturas multiplas para uma mesma proteina
(refletindo sua flexibilidade em meio bioldgico) ( )-

Na cristalografia de raios X, apenas uma estrutura média & obtida, e esta
corresponde a proteina empacotada em uma matriz cristalina, com potencial
diferenciacado de sua estrutura tridimensional em relagado aquela obtida em solugao
( )-

As abordagens tedricas para determinagcdo e predicdo de estruturas
tridimensionais de proteinas podem ser divididas em métodos fisicos e empiricos.
Os métodos fisicos de predicdo baseiam-se em interagdes entre atomos e incluem a
dindmica molecular e a minimizagdo de energia, enquanto os métodos empiricos
dependem de estruturas de proteinas que ja tenham sido determinadas
experimentalmente ( ). Esses ultimos incluem as modelagens

combinatéria e comparativa.

4.4 Modelagem molecular comparativa
A modelagem molecular comparativa utiliza estruturas protéicas determinadas
experimentalmente (moldes) para predizer a conformagao de outras proteinas com

sequéncias similares de aminoacidos (alvos). Isso € possivel por que uma pequena
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mudanga na sequéncia de aminoacidos geralmente resulta em uma pequena
mudanga na estrutura ( ) e estima-se que um ter¢co das

sequéncias conhecidas sejam relacionadas a pelo menos uma estrutura conhecida

( ). A modelagem comparativa ndo € tdo acurada quanto a
cristalografia de raios X ou RMN ( ), mas € o melhor método
disponivel para predicdo de estruturas de proteinas ( )- Além disso,

mesmo modelos de baixa resolugdo podem ser uteis para a biologia, visto que
alguns aspectos da funcdo podem, algumas vezes, serem preditos a partir de
aspectos estruturais grosseiros do modelo ( ).

Todos os métodos de modelagem comparativa consistem em quatro passos
sequenciais (Figura 8): selecdo do molde, alinhamento molde-alvo, construgdo do
modelo e avaliacdo do modelo. Se o modelo nao for satisfatério, os trés primeiros

passos podem ser repetidos até que um modelo satisfatério seja obtido (

).
INiCIO

3

Identificacdo dos moldes

3

Alinhamento entre a
seqiiéncia-alvo e os moldes

[

Construgao do modelo usando as
informacgGes obtidas dos moldes

!

Avaliagdo do modelo

Modelo
OK?

Figura 8: Passos na modelagem comparativa por homologia (retirado de Fernandes, 2002; originalmente adaptado de
Marti-Renom et al., 2000).
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Uma vez alinhados molde e alvo, uma variedade de métodos pode ser
utilizada para construir o modelo tridimensional da proteina alvo. O método original
e ainda amplamente utilizado é a modelagem por montagem de corpo rigido. Outra
familia de métodos, a modelagem por similaridade de segmentos, se baseia nas
posicdes aproximadas de atomos conservados nos moldes. O terceiro grupo de
meétodos, a modelagem por satisfagdo de restricbes espaciais, usa distancias
geométricas ou técnicas de otimizagao para satisfazer restricbes espaciais extraidas
do alinhamento ( ). Tais restrigdes derivadas da homologia sao
geralmente complementadas por restrigbes estereoquimicas dos comprimentos de
ligacdo, &ngulos de ligagdo, angulos diedro e contatos entre atomos né&o ligados,
obtidas do campo de forga de mecanica molecular. O modelo é entdo derivado ao
minimizarem-se as violagdes de todas as restricbes obtidas. No caso do programa
Modeller, isso é feito por um método de otimizacdo de espacgo real: o modelo é
construido usando restricbes de distancia e de angulos diedro para a sequéncia
alvo, obtidos de seu alinhamento com as estruturas-molde. Entdo, as restricdes
espaciais e os termos do campo de forca CHARMM22, que impdéem a
estereoquimica adequada, sdo combinados em uma fungéo objetiva. Finalmente, o
modelo é gerado ao otimizar-se a fungao objetiva no espacgo cartesiano.

Quanto menor a similaridade entre alvo e molde, maior a propensao a erro da
modelagem ( ). Erros em modelagem comparativa podem ser
explicados baseando-se nos fatos de que o modelo assemelha-se aos moldes tanto
quanto possivel, e que o procedimento de modelagem ndo consegue superar erros
de alinhamento. Os erros tipicos em modelagem comparativa incluem: erros de
empacotamento de cadeias laterais, distorgdes e alteragdes em regides alinhadas
corretamente, erros em regides sem molde, erros devidos a alinhamentos ruins e
utilizacdo de moldes incorretos ( )-

Apos sua construcdo, € importante verificar os possiveis erros do modelo. As
avaliagdes podem ser de dois tipos: internas, que avaliam a auto-consisténcia do
modelo, se ele satisfez ou ndo as restricbes usadas para calcula-lo; ou externas,
baseadas em informagdes que n&o foram utilizadas para calcular o modelo (

)- Entre as variedades de avaliagdo externa, tem-se o reconhecimento
de regides nao confiaveis do modelo. Essa avaliagdo pode ser feita pelo calculo de

perfis de energia do modelo ou por avaliagdo estereoquimica (

; )-
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A avaliacdo estereoquimica pode considerar varios aspectos do modelo,
como comprimento de ligagdes, angulos de ligagao, planaridade da ligacao peptidica
e de anéis de cadeias laterais, quiralidade, angulos de tor¢do das cadeias laterais e
principal e contatos entre atomos nao ligados. Para a avaliagdo estereoquimica do
modelo apresentado no presente trabalho, foi utilizado o mapa de Ramachandran
gerado pelo programa Procheck ( ).

Em geral, espera-se que um modelo de qualidade tenha 90% de seus
residuos nas regiées mais favoraveis ( )- O modelo construido
no presente trabalho apresenta 87,3% dos residuos nas regides favoraveis e 11,0%
nas regides adicionalmente favoraveis, enquanto o molde utilizado (2UBP)
apresenta 89,6% dos residuos em regides favoraveis e 9,4% nas regides
adicionalmente favoraveis. Considerando o tamanho maior da seqiéncia do modelo
(842 aminoacidos) em relagdo a sequéncia do molde (790 aminoacidos) e a
natureza das regides envolvidas nesse aumento de sequéncia (trechos ligadores
semelhantes a algas, aparentemente mais flexiveis), considerou-se o valor obtido no
mapa de Ramachandran adequado para validagdo deste modelo. Os mapas de
Ramachandran do modelo apresentado neste trabalho e do molde utilizado sao
apresentados na Figura 9.

