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Resumo

Em resposta a vários estresses, o acúmulo de prolina ocorre em bactérias, protozoários,

invertebrados marinhos e em plantas. Em animais e plantas, a prolina também desempenha

outras funções fisiológicas. A principal via de biossíntese da prolina tem o glutamato como

substrato e ocorre por três reações enzimáticas. Em procariotos, alguns eucariotos

unicelulares e fungos, a primeira e a segunda reação são catalisadas pelas enzimas γ-GK e

γ-GPR, que são codificadas pelos genes ProB e ProA, respectivamente. Em animais,

plantas e em alguns eucariotos unicelulares um único gene, denominado P5CS, codifica

uma enzima bifuncional com os domínios, GK e GPR, responsável pela primeira e segunda

reações na biossíntese de prolina. Tendo em vista a importância fisiológica da prolina e do

seu metabolismo nos organismos vivos, o principal objetivo deste trabalho é elucidar a

história evolutiva da família gênica P5CS. Apesar de serem encontrados outros estudos que

abordam aspectos evolutivos do P5CS, eles não utilizam uma grande amostragem ou ficam

restritos a apenas animais ou plantas, tendo assim, questões ainda em aberto,

principalmente quanto a origem e diversificação deste gene. Portanto, para atingir nossos

objetivos, usamos uma abordagem filogenética com uma ampla amostragem dos genes

P5CS, ProB e ProA, incluindo espécies dos três domínios da vida. As sequências foram

recuperadas dos bancos de dados genômicos Ensembl e JGI. No total, foram obtidas 479

sequências de P5CS de 334 espécies, 661 sequências de ProB de 603 espécies e 612

sequências de ProA de 598 espécies. Os alinhamentos e análises filogenéticas de Máxima

Verossimilhança e Bayesiana foram realizadas separadamente para os genes ProA, ProB e

P5CS. Para entender o relacionamento do gene P5CS com os homólogos ProA e ProB,

realizamos análises filogenéticas com os domínios GK e GPR separados e incluindo em

cada conjunto de dados as sequências dos genes ProB e ProA. Foram realizadas também

análises de seleção com o gene P5CS. Em geral, a filogenia estimada dos genes P5CS,

ProB e ProA, concordam com a filogenia das espécies. Nas filogenias dos domínios temos

a formação de dois grandes clados, mostrando uma clara separação entre o gene P5CS e

seus homólogos ProB/ProA. Analisando este resultado em conjunto com a árvore das

espécies, sugerimos que o gene P5CS descende de um único evento de fusão que ocorreu

no ancestral de alguma linhagem eucariótica, e sendo disseminada para outros grupos via

transferência horizontal de genes, uma vez que na árvore das espécies a característica

“possuir P5CS” forma um grupo polifilético. A topologia encontrada no gene P5CS de
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plantas nos mostra que estas espécies sofreram diversos processos independentes de

duplicação e perdas gênicas. Foram também identificados sítios sob seleção positiva no

P5CS das plantas, no qual se encontram diferentes resíduos entre os parálogos, o que pode

estar relacionado com a subfuncionalização encontrada em algumas espécies. Foram

também identificados sob seleção positiva importantes sítios do P5CS de espécies de

animais, no qual se tem registro de mutações com efeitos deletérios em humanos. Nosso

trabalho traz novas evidências sobre a origem do gene P5CS e da sua diversificação na

linhagem dos animais e principalmente na linhagem das plantas.
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Abstract

In response to various stresses, the accumulation of proline occurs in bacteria, protozoa,

marine invertebrates, and plants. In animals and plants, proline also performs other

physiological functions. The main pathway for proline biosynthesis has glutamate as a

substrate and occurs through three enzymatic reactions. In prokaryotes, some unicellular

eukaryotes and fungi, the first and second reactions are catalyzed by the enzymes γ-GK

and γ-GPR, encoded by the ProB and ProA genes, respectively. In animals, plants and

some unicellular eukaryotes, a single gene, called P5CS, encodes a bifunctional enzyme

with the domains, GK and GPR, responsible for the first and second reactions in proline

biosynthesis. In view of the physiological importance of proline and its metabolism in

living organisms, the main objective of this work is to elucidate the evolutionary history of

the P5CS gene family. Other studies are found that address the evolutionary aspects of

P5CS, they do not use a large sample or are restricted only to animals or plants, remaining

doubts, mainly regarding the origin and diversification of this gene. Therefore, to achieve

our goals, we use a phylogenetic approach with a wide sampling of the P5CS, ProB and

ProA genes, including species from the three domains of life. The sequences were retrieved

from the Ensembl and JGI genomic databases. In total, 479 P5CS sequences from 334

species, 661 ProB sequences from 603 species and 612 ProA sequences from 598 species

were obtained. The alignments and phylogenetic analysis of Maximum Likelihood and

Bayesian were performed separately for the ProA, ProB and P5CS genes. To understand

the relationship of the P5CS gene with the ProA and ProB homologs, we performed

phylogenetic analyzes with the separate GK and GPR domains and including the sequences

of the ProB and ProA genes in each data set. Selection analyzes were also performed with

the P5CS gene. In general, the estimated phylogeny of the P5CS, ProB and ProA genes

agree with the specie’s phylogeny. In the phylogenies of the domains, we have the

formation of two large clades, showing a clear separation between the P5CS gene and its

ProB/ProA homologs. Analyzing this result in conjunction with the species tree, we

suggest that the P5CS gene descends from a single fusion event that occurred in the

ancestor of some eukaryotic lineage and being disseminated to other groups via horizontal

gene transfer, since in the tree of the species, the characteristic “having P5CS” forms a

polyphyletic group. The topology found in the plant P5CS gene shows us that these species
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have undergone several independent processes of duplication and gene losses. Sites with

positive selection were also identified in the P5CS of the plants, in which different residues

are found between the paralogs, which may be related to the subfunctionalization found in

some species. Important sites of P5CS of animal species were also identified under positive

selection, in which mutations with deleterious effects on humans are recorded. Our work

brings new evidence about the origin of the P5CS gene and its diversification in the lineage

of animals and especially in the lineage of plants.
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1. Introdução

1.1 Prolina e suas funções

Os aminoácidos são definidos como compostos orgânicos que possuem ligados a

um mesmo átomo de carbono um grupamento amino e um grupamento carboxílico, e são

conhecidos principalmente pelo seu papel estrutural como componente básico das cadeias

peptídicas (Nelson and Cox 2014). Além do papel estrutural, certos aminoácidos

desempenham importantes papéis no metabolismo, participando e regulando diversas vias

metabólicas necessárias para a manutenção, crescimento, reprodução e imunidade dos

organismos. Tais aminoácidos são chamados de aminoácidos funcionais, e estão incluídos

nesta categoria a arginina, cisteína, glutamina, leucina, prolina e triptofano (Revisado por

Wu, 2009).

Dentre estes aminoácidos daremos enfoque à prolina, que possui algumas

singularidades bioquímicas devido ao seu anel de pirrolidina e a ausência de um átomo de

hidrogênio nas ligações peptídicas que envolvem seu nitrogênio (Adams and Frank, 1980).

No quesito estrutural, a prolina é conhecida por ser um aminoácido essencial na formação

do colágeno, que junto com a 4-hidroxiprolina (um aminoácido incomum derivado da

prolina), correspondem a cerca de 21% da composição peptídica desta molécula, sendo

importante para a torção acentuada da hélice de colágeno (Nelson and Cox 2014). O

colágeno corresponde a um terço das proteínas nos mamíferos, sendo a proteína mais

abundante no corpo destes animais, tanto que apenas a síntese endógena da prolina se torna

insuficiente para o ótimo crescimento e produção de colágeno (revisado por Karna et al.,

2020).