Psi (degrees)
Psi (degrees)

R 90AtA 239 .
LS 39A 888 396 (C) LE 99 (@
L 6410 - Lo i e SRR
W
1354 1 | ot "C.'| . 135 o
& * &
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A B
Residuos em regides mais favoraveis 594  89,5% 619  87,3%
Residuos em regides adicionalmente favoraveis 62 94% 78  11,0%
Residuos em regides generosamente favoraveis 6 09% 7 1,1%
Residuos em regides néo permitidas 1 02% 4 0,6%
Numero total de reiduos que néo prolina e glicina: 663 100,0% 709 100,0%
NUmero de residuos de glicina (mostrados como 84 84
tridngulos)
Numero de residuos de prolina 37 45
NUmero total de residuos (incluindo terminais) 790 840

Figura 9: Mapa de Ramachandran para as estruturas do (A) molde e do (B) modelo. Vermelho: regiées mais favoraveis,
amarelo: regides adicionalmente favoraveis, amarelo claro: regides generosamente favoraveis, branco: regides néo
permitidas.

Métodos de avaliacdo de modelos baseados em perfis tridimensionais e
potenciais estatisticos de forca média consideram, de forma implicita, muitos dos
aspectos estereoquimicos também testados nos métodos de avaliagao
estereoquimica ( ). Os programas avaliam o ambiente de
cada residuo do modelo, comparando com o ambiente esperado, conforme se
apresentam em estruturas de alta resolugcéo obtidas por cristalografia de raios X. O
Verify 3D ( ) foi o programa escolhido para avaliar o modelo por
perfis. Este programa faz uma analise tedrica da estrutura tridimensional de cada
aminoacido (perfil 3D) dentro da estrutura da proteina, sendo esta analise feita por
comparagdo da estrutura do aminoacido junto a um banco de conformagdes
possiveis para este aminoacido (perfil 1D). Para a comparagdo é computado um
escore, indicando a viabilidade da conformac&o encontrada (escore 3D-1D). Quanto
maior este escore, melhor sera a estrutura. Os resultados do Verify 3D sao
geralmente apresentados na forma de um grafico, com os aminoacidos no eixo x e
seus escores no eixo y. Neste trabalho, preferiu-se representar os escores
visualmente, nas proprias estruturas tridimensionais do molde e do modelo, por meio
de ferramenta especifica do GeneSilico Metaserver ( ). Esta
opgao é justificada pela dificuldade em comparar os graficos obtidos para o molde e
o0 modelo (devido as estruturas apresentarem tamanhos e organizagdo diferentes),
além de facilitar a visualizagdo das regides que necessitam de maior cuidado. Nos
resultados obtidos pelo Verify 3D para o modelo construido neste trabalho em
comparacgao com seu molde (Figura 10), nota-se que as areas com maior desvio em

relacdo ao esperado (representado pela cor vermelha) sdo, principalmente, os
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segmentos de ligacdo entre os dominios (ausentes no molde). Por tratarem-se de
regides sem molde, maiores que vinte aminoacidos, o que é considerado o limite
maximo para modelagem de alcas sem molde em proteinas® ( ), €
bastante possivel que a organizacdo espacial dessas areas do modelo exijam

refinamentos e analises mais detalhadas.

2UBP JBURE-IIB JBURE-IIB

Figura 10: Resultados do Verify3D transpostos as estruturas tridimensionais do molde e do modelo. A cor azul representa
areas com conformagao adequada (conforme o esperado), a cor vermelha representa areas em néo conformidade com o
esperado, a cor branca representa valores intermediarios entre as duas situagdes. (A) e (C) visualizagdo de duas faces
complementares (rotadas de 180° sobre o eixo y) da estrutura tridimensional do molde 2UBP. (B) e (D) visualizag&o de duas
faces complementares (rotadas de 180° sobre o eixo y) da estrutura tridimensional do modelo construido para a JBURE-IIB.
Estruturas representadas por suas superficies moleculares.

4.5 Estrutura tridimensional das ureases

As ureases apresentam um fold tipico das amidohidrolases, caracterizado
pela presencga, no C-terminal, de um barril (af3)s (barril TIM), onde se localiza o sitio
ativo com os dois atomos de niquel, seguido por um conjunto de folhas 8 (

), ambos formando o dominio a. O dominio B apresenta
predominantemente estruturas 3, enquanto o dominio y € formado por estruturas afg
( ) (Figura 11).

O modelo da urease de JBURE-IIB construido neste trabalho apresenta uma
estrutura muito similar aquela das ureases com estrutura tridimensional ja definida
(todas oriundas de bactérias), com exceg¢ao de duas regides de ligagao, entre os

dominios o e B, e entre § e y (Figuras 12 e 13). Estas regides, por ndo estarem

envolvidas na atividade catalitica nem na associacdo de subunidades, devem

> S30 consideradas confiaveis as modelagens de alcas menores que vinte aminoécidos. Em condigdes de simulagao, alcas
com 4 a 8 aminoacidos foram modeladas da forma correta com uma precis@o de ~90%. Esse valor caiu para 30% na
modelagem de algas com 14 aminoacidos (Fiser et al., 2000).
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apresentar taxa de divergéncia mais elevada que outras regides da proteina
(Mulinari et al., 2007), e estdo associadas a outras propriedades das ureases, como
a toxicidade. A determinacao da estrutura tridimensional das regides ligadoras da
proteina é de grande importancia para a compreensao das diferentes propriedades
das ureases em sistemas bioldgicos, especialmente aquelas n&o encontradas em

ureases bacterianas.

Figura 11: Estrutura tridimensional do modelo de JBURE-IIB, colorido de acordo com a estrutura secundaria (a-hélices em
vermelho, B-folhas em amarelo, loops em cinza). A regido do barril TIM esta destacada pelo retangulo. a, B, y: dominios
estruturais.

Figura 12: Sobreposicdo do modelo da JBUREIIB Figura 13: Estrutura tridimensional do modelo de JBURE-
(ciano; a, B, y: dominios estruturais) com seu molde IIB. A regi@o do peptideo estd destacada em laranja e a
2UBP (vermelho: subunidade A, amarelo: subunidade aba flexivel esta destacada em magenta. A regido do sitio

B, verde: subunidade C). ativo esta circulada. a, 3, y: dominios estruturais.
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Uma estrutura do tipo hélice-volta-hélice forma uma aba (flap) sobre o sitio
ativo, sendo associada a alta especificidade das ureases pelo seu substrato, a uréia
( ; ; )- Esta aba, refletindo o
molde utilizado, encontra-se presente e em uma conformacéo aberta (

) no modelo construido (Figura 13). Por mecanismos ainda n&o totalmente
elucidados, esta aba encontraria-se aberta enquanto a enzima ndo apresentasse
substrato no sitio ativo, fechando-se de forma simultdnea a aproximacao e entrada
da uréia ( ; )- A movimentacdo desta aba seria
facilitada pelas regidbes sem estrutura secundaria definida (algas), que s&o
conformacionalmente mais flexiveis.

O modelo de JBURE-IIB foi utilizado, também, para localizar espacialmente os
aminoacidos essenciais para a catalise, determinados como presentes em todas as

sequéncias analisadas neste trabalho (Figuras 14 e 15). Ha, ainda, debate na

literatura quanto ao critério de essencialidade para tais aminoacidos. Optou-se,
neste trabalho, pela utilizacdo de todos aqueles aminoacidos que, ao serem
mutados, tornam a enzima inativa. Verificou-se que estes aminoacidos encontram-se
muito proximos espacialmente, mesmo estando afastados na sequéncia primaria. A
semelhanga da organizagao espacial do sitio ativo do molde e do modelo permitiu o
docking geométrico dos atomos de niquel no modelo. O docking foi realizado por
sobreposicao das estruturas 2UBP e do modelo de JBURE-IIB, com a transferéncia
das coordenadas cartesianas correspondentes aos atomos de niquel. A identificagao
da estrutura 3D da apoenzima de urease de K. aerogenes (codigo PDB 1KRA) (

) indicou que o sitio ativo & pré-organizado de maneira totalmente
favoravel a ligagdo dos atomos de niquel, ocorrendo baixissimo nivel de
reorganizagao conformacional apds sua inser¢ao na enzima.

Além dos atomos de niquel, quatro moléculas de agua, organizadas de
maneira especifica no sitio ativo, foram adicionadas ao modelo seguindo a mesma
metodologia utilizada para o niquel (Figura 14). Estas moléculas de agua formam um
cluster altamante organizado ( ; ): trés delas
ocupam um espago equivalente ao da uréia, enquanto uma quarta é considerada
essencial para a catalise. A organizagao e real participagado do cluster de agua no

sitio ativo ainda é objeto de debate na literatura.
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Figura 14: Representagédo espacial dos residuos do Figura 15: Sobreposicdo dos residuos do sitio catalitico
sitio catalitico conservados em todas as seqliéncias de conservados em todas as sequéncias de ureases
ureases analisadas, dos atomos de niquel (esferas em analisadas. Em amarelo, urease de Bacillus pasteurii
magenta) e do cluster de agua (esferas em amarelo). (2UBP); em azul, urease de C. ensiformis (JBURE-IIB); em
A numeragéo dos residuos refere-se a seqléncia da verde, urease de Klebsiella aerogenes (1FWJ). A
JBURE-IIB (KCX: lisina carbamilada). Aminoacidos numeragao dos residuos refere-se a sequiéncia da JBURE-
coloridos de acordo com o tipo de atomo (CPK). [IB (KCX: lisina carbamilada).

A associacdo das ureases em homo ou heteropolimeros Ihes confere uma
propriedade incomum: sua relagao superficie/volume é uma das mais baixas
conhecidas ( )- Na urease de K. aerogenes, por exemplo, 59% de
seus atomos estdo ocultos, e sua superficie corresponde a 81% da superficie
esperada para uma proteina de seu tamanho ( ). A JBURE-IIB
apresenta uma grande quantidade de aminoacidos hidrofébicos (Figura 16),
provavelmente associados a interagdo das subunidades (que podem formar
homotrimeros e homohexameros). O caso da urease de H. pylori, que agrupa-se em
dodecameros ( ), € um exemplo da especializagdo das ureases
também no que se refere a sua estrutura quaternaria.

( ) verificaram diferengas significativas na
formacao de polimorfos de carbonato de calcio quando na presenca das uresases
de B. pasteurii e de C. ensiformis. Estas diferengas foram associdas a abundancia
de aminoacidos carregados negativamente na superficie da urease de B. pasteurii,
que estariam em menor quantidade na urease de C. ensiformis. O modelo da
JBURE-IIB construido no presente trabalho esta de acordo com essa observacéo,
apresentando uma quantidade menor destes aminoacidos em sua superficie quando
comparado a urease de B. pasteurii (Figura 16). O efeito exato destes aminoacidos

sobre a formacgao dos polimorfos de carbonato de calcio é ainda debatido.
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Figura 16: Distribuicdo das diferentes classes de aminoacidos na (A) JBURE-IIB e na (B) urease de Bacillus pasteurii.
Amino&cidos apolares em cinza, aminoacidos polares em laranja; aminoacidos carregados negativamente em vermelho,
aminoacidos carregados positivamente em azul. As estruturas estdo representadas por suas superficies moleculares em
transparéncia; a, f3, y: dominios estruturais; A, B, C: subunidades.

A regido correspondente ao peptideo entomotdxico foi identificada
espacialmente (Figura 13). A intengdo ao determinar a estrutura tridimensional do
peptideo toxico reside em obter indicagdes de sua acgao in vivo, baseando-se em
casos conhecidos. Sabe-se que pepcanatox ndao é um inibidor das enzimas
digestivas dos insetos (Ferreira-DaSilva ef al.,, 2000). Porém, sua ingestdo por
insetos suscetiveis causa paralisia momentanea e movimentos descoordenados de
antenas precedentes a morte, sugerindo que a agao do peptideo clivado seja
neurotéxica ou de indugdo de morte celular por alteracdo da permeabilidade de
membranas (Mulinari ef. al, 2007).

Ao realizar um estudo por modelagem ab initio de varios fragmentos do
peptideo toxico, Mulinari ef al. (2007) identificaram um motivo B-hairpin (grampo-f3)
recorrente. Em peptideos téxicos conhecidos, este motivo é associado a inibicdo de
canais ibnicos (como ocorre na neurotoxina charibdotoxina) e a formagao de poros
em membranas (Mulinari ef al., 2007), efeitos sugeridos para os peptideos
entomotoxicos derivados das ureases de C. ensiformis.