Como metabólito livre, a prolina é conhecida pelo seu papel fisiológico em

situações de estresse, no qual diversos organismos acumulam a prolina em resposta aos

mais variados tipos de estresse. Nas bactérias o acúmulo de prolina é fundamental na

resposta ao estresse osmótico (Moses et al., 2012), atuando também como antioxidante em

resposta à exposição de metais pesados (Ahad and Syiem, 2021). Em leveduras o acúmulo

de prolina está associado com uma maior resistência ao frio (Meng et al., 2021), a

dessecação (Takagi et al., 2000) e resistência a espécies reativas de oxigênio (ROS)
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(Sasano et al., 2012). Em invertebrados marinhos o acúmulo de prolina ocorre quando

estes animais são expostos a ambientes de hipersalinidade (Li et al., 2021). E em plantas,

há estudos mostrando o aumento na concentração de prolina em resposta à seca (Harb et

al,. 2020), alta salinidade (Pundir et al., 2021), altas e baixas temperaturas, estresse

oxidativo, radiação UV, contaminação por patógenos (Liang et al., 2013) e por metais

pesados (An et al., 2020),

Nas plantas, além da resposta ao estresse, a prolina também está ligada com o

desenvolvimento vegetal. Sendo importante para o processo de floração, atuando na

transição do meristema apical para o meristema floral, induzindo a coflorecência e atuando

no processo de bolting (crescimento de um caule floral alto que ocorre em um período

muito curto de tempo) (Mattioli et al., 2008), essencial para o desenvolvimento e

viabilidade do pólen (Funck et al., 2012), e atua no desenvolvimento da raiz, controlando a

divisão celular e modulando o tamanho da zona meristemática radicular (Biancucci et al.,

2015).

1.2 Metabolismo da prolina

A via biossintética da prolina é conservada desde bactérias a eucariotos (Fichman et

al., 2015) e provavelmente seu surgimento foi um evento antigo na evolução, uma vez que

foi proposto um papel fundamental da prolina no mundo de RNA, atuando na ligação entre

a química dos carboidratos e aminoácidos (Kubyshkin and Budisa, 2019). A via foi

descrita pela primeira vez em Escherichia coli que toma como substrato inicial o

glutamato, que através de três reações enzimáticas não reversíveis, irá formar a prolina. A

via se inicia com a fosforilação do glutamato em γ-glutamil-fosfato, sendo esta reação

dependente de ATP e catalisada pela enzima γ-glutamil quinase (γ-GK), codificada pelo

gene ProB. O γ-Glutamil fosfato é então reduzido para glutamato semialdeído (GSA),

utilizando como doador de elétrons o NADPH e catalisada pela γ-glutamil fosfato redutase

(γ-GPR), codificada pelo gene ProA (Baich, 1969). O GSA produzido se interconverte

espontaneamente em Δ¹-pirrolina-5-carboxilato (P5C), através de uma reação não

enzimática de ciclização, existindo ambos os compostos em equilíbrio químico, no qual é

favorecido a formação de P5C (Hu et al., 2008a; Nelson and Cox, 2014). A síntese é

finalizada pela redução do P5C em prolina, sendo esta reação catalisada pela enzima
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Δ¹-pirrolina-5-carboxilato redutase (P5CR) e utilizando como cofator o NADPH

(Ruszkowski et al., 2015) (Figura 1).

Figura 1 - Metabolismo da prolina, no qual as setas azuis indicam as reações de
biossíntese e as vermelhas as reações do catabolismo. As elipses representam as enzimas
que catalisam as reações. γ-GK - γ-glutamil quinase; γ-GPR - γ-glutamil fosfato redutase;
GSA - glutamato-5-semialdeído; P5C - Δ¹-pirrolina-5-carboxilato; P5CR -
Δ¹-pirrolina-5-carboxilato redutase; OAT - ornitina aminotransferase; P5CDH -
pirrolina-5-carboxilato desidrogenase; PRODH - prolina desidrogenase.