A predicdo da estrutura secundaria pelo PSIPRED (McGuffin et al., 2000)
mostrou diferengas ao analisar a sequéncia completa da proteina e apenas o
peptideo, de maneira isolada (Figura 17). Ao ser considerado isoladamente, o
peptideo apresentaria duas folhas-B adicionais (Lys43-lle45, Ala78-Leu79) em
relagdo a estrutura secundaria predita para a regido do peptideo na proteina. A
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definicho da estrutura secundaria a partir da estrutura modelada (Figura 18),
realizada pelo PDBsum ( ), identificou na regido do peptideo
varios B-turns (voltas-B), um y-turn (volta-y) e um B-hairpin. E interessante notar que
a presenca de [(-turns, motivo associado a insercdo em membranas pela toxina
aerolisina, foi considerada inexistente neste peptideo por ( ).

A conformacgao do peptideo quando ainda inserido na urease serve apenas
como indicativo de sua possivel conformagao ativa, pois € esperado que, ao ser
liberado da cadeia protéica, ele adote uma conformacéao diferenciada. O estudo da
conformacéo do peptideo livre em solugado poderia ser realizado via simulagcédo por
dindmica molecular.

A
cont - 111300000003330073000309303300003a00001 103330850000 0322 00030300330 00301013ma0aa-0a003a 000300
Predy - ; S>>

Pred: CCCCHHHHHHHHHHHHHCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCEEECHHHHHHHHCCCCCCEEEECCCCEEEEEEECCEECCCEEECCCCCCC
AdL: GPVNEANCKAAMEIVCRREFGHKEEEDASEGVITGDPDCPFTKAIPREEYANKYGPTIGDKIRLGDTDLIAEIEKDFALYGDESVFGGGKVI
f ' ' ' ' ' v v
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B
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Figura 17: Predicdo da estrutura secundaria do peptideo entomotoxico i
derivado da JBURE-IIB. (A) predig&o da estrutura secundaria considerando | qumm e
apenas o peptideo, isolado do restante da proteina. (B) predicdo da - s
estrutura secundaria da regido do peptideo na JBURE-IIB. Adaptado de ] il augii
originais obtidos do PSIPRED (McGuffin et al., 2000). — =% RS
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Conf: ]=:|]:|]E = da predigéio i
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Em termos gerais, a predigdo da estrutura secundaria a partir da sequéncia
primaria (Figura 19) e a definicdo da estrutura secundaria a partir da estrutura
terciaria (Figura 18) estdo de acordo. Tomando a definigdo da estrutura secundaria a
partir da terciaria como referéncia, as excegdes de correspondéncia nos resultados
encontram-se na auséncia da a-hélice e maior quantidade de folhas-f no trecho
lle81-His160 e na auséncia da folha-B entre as a-hélices do trecho Leu577-Ser608.
Como a estruturacdo de todas as outras regidbes parece muito similar, estas
diferencas de estrutura secundaria em relagdo ao esperado a partir da seqiéncia
primaria podem ser devidas ao processo de enovelamento, que propicia contatos
diferenciados entre os residuos de aminoacidos. Entretanto, a definicdo dos critérios
para classificagao de estruturas secundarias € arbitraria, apresentando variagoes
entre os diferentes programas utilizados. Desta forma, pequenas variagdes entre

seus resultados podem ser apenas reflexo de critérios implicitos de classificagao.
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5. Conclusoes e perspectivas

A analise filogenética realizada no presente trabalho indicou um alinhamento
preferencial das sequéncias de plantas entre si e das sequéncias de fungos entre si,
com separacgao clara entre elas. Tal separacéao foi mais evidente na comparagao das
sequéncias de aminoacidos de ureases. A comparacao das diferentes sequéncias
de ureases evidenciou, também, a conservacdo de residuos considerados
essenciais para a atividade uredasica. A presenca destes residuos no sitio catalitico
foi confirmada espacialmente na estrutura modelada para JBURE-IIB.

A utilizagao da estrutura 2UBP (urease de Bacillus pasteurii) como molde para
a predicdo da estrutura tridimensional da JBURE-IIB mostrou-se adequada, pois
levou a construgdo de um modelo tridimensional de boa qualidade para esta enzima.
A JBURE-IIB de Canavalia ensiformis apresenta uma estrutura tridimensional
semelhante a das ureases de bactérias, com exceg¢ao das regides de ligagdo entre
seus dominios. Devido a inexisténcia de um molde apropriado para estas regides da
proteina, especial atengcdo devera ser dada ao seu refinamento. Para tanto,
pretendemos utilizar técnicas de Dinadmica Molecular.

Apesar de bastante complexa, conforme apresentada no Apéndice C, espera-
se que a associacdo dos dados tedricos obtidos neste trabalho com os dados
experimentais ja disponiveis ou que venham a ser obtidos no futuro, permita uma
melhor compreensao das ureases em termos estruturais e cinéticos.

Como perspectivas para a continuidade do trabalho, tem-se a construcédo de
um modelo de urease fungica de interesse do nosso laboratério (do fungo
Cryptococcus gattii), minimizacdo de energia dos sistemas modelados e o
refinamento das regides de ligacdo entre dominios dos modelos de ureases. Estao
planejados, também, estudos de dinamica molecular dos sistemas modelados, com
énfase na conformacéo das algas entre dominios. A continuidade do trabalho prevé,
ainda, estudos especificamente voltados ao peptideo entomotdxico, em especial a
sua conformagao quando isolado da enzima, em solugdo. Como um obijetivo final do
estudo tedrico das ureases esperamos obter resultados que ajudem no mapeamento
das regides protéicas envolvidas nas diferentes propriedades bioldgicas dessas

enzimas.
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APENDICE A: arquivos de entrada utilizados no programa Modeller 9v4.

A1: arquivo model-loop-define.py

from modeller import *
from modeller.automodel import *

log.verbose ()
env = environ/()

env.io.atom files directory = ['.']

# Create a new class based on 'loopmodel' so that we can redefine
# select_loop_atoms
class MyLoop (loopmodel) :
# This routine picks the residues to be refined by loop modeling
def select loop atoms(self):
# Two residue ranges (both will be refined simultaneously)
return selection(self.residue range('102:', '132:'),
self.residue range('234:', '264:'"))

a = MyLoop (env,

alnfile = 'alinha.ali', # alignment filename
knowns = '2UBP', # codes of the templates
sequence = 'jbureiib', # code of the target
loop_assess_methods=assess.DOPE) # assess each loop with DOPE
a.starting model= 1 # index of the first model
a.ending model = 10 # index of the last model
a.loop.starting model =1 # First loop model
a.loop.ending model = 10 # Last loop model
a.make () # do modeling and loop refinement

A2: aquivo alinha.ali

>P1;2UBP

structureX:2UBP:1 :A:570 :C: HE
MHLNPAEKEKLQIFLASELLLRRKARGLKLNYPEAVAIITSFIMEGARDG
-KTVAMLMEEGKHVLTRDDVMEGVPEMIDDIQAEATFPDGTKLVTVHNPI
SN-—-———="———— = YIVPGEYRVAEGEIEINAGR
EKTTIRVSNTGDRPIQVGSHIHFVEVNKELLEFDRAEGIGRRLNIPSGTAA
RFEPGEEMEVELTELGGNREVFGISDLTNGSVDNK----ELILQRAKELG
YKG-=—===—————————— VEMKINRQQYAESYGPTVGDEVRLADTDLWI
EVEKDYTTYGDEVNFGGGKVLREGMGENGTYTRTENVLDLLLTNALILDY
TGIYKADIGVKDGYIVGIGKGGNPDIMDGVTPNMIVGTATEVIAAEGKIV
TAGGIDTHVHFINPDQVDVALANGITTLFGGGTGPAEGSKATTVTPGPWN
IEKMLKSTEGLPINVGILGKGHGSSIAPIMEQIDAGAAGLKIHEDWGATP
ASIDRSLTVADEADVQVAIHSDTLNEAGFLEDTLRAINGRVIHSFHVEGA
GGGHAPDIMAMAGHPNVLPSSTNPTRPFTVNTIDEHLDMLMVCHHLKQNT
PEDVAFADSRIRPETIAAEDILHDLGIISMMSTDALAMGRAGEMVLRTWQ
TADKMKKQRGPLAEEKNGSDNFRLKRYVSKYTINPATAQGIAHEVGSIEE
GKFADLVLWEPKFFGVKADRVIKGGIIAYAQIGDPSASIPTPQPVMGRRM
YGTVGDLIHDTNITFMSKSSIQQGVPAKLGLKRRIGTVKNCRNIGKKDMK
WNDVTTDIDINPETYEVKVDGEVLTCEPVKELPMAQRYFLFE

*

>P1l;jbureiib

sequence:jbureiib:1 :A:840 tA: HE
MKLSPREVEKISLHNAGFLAQKRLARGVRLNYSESVALIASQILEHARDG
EKTVAQLMSIGKHLLGRRQVLPAVPHLLNIIQVEATLPNGTKLVTVHDPI
ANENGDLEEALYGSFLPVPSLDKFAESKEEHKIPGEIICADGRLTLNPGR
KAVFLKVVNHGDRPIQVGSHYHFIEVNPYLTFDRRKAYGMRLNIAAGDSV
RFEPGDHKTVNLVSIGGNKIIRGGNAIADGPVNEANCKAAMEIVCRREFG
HKEEEDASEGVTTGDPDCPFTKAIPREEYANKYGPTIGDKIRLGDTDLIA
EIEKDFALYGDESVFGGGKVIRDGMGQSSGHP-PAMSLDTVITSAVIIDY
TGITIKADIGIKDGLIASIGKAGNPDIMNGVEFPNMIIGVNTEVICGEGLIV
TAGGIDCHVHYICPQSLDEAISSGITTVVGGGTGPTDGSRATTCTPAPTQ
MKLMLQSTDDIPLNFGFTGKGSGSHPDELHEI IKAGAMGLKLHEDWGCTP
AATIDNCLAVAEQHDIQVNIHTDTVNESGFVEHTIAAFNGRTIHTYHSEGA
GGGHAPDIIKVCSMKNVLPSSTNTTRPLTSNTVDEHLDMLMVCHKLNRET
PEDLAFASSRVREQTIAAEDILHDIGGISIISSDAQAVGRIGEVISCTWQ
TADKMKAERGPLQPDGSDNDNFRIKRYIAKYTINPAIVNGISQYVGSVEV
GKLADLVIWKPSFFGAKPDIVIKGGSIAWADMGDPNGSIPTPEPVLMRPM
YGTLGKAGSALSTIAFVSKAALDLGVKVLYGLNKRVEAVSNVRKLTKLDLK
LNNSLPEITVCPETFTVTVDGQALSSEAVTTLPLSONYFIF

*



APENDICE B: listagem das seqiiéncias aminoacidos de ureases bacterianas obtidas no presente trabalho.
Os numeros representam a quantidade de seqtiéncias substancialmente diferentes encontradas para cada uma
das cadeias.