É importante ressaltar que os genes ProB e ProA são encontrados apenas em

bactérias, arqueas e em alguns eucariotos, como algas e fungos (Fichman et al., 2015). Em

plantas (Hu et al., 1992) e animais (Smith et al., 1980), temos a presença do gene P5CS

que codifica a enzima bifuncional, Δ¹-pirrolina-5-carboxilato sintase (P5CS), que possui as

porções catalíticas de γ-GK e γ-GPR, realizando assim as duas primeiras reações da síntese

da prolina e convertendo o glutamato em GSA.
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Embora o glutamato seja o principal substrato para a produção da prolina, a mesma

pode ser também sintetizada a partir da ornitina, através de duas reações enzimáticas. Esta

via se inicia com a transaminação da ornitina, catalisada pela enzima Ornitina

aminotransferase (OAT), que irá transferir o grupamento amino da ornitina para o

α-cetoglutarato, formando o GSA e o glutamato, respectivamente. O GSA irá então se

interconverter em P5C que como já citado, será reduzido pela enzima P5CR em prolina.

Como a reação catalisada pela OAT é reversível, o GSA formado pela P5CS ou GK/GPR,

pode ser também utilizado para a produção de ornitina, sendo em mamíferos a única via

para a síntese de ornitina (e, portanto, da arginina) quando os níveis de arginina são

insuficientes para a síntese proteica (Nelson and Cox, 2014). Portanto o metabolismo da

prolina está relacionado diretamente com o metabolismo de outros dois aminoácidos, o

glutamato e a arginina (ornitina), se interligando assim a duas outras importantes vias, a do

ciclo de Krebs e ciclo da ureia (Figura 2) (Hu et al., 2008b).

Em animais, o metabolismo da prolina (e não a prolina em si) desempenha funções

importantes na resposta ao estresse e na sinalização celular. Mas para melhor

entendimento, será necessário também explicar a via de degradação da prolina, que ocorre

através de duas reações enzimáticas. A primeira reação é feita pela enzima prolina oxidase

(POX), também conhecida como prolina desidrogenase (PRODH), que catalisa a oxidação

da prolina em P5C, utilizando como receptor de elétrons o FAD+, como a POX fica

localizada na membrana mitocondrial interna, esta primeira reação está acoplada à cadeia

transportadora de elétrons, o que resulta na formação direta de ATP e podendo gerar

também ROS (Pandhare et al., 2009). A última reação ocorre na matriz mitocondrial,

sendo catalisada pela enzima pirrolina-5-carboxilato desidrogenase (P5CDH), que irá

oxidar o P5C em glutamato, utilizando o NAD+ como receptor de elétron (Rizzi et al.,

2015).

Sendo o ciclo da prolina, como é conhecida a interconversão de P5C-prolina,

importante para a produção de ROS, que atuam como sinalizador no processo de apoptose

(Phang et al., 2008). O metabolismo da prolina (tendo como substrato o glutamato)

também tem se mostrado importante para se manter a homeostasia oxirredutora das

células, se conectando também com a porção oxidativa da via das pentose-fosfato (Figura

2), e vem se mostrando importante para o crescimento de tumores (Liu et al., 2015; Tanner

et al., 2018). A prolina é também muito utilizada para a produção de ATP nos músculos de
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Hymenoptera, moscas tsé-tsé e Mosquitos (Teulier et al., 2016), o que se relaciona também

com os tripanosomatídeos, que quando se encontram no corpo de seus vetores, a

degradação da prolina é essencial para a geração de ATP e consequente sobrevivência

destas espécies (Bringaud, 2012; Mantilla et al., 2017).

Figura 2 - Representação das interconexões do metabolismo da prolina com outras vias
celulares. Localizações intracelulares das vias não são mostradas na imagem. GDH -
Glutamato desidrogenase; GSA - Glutamato-5-semialdeído; P5C - Pirrolina-5-carboxilato.