. Cadeia | Cadeia | Cadeia -
Organismo c B A Cadigo

Acaryochloris marina 1 1 1 |JACAMAR
Acidovorax avenae subsp. citrulli 1 1 1 |ACIAVE
Acinetobacter calcoaceticus 1 1 1 |ACICAL
Acinetobacter baumannii 1 1 1 JACIBAU
Actinobacillus pleuropneumoniae 1 1 1 |ACTPLE
Actinomyces naeslundii 1 1 1 |ACTNAE
Agrobacterium tumefaciens 1 1 1 JAGRTUM
Alcanivorax borkumensis 1 1 1 JALCBOR
Alkalilimnicola ehrlichei 1 1 1 JALKAHR
Alteromonas macleodii 'Deep ecotype' 1 1 1 |ALTMAC
Anabaena variabilis 1 1 1 JANAVAR
Anaeromyxobacter sp. Fw109-5 1 0 1 |ANAESP
Arcobacter butzleri 1 0 0 JARCBUT
Arthrobacter aurescens 1 1 1 JARTAUR
Arthrobacter sp. FB24 1 1 1 JARTHSP
Arthrospira maxima 0 1 0 JARTMAX
Aurantimonas sp. SI85-9A1 1 1 1 |AURASP
Aureococcus anophagefferens 1 0 0 JAURANO
Azoarcus sp. BH72 1 1 1 |AZOASP
Azorhizobium caulinodans 1 1 1 |AZOCAU
Azotobacter vinelandii 1 1 1 JAZOVIN
Bacillus amyloliquefaciens 1 1 1 |BACAMY
Bacillus cereus 1 1 1 |BACCER
Bacillus coagulans 1 0 0 |BACCOA
Bacillus halodurans 1 1 1 BACHAL
Bacillus pasteurii 1 1 1 |BACPAS
Bacillus sp. B14905 1 1 1 |BACISP
Bacillus subtilis 1 1 1 BACSUB
Bacillus subtilis subsp. subtilis 1 1 1 |BACSSU
Blochmannia floridanus [candidatus] 1 1 1 |BLOFLO
Blochmannia pennsylvanicus [candidatus] 1 1 1 |BLOPEN
Bordetella bronchiseptica 1 1 1 |BORBRO
Bordetella parapertussis 1 1 1 |BORPAR
Bordetella pertussis 1 1 1 |BORPER
Bradyrhizobium japonicum 1 1 1 |BRAJAP
Brucella abortus (Brucella melitensis biovar Abortus) 2 2 2 |BRUABO
Brucella melitensis 2 2 2 |BRUMEL
Brucella ovis 2 2 2 |BRUOVI
Brucella suis (Brucella melitensis biovar Suis) 2 2 2 |BRUSUI
Burkholderia ambifaria 1 1 1 BURAMB
Burkholderia cenocepacia 1 1 1 |BURCEN
Burkholderia cepacia 1 1 1 |BURCEP
Burkholderia dolosa 1 1 1 BURDOL
Burkholderia mallei 1 1 1 BURMAL
Burkholderia multivorans 1 1 1 BURMUL
Burkholderia phymatum 1 1 1 |BURPHY