O principal ponto de controle da biossíntese de prolina nos organismos ocorre na

enzima γ-GK, sendo ela inibida alostericamente pelo prolina (Smith et al., 1984). O mesmo

vale para as plantas, no qual a prolina se liga na porção do domínio GK da enzima P5CS,

atuando como um regulador alostérico e inibindo o anabolismo da prolina (Hu et al.,

1992). Em mamíferos a prolina atua como inibidor alostérico da enzima P5CR, sendo a

forma nativa da enzima P5CS insensível à uma regulação alostérica pela prolina ou

ornitina. Porém, nas células intestinais o mRNA do gene P5CS sofre um processo de
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splicing alternativo, codificando uma enzima com menos dois aminoácidos, o que torna o

P5CS sensível apenas à ornitina, sendo então inibida alostericamente por ela (Hu et al.,

1999). Esse mecanismo evoluiu possivelmente devido ao papel essencial do intestino na

produção de citrulina/arginina em neonatos, uma vez que a síntese de novo (através do P5C

formado pela P5CS) é a principal fonte de ornitina (Hu et al., 2008a; Marini et al., 2012).

1.3 P5CS e seus homólogos γ-GK/γ-GPR

Tendo em vista que o P5C/GSA é a principal ligação entre o metabolismo do

glutamato, prolina e arginina, e que o glutamato é o principal substrato para a síntese de

novo da prolina (Delauney and Verma, 1993), as enzimas γ-GK e γ-GPR, ou somente a

P5CS, são de maior interesse para via. Além de ainda existirem questões em aberto quanto

à evolução e diversificação dos genes responsáveis em produzir estas enzimas.

A enzima γ-GK, codificada pelo gene ProA, é encontrada na forma de homodímero

em Campylobacter jejuni (2AKO), enquanto em Escherichia coli (Marco-Marín et al.,

2007) e Burkholderia thailandensis (4Q1T) na forma de homotetrâmero, apesar de

experimentos em E. coli mostrarem que na forma de homodímeros a enzima já se encontra

totalmente ativa (Pérez-Arellano et al., 2010). Para leveduras não se tem estudos

mostrando a formação de dímeros ou se a enzima é funcional na forma de monómero.

As enzimas γ-GK além do domínio GK, possuem um outro domínio denominado

PUA (pseudouridina sintase e a arqueosina transglicosilase). O domínio PUA geralmente

se encontra associado a enzimas que catalisam modificações pós-transcricionais em tRNA

e rRNA. Mas o domínio PUA não se encontra presente em todas as enzimas GK, cerca de

20% das leveduras e bactérias naturalmente não o possuem, o que sugere que a presença do

domínio PUA não é essencial para o funcionamento da enzima γ-GK (Pérez-Arellano et

al., 2007). Entretanto, em E. coli, na ausência do domínio PUA a enzima γ-GK necessitou

do dobro de prolina para ser inibida e apresentou uma menor estabilidade a variações de

temperatura, quando comparada com a forma selvagem de sua enzima (Pérez-Arellano et

al., 2005). Um estudo de viabilidade em Saccharomyces cerevisiae mostrou que o domínio

PUA em si não é necessário para a atividade catalítica da enzima, mas sim a região que

liga os dois domínios na enzima γ-GK, atuando possivelmente na

conformação/estabilidade da enzima (Kaino et al., 2012). Já foi proposto a participação do
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domínio PUA na regulação/estabilidade do mRNA do gene ProB, mas a função deste

domínio na enzima γ-GK ainda não foi completamente compreendida (Fichman et al.,

2015).