Burkholderia phytofirmans 2 1 1 |BURPHT
Burkholderia pseudomallei 1 1 1 |BURPSE
Burkholderia thailandensis 1 1 1 BURTHA
Burkholderia vietnamiensis 1 1 1 BURVIE
Burkholderia xenovorans 1 1 1 |BURXEN
Caldicellulosiruptor saccharolyticus 1 1 1 |CALSAC
Cenarchaeum symbiosum 1 1 1 |CENSYM
Chlamydomonas sp. CCMP 222 1 0 0 |CHLASP
Chromohalobacter salexigens 1 1 1 |CHRSAL
Clostridium perfringens 1 1 1 |CLOPER
Clostridium phytofermentans 1 1 1 |CLOPHY
Clostridium thermocellum 1 1 1 |CLOTHE
Comamonas testosteroni 1 1 1 |COMTES
Congregibacter litoralis 1 1 1 |CONLIT
Corynebacterium efficiens 1 1 1 |COREFF
Corynebacterium glutamicum 1 1 1 |CORGLU
Cytophaga hutchinsonii 1 0 0 |CYTHUT
Dechloromonas aromatica 1 1 1 |DECARO
Deinococcus radiodurans 1 0 0 |DEIRAD
Delftia acidovorans 1 1 1 |DELACI
Dinoroseobacter shibae 1 1 1 |DINSHI
Edwardsiella ictaluri 1 1 1 EDWICT
Enterobacter sp. 638 1 1 1 |ENTESP
Escherichia coli O157:H7 1 1 1 |ESCCOL
Flavobacterium johnsoniae 1 1 1 FLAJOH
Flexispira rappini [nota:helicobacteriaceae] 1 0 0 |FLERAP
Frankia alni 1 1 1 FRAALN
Frankia sp. EAN1pec 1 1 1 FRANSP
Fulvimarina pelagi 1 1 1 |FULPEL
Geobacillus kaustophilus 1 1 1 |GEOKAU
Granulibacter bethesdensis 1 1 1 |GRABET
Haemophilus influenzae 1 1 1 HAEINF
Hahella chejuensis 1 1 1 |HAHCHE
Haloarcula aidinensis 1 1 0 |HALAID
Haloarcula argentinensis 1 1 0 |HALARG
Haloarcula californiae 1 1 0 |HALCAL
Haloarcula hispanica 1 1 0 |HALHIS
Haloarcula japonica 1 1 0 |HALJAP
Haloarcula marismortui 1 1 1 |HALMAR
Haloarcula quadrata 1 1 0 |HALQUA
Haloarcula sinaiiensis 1 1 0 |HALSIN
Haloarcula vallismortis 1 1 0 |HALVAL
Haloquadratum walsbyi 1 1 1 HALWAL
Helicobacter acinonychis 1 1 0 |HELACI
Helicobacter baculiformis 1 1 0 |HELBAC
Helicobacter bilis 1 0 0 |HELBIL
Helicobacter bizzozeronii 1 1 0 |HELBIZ
Helicobacter cynogastricus 1 1 0 |HELCYN
Helicobacter felis 2 2 0 |HELFEL
Helicobacter hepaticus 1 1 0 |HELHEP
Helicobacter mustelae 1 1 0 |HELMUS
Helicobacter pylori 1 1 0 |HELPYL
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Helicobacter salomonis 1 1 0 |HELSAL
Helicobacter sp. TD1 1 1 0 |HELISP
Helicobacter suis [candidatus] 1 0 0 |HELSUI
Herpetosiphon aurantiacus 1 1 1 HERAUR
Jannaschia sp. CCS1 1 1 1 |JANNSP
Kineococcus radiotolerans 1 0 0 |KINRAD
Klebsiella aerogenes 1 1 1 |KLEAER
Klebsiella pneumoniae 1 1 1 |KLEPNE
Klebsiella pneumoniae subsp. pneumoniae 1 1 1 |KLEPPN
Lactobacillus fermentum 1 1 1 LACFER
Lactobacillus reuteri 1 1 1 |LACREU
Loktanella vestfoldensis 1 1 1 |LOKVES
Lyngbya sp. PCC 8106 1 1 1 |LYNGSP
Magnetococcus sp. MC-1 1 1 1 IMAGNSP
Magnetospirillum gryphiswaldense 1 1 1 IMAGGRY
Marinobacter algicola 1 1 1 |MARALG
Marinobacter aquaeolei 1 1 1 |MARAQU
Marinobacter sp. ELB17 1 1 1 |MARISP
Marinomonas sp. MED121 1 0 1 |[MARDSP
Marinomonas sp. MWYL1 1 1 1 [MARWSP
Mesorhizobium loti 1 1 1 MESLOT
Mesorhizobium sp. BNC1 1 1 1 |MESOSP
Metallosphaera sedula 1 0 1 |METSED
Methylibium petroleiphilum 1 1 1 |METPET
Methylobacillus flagellatus 1 1 1 |METFLA
Methylobacterium chloromethanicum 3 1 3 |METCHL
Methylobacterium extorquens 3 1 3  |METEXT
Methylobacterium populi 3 1 3 |METPOP
Methylobacterium sp. 4-46 1 0 1 |METHSP
Minibacterium massiliensis 1 1 1 IMINMAS
Moritella sp. PE36 1 1 1 |MORISP
Mycobacterium bovis 1 1 1 |MYCBOV
Mycobacterium gilvum 2 2 1 |MYCGIL
Mycobacterium smegmatis 2 1 1 |MYCSME
Mycobacterium tuberculosis 1 1 1 |MYCTUB
Mycobacterium ulcerans 1 1 1 |MYCULC
Mycobacterium vanbaalenii 1 1 1 |MYCVAN
Natronomonas pharaonis 1 1 1 INATPHA
Neptuniibacter caesariensis 1 1 1 INEPCAE
Nitrosococcus oceani 1 1 1 INITOCE
Nitrosomonas cryotolerans 1 0 0 |NITCRY
Nitrosospira briensis 1 0 0 |NITBRI
Nitrosospira multiformis 1 1 1 INITMUL
Nitrosospira tenuis 1 0 0 NITTEN
Nocardia farcinica 1 1 1 INOCFAR
Nodularia spumigena 1 1 1 INODSPU
Nostoc muscorum 1 1 1 INOSMUS
Nostoc punctiforme 2 1 1 |INOSPUN
Oceanicola batsensis 2 1 1 |OCEBAT
Oceanicola granulosus 1 1 1 |OCEGRA
Oceanobacter sp. RED65 1 1 1 |OCEASP
Ochrobactrum anthropi 2 2 2 |OCHANT
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Paracoccus denitrificans 1 1 1 PARDEN
Photobacterium damselae subsp. damselae 1 0 0 |PHODDA
Photobacterium profundum 1 1 1 PHOPRO
Photorhabdus luminescens subsp. laumondii 1 1 1 PHOLLA
Polaromonas naphthalenivorans 1 1 1 POLNAP
Polaromonas sp. JS666 1 1 1 |POLASP
Polynucleobacter sp. QLW-P1DMWA-1 1 1 1 |POLYSP
Prochlorococcus marinus 1 1 1 |PROMAR
Prochlorococcus marinus subsp. pastoris 1 1 1 PROMPA
Proteus mirabilis 1 1 1 PROMIR
Proteus vulgaris 1 1 1 |PROVUL
Pseudoalteromonas haloplanktis 1 1 1 PSEHAL
Pseudomonas aeruginosa 1 1 1 PSEAER
Pseudomonas entomophila 1 1 1 PSEENT
Pseudomonas fluorescens 1 1 1 |PSEFLU
Pseudomonas mendocina 1 1 1 |PSEMEN
Pseudomonas putida 1 1 1 |PSEPUT
Pseudomonas stutzeri 1 1 1 |PSESTU
Pseudomonas syringae pv. phaseolicola 1 1 1 |PSESYR
Psychrobacter cryohalolentis 2 2 2 |PSYCRY
Psychromonas ingrahamii 1 1 1 |PSYING
Ralstonia eutropha 1 1 1 |RALEUT
Ralstonia metallidurans 1 1 1 RALMET
Ralstonia pickettii 1 1 1 RALPIC
Ralstonia solanacearum 1 1 1 |RALSOL
Reinekea sp. MED297 1 1 1 REINSP
Rhizobium etli 1 1 1 |RHIETL
Rhizobium leguminosarum 1 1 1 |RHILEG
Rhodobacter capsulatus 1 1 1 |RHOCAP
Rhodobacter sphaeroides 1 1 1 |RHOSPH
Rhodococcus sp. RHA1 1 1 1 |RHODSP
Rhodoferax ferrireducens 1 1 1 RHOFER
Rhodomonas salina 1 0 0 |RHOSAL
Rhodopseudomonas palustris 1 1 1 RHOPAL
Roseobacter denitrificans 1 1 1 |ROSDEN
Roseobacter sp. AzwK-3b 1 1 1 |ROSESP
Saccharophagus degradans 1 1 1 |SACDEG
Saccharopolyspora erythraea 1 1 1 |SACERY
Saccharopolyspora spinosa 1 1 1 |SACSPI
Sagittula stellata 1 1 1 |SAGSTE
Silicibacter pomeroyi 1 1 1 |SILPOM
Silicibacter sp. TM1040 1 1 1 |SILISP
Sinorhizobium medicae 1 1 1 |SINMED
Sinorhizobium meliloti 1 1 1 SINMEL
Sporosarcina pasteurii 1 1 1 SPOPAS
Staphylococcus aureus 1 1 1 |STAAUR
Staphylococcus aureus subsp. aureus 1 1 1 |STAAAU
Staphylococcus epidermidis 1 1 1 |STAEPI
Staphylococcus leei 1 1 0 |STALEE
Staphylococcus saprophyticus subsp. saprophyticus 1 1 1 |STASSA
Staphylococcus xylosus 1 1 1 |STAXYL
Stappia aggregata 1 1 1 |STAAGG
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Stigmatella aurantiaca 1 0 0 |STIAUR
Streptococcus alactolyticus 1 0 0 |STRALA
Streptococcus hyointestinalis 1 0 0 |STRHYO
Streptococcus salivarius 1 1 1 |STRSAL
Streptococcus thermophilus 1 1 1 |STRTHE
Streptococcus vestibularis 1 1 1 |STRVES
Streptomyces avermitilis 2 1 1 |STRAVE
Streptomyces coelicolor 2 1 1 |STRCOE
Streptomyces kanamyceticus 1 0 0 |STRKAN
Sulfitobacter sp. EE-36 1 1 1 |SULESP
Sulfitobacter sp. NAS-14.1 1 1 1 |SULNSP
Sulfolobus tokodaii 1 0 0 |SULTOK
Synechococcus elongatus 1 1 1 |SYNELO
Synechocystis sp. PCC 6803 1 1 1 |SYNESP
Thermosynechococcus elongatus 1 1 1 |THEELO
Trichodesmium erythraeum 1 1 1 [TRIERY
Ureaplasma parvum 1 1 1 UREPAR
Ureaplasma urealyticum 1 1 1 UREURE
Verminephrobacter eiseniae 1 1 1 |VEREIS
Vibrio fischeri 1 1 1 |VIBFIS
Vibrio parahaemolyticus 1 1 1 |VIBPAR
Vibrio shilonii 1 1 1 |VIBSHI
Vibrio splendidus 1 1 1 |VIBSPL
Xanthobacter autotrophicus 1 0 1 IXANAUT
Yersinia aldovae 1 1 1 |YERALD
Yersinia bercovieri 1 1 1 |YERBER
Yersinia enterocolitica 1 1 1 |YERENT
Yersinia enterocolitica subsp. enterocolitica 1 1 1 |YEREEN
Yersinia frederiksenii 1 1 1 |YERFRE
Yersinia intermedia 1 1 1 |YERINT
Yersinia kristensenii 1 1 1 |YERKRI
Yersinia mollaretii 1 1 1 |[YERMOL
Yersinia pestis 1 1 1 |YERPES
Yersinia pseudotuberculosis 1 1 1 |YERPSE
Yersinia rohdei 1 1 1 |YERROH
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APENDICE C: Tabela comparativa de dados cinéticos para ureases.