A enzima γ-GPR também apresenta formação de estruturas oligoméricas, sendo

encontrada na forma de homotetrâmero nas espécies em B. thailandensis (4GHK) e

Thermotoga maritima (Page et al., 2003), enquanto em S. cerevisiae a estrutura encontrada

no Protein Data Bank é de um homodímero (1VLU). Mas isso é esperado para γ-GPR,

uma vez que ela faz parte da superfamília ALDH (aldeído desidrogenase), sendo

característico a presença de um domínio de oligomerização (Stiti et al., 2021). Como a

enzima P5CS possui uma região homóloga a γ-GPR, ela também é um membro desta

superfamília, com seu gene sendo também nomeado como ALDH18. Para animais é mais

comum encontrar trabalhos com a nomenclatura ALDH18 ao invés de P5CS.

Alguns estudos propuseram que as enzimas γ-GK e γ-GPR podem formar um

complexo in vivo, sendo essencial para atividade catalítica das mesmas, pois ensaios com

E. coli mostraram que a enzima γ-GK só se encontra ativa com a presença da enzima

γ-GPR (Smith et al., 1984; Kaino et al., 2012). A capacidade destas enzimas formarem

complexos parece ocorrer até mesmo com enzimas de diferentes organismos, pois foi

detectada atividade catalítica da γ-GK de levedura quando expressa em E. coli (Kaino et

al., 2012). A formação de um complexo γ-GK-γ-GPR, pode possibilitar a canalização de

substrato (no qual o produto de uma reação é transportado para um segundo sítio ativo,

sem se difundir no meio), que seria vantajoso devido à alta instabilidade do γ-glutamil

fosfato, formado pela γ-GK (Arentson et al., 2012). Um modelo de como seria este

complexo foi proposto, no qual ele seria composto por um homotetrâmero de γ-GK

interagindo com um dímero de γ-GPR. Este modelo se reforça, pois, a cristalografia da

enzima γ-GK revelou que o γ-glutamil fosfato pode permanecer intacto no sítio ativo da

γ-GK (Marco-Marín et al., 2007).

A hipótese para a origem da enzima bifuncional P5CS, é que ela tenha surgido pela

fusão dos genes ProA e ProB (Figura 3). No entanto, ainda não está claro se este foi um

único evento que se espalhou por meio de transferência horizontal de genes ou se ocorreu

várias vezes de forma independente no ancestral de cada grupo (Fichman et al., 2015).

Fusões gênicas ocorrem quando duas ou mais ORFs se unem em uma só, e podem ocorrer

por translocações ou inversões cromossômicas ou também por deleções intersticiais
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(Leonard and Richards, 2012). No trabalho de Enright et al., 1999, a maioria das proteínas

fusionadas identificadas se tratava de enzimas metabólicas, e hipotetizaram que isso

poderia ser devido ao efeito de canalização de substrato. Efeito este, que como discutido

anteriormente, parece ser vantajoso para a reação GK e GPR, o que pode ter levado a

fixação deste gene fusionado nos animais, plantas e alguns eucariotos unicelulares.

Figura 3 - Representação dos domínios encontrados nos genes ProB, ProA e sua
homologia com os domínios encontrados no gene P5CS. A principal hipótese para a
origem do gene P5CS é que ela tenha se originado de um evento de fusão entre os genes
ProB e ProA, sendo o domínio PUA perdido durante este evento.

Apesar disso, ainda não existem estudos que comprovem que a canalização de

substrato de fato ocorre na enzima P5CS, ou se apenas a proximidade dos dois sítios ativos

já provoca uma maior eficiência da via (Arentson et al., 2012). A fusão artificial dos genes

ProB/ProA em E. coli mostrou uma maior atividade enzimática e produção de prolina

quando comparada com a cepa selvagem que expressa as enzimas por dois genes distintos