A tabela apresenta dados compilados a partir de aproximadamente 200 artigos referentes a aspectos bioquimicos das
ureases. Por terem sua comparagao dificultada (devido a condigdes experimentais diferentes em cada artigo, por exemplo),
estes dados nao foram considerados na elaboragao da versao final do presente trabalho. A tabela tem carater preliminar em
relagdo a distribuicdo do contetdo e sua formatag&o. As referéncias citadas na tabela encontram-se listadas abaixo da

mesma.

Organismo

Km

Kcat @ pH

Ki

Bacillus pasteurii

Km 40-130 mM [8, 13]
Km 55.3 mM [21,22]

Quinonas: (non-competitive, Ki em
mM) [15]

p-Benzoquinone 80

p-Fluoranil 0.1

p-Chloranil 0.2

o-Chloranil 4.8

p-Bromanil 0.15

p-lodanil 1.0
Di-Br,di-I-benzoquinone 0.2
Chloranilic acid >1000
2-CH3,-6-OCH3-benzoquinone 200
2,3-Cl,-5,6-CN-benzoquinone 600
o-Naphthoquinone 70
p-Naphthoquinone 10
2,3-Di-Cl-naphthoquinone 13

Canavalia
ensiformis: JBU

Km (pH 6.5) 1.5£0. mM
[16]
Km (pH 7.5) 2.940.6 mM
[16]
Km (pH 8.5) 7.141.7 mM
[16]

Km 2-3.5 mM [16, 17]

Kcat [Molecular mass of
270 kDa was taken as the
minimal molecular form
expressing enzymic
activity for urease]:

(pH 6.5) 9700 s [16]

(pH 7.5) 61650 s [16]
(pH 8.5) 120150 s [16]

pH 6timo: 7 [19,20]

Ki (Boric acid, B(OH)3, acts as a
competitive inhibitor): 0.12 mM [2,3]
Phosphate is a competitive inhibitor in
the pH range 5.8-7.5, with Ki values
increasing from 0,53mM at pH 5.8 to
123mM at pH 7.5. [6,5]

Quinonas: (non-competitive, Ki em
mM) [15]

p-Benzoquinone 10

p-Fluoranil 0.1

p-Chloranil 0.2

o-Chloranil 3,5

p-Bromanil 0.3

p-lodanil 0.1
Di-Br,di-I-benzoquinone 0.1
Chloranilic acid 100
2-CH3,-6-OCH3-benzoquinone 120
2,3-Cl,-5,6-CN-benzoquinone 70
o-Naphthoquinone 5
p-Naphthoquinone 7
2,3-Di-Cl-naphthoquinone 11

*%

*kkk

Canavalia Km (pH 6.5) 1.5£0.2 mM | Kcat [Molecular mass of
ensiformis: [16] 184 kDa was taken as the
Canatoxina Km (pH 7.5) 1.84£0.1 mM | minimal molecular form
[16] expressing enzymic
Km (pH 8.5) 7.7£1.5 mM | activity for canatoxin]:
[16] (pH 6.5) 9200 s [16]
(pH 7.5) 18093 s [16]
(pH 8.5) 43240 s [16]
Km 2-7 mM [16]
Glycine max: Km 0.2-0.6 mM [17]
embryo-specific
Helicobacter Km 0,17mM [8, 9] *




pylori

Km 0,2-0,3 mM [18]

kkk

Km 2,4 £0.1 mM [1]

Kcat (The

keat is based on Mr=83000
for the urease catalytic
unit.): 2970 £100 s [1]

pH 6timo: 8 [1]

Phosphate: within the pH range 5.0-
7.0 the inhibition is pH dependent,
with values of Ki increasing from circa
0.1 mM at pH 5 to ca. 50 mM at pH 7.
The inhibition is weak and not purely
competitive at pH>7.0, while the
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enzyme is labile at pH<5.0. [6,5]

Ki (Boric acid, B(OH)3, acts as a
competitive inhibitor): 0.33 mM [2,5]
Ki (acetohydroxamic acid: slow,
tight-binding competitive inhibitor): 2.6
uM. [8, 14]

Ki (phenylphosphorodiamidate:
slowly binding competitive inhibitor):
94 pM [8, 14]

*kkkk

Morus alba Km 0.16mM [19,20, 23] | pH 6timo: 9 [23]

Proteus mirabilis | Km 13 mM [8, 11] Ki (Boric acid, B(OH)3, acts as a

competitive inhibitor): 0.1mM [2,4]

Selenomonas
ruminantium

Km 2,2mM [8, 10]

Sporosarcina
ureae

Km 60 mM [8, 12]

Notas gerais: microbial ureases possess an optimum pH of near neutrality and are often irreversibly denatured by exposure
to pH values below 5. [8]

* |Cso de vérios inibidores dipeptidicos com &cido hidroxamico na referéncia [24].

** Dados sobre inibigdo com compostos experimentais contendo organobismuto na referéncia [25].

*** Dados sobre inibicdo com fenilfosforodiamidatos na referéncia [26].

**** Dados sobre inibicdo com cetonas-a-b-insaturadas na referéncia [27].

***** Dados sobre inibigdo com fluoretos na referéncia [28].

Atividades especificas de algumas: [8] pg459.
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