(Chen et al., 2006). A fusão dos genes ProB/ProA em S. cerevisiae também se mostrou

funcional, entretanto foi analisada apenas a atividade do domínio GK e no qual a forma

fusionada apresentou uma menor atividade (cerca de 70%) quando comparado com a

forma isolada da enzima γ-GK. Eles também analisaram a fusão dos genes com a deleção

do domínio PUA do gene ProB, como ocorre na forma bifuncional P5CS em que não

encontramos o domínio PUA, porém a atividade da enzima caiu para 0,58% da forma

selvagem da γ-GK (Kaino et al., 2012).
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Além disso, a fusão gênica é também um fator que garante a co-localização e a

co-expressão dos domínios (Lees et al., 2016), o que pode facilitar também o

direcionamento para organelas específicas como mitocôndria e cloroplasto. Como ocorre

com o P5CS de mamíferos que se encontra na membrana mitocondrial interna (Hu et al.,

2008a). Um estudo inicial também mostrou um direcionamento específico no P5CS de

plantas sendo localizadas no citoplasma e em situações de estresse se localizava também

no cloroplasto, apesar de não ter sido encontrado nenhuma sequência sinal em sua cadeia

peptídica. (Szèkely et al., 2008). Entretanto, um novo estudo contradiz este achado, no qual

seus resultados mostram uma localização exclusivamente citoplasmática do P5CS (Funck

et al., 2020).

Além da localização intracelular e do inibidor alostérico, o gene P5CS de animais e

plantas possuem diferenças quanto ao número de parálogos que são encontrados em seus

genomas. Nas angiospermas, é comum encontrar pelo menos dois genes que codificam a

enzima P5CS, e no qual um estudo anterior mostrou que possivelmente estes parálogos

surgiram de vários processos independentes de duplicação (Turchetto-Zolet et al., 2009).

Enquanto em animais geralmente encontramos um único gene (Holmes, 2017).

Estudos funcionais com Arabidopsis thaliana demonstraram haver certa

diferenciação entre as funções de seus dois genes parálogos, sendo o AtP5CS1 mais

responsivo ao estresse e o AtP5CS2 se expressa de forma constitutiva, atuando mais no

desenvolvimento da planta (Szèkely et al., 2008; Funck et al., 2020). Na família Poaceae,

trabalhos com Oryza sativa e Sorghum bicolor também mostraram que seus parálogos

possuem diferentes padrões de expressão nos tecidos e que podem desempenhar papéis não

redundantes no desenvolvimento das plantas (Hur et al., 2004; Su et al., 2011). A

subfuncionalização parece ocorrer também entre os parálogos da bactéria Bacillus subtilis,

que possui dois genes codificantes da enzima γ-GK, sendo a expressão de um deles

induzida por estresse osmótico (Brill et al., 2011; Hoffmann et al., 2017).

Tendo em vista a importância da prolina para todos os organismos vivos, a

compreensão sobre a história evolutiva dos genes envolvidos com a biossíntese desse

aminoácido torna-se de extrema relevância. Embora estudos prévios tenham abordado

alguns aspectos evolutivos da família gênica P5CS, que codifica a principal enzima da via,

algumas questões sobre a origem e diversificação dessa família gênica ainda permanecem

sem resposta. Sendo assim, esta dissertação visa melhor estabelecer o relacionamento
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filogenético do gene P5CS com seus homólogos monofuncionais ProB/ProA, através de

uma ampla amostragem abordando os três domínios da vida (Archaea, Bacteria e Eukarya).

Quanto a origem do gene P5CS, nós hipotetizamos que se deu por apenas um único evento

de fusão que ocorreu em uma das linhagens iniciais dos eucariotos, sendo disseminada via

transferência horizontal de genes, entre os ancestrais dos animais, plantas e dos eucariotos

unicelulares que o possuem. Sendo esperado nesta hipótese, encontrar nas filogenias todas

as sequências do gene P5CS agrupadas formando um único clado e seus homólogos

ProA/ProB formando um outro clado independente. Para o padrão de duplicação em

plantas, como suposto em um trabalho anterior (Turchetto-Zolet et al., 2009),

hipotetizamos que ocorreram múltiplos processos independentes de duplicação do gene

P5CS. Sendo esperado encontrar na filogenia das plantas, diversos clados distintos com

todos as sequências das espécies que compartilham uma duplicação. Realizamos também

testes de seleção positiva, tentando identificar sítios importantes que podem estar

relacionados com as subfuncionalizações encontradas entre os parálogos de certas espécies

de plantas e sítios importantes para a diferenciação da regulação alostérica encontrada em

animais.
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2. Objetivos

2.1 Objetivo geral

O principal objetivo deste trabalho é elucidar a relação evolutiva do gene P5CS

com seus homólogos monofuncionais ProB e ProA, com enfoque em sua origem e

diversificação.

2.2 Objetivos específicos

● Identificar homólogos de P5CS, ProB e ProA no genoma de representantes de todos

os domínios da árvore da vida, e verificar a partir de quais grupos encontramos o

gene P5CS;

● Identificar a origem do gene P5CS e compreender o relacionamento com os genes

ancestrais ProA e ProB;

● Compreender a diversificação do gene P5CS em plantas e o relacionamento de seus

parálogos;

● Revelar novos insights sobre a evolução do gene P5CS durante a diversificação dos

animais e plantas;

● Verificar sinais de seleção positiva no gene P5CS dentro das plantas e entre as

sequências de animais e das plantas.
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3. Capítulo I - Origin and diversification of P5CS gene family

João Pedro do Carmo Filgueiras e Andreia Carina Turchetto-Zolet

O primeiro e único capítulo desta dissertação está apresentado no formato de artigo

científico, que se encontra em preparação, e será posteriormente submetido a revista

Molecular Phylogenetics and Evolution, contemplando os objetivos da dissertação.
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4. Considerações finais

A prolina é um aminoácido no qual bactérias, fungos, plantas e invertebrados

marinhos, aumentam sua produção e a acumulam em resposta aos mais diversos tipos de

estresse. Além disso, atua no desenvolvimento vegetal e seu metabolismo em animais cada

vez mais vêm se mostrando importante, ligando-se a vias essenciais como do Ciclo de

Krebs e da ureia e atuando na sinalização celular e na apoptose. A principal via para a

síntese da prolina tem como substrato o glutamato e ocorre através de três reações

enzimáticas. No qual em alguns organismos as duas primeiras reações ocorrem através de

duas enzimas (GK e GPR), codificadas por dois genes distintos (ProB e ProA,

respectivamente). Em outros organismos como plantas e animais elas ocorrem por meio de

uma única enzima bifuncional (possuindo os domínios GK e GPR), denominada P5CS, que

surgiu provavelmente pela fusão dos genes ProB e ProA, apesar de ainda não se ter claro

em que momento ocorreu e se foi através de um único ou vários eventos de fusão.

A forma bifuncional da enzima P5CS, em acordo com outros estudos, é exclusiva

dos eucariotos, presente nos animais, plantas, Stramenopiles, Rhizaria e Acanthamoeba.

Enquanto as enzimas monofuncionais, são encontradas nas arqueas, bactérias, algas verdes

e vermelhas, nos Alveolatas e nos fungos. Nas filogenias dos domínios, combinando o

P5CS com seus homólogos ProB e ProA, temos a formação de dois grandes clados, um

formado pelas sequências do gene P5CS e o outro pelos genes ProA e ProB, mostrando

uma clara separação entre a enzima bifuncional dos seus homólogos monofuncionais.

Resultado que nos indica uma origem comum para o gene P5CS, sendo provável então que

tenha surgido de um único evento de fusão. Entretanto, quando analisamos as relações

filogenéticas das espécies não temos um padrão monofilético de distribuição do gene

P5CS, sendo então disseminada entre as diferentes linhagens através da transferência

horizontal de genes. Nas linhagens das algas verdes, tripanosomatídeos e oomicetos, foram

identificados um ou os dois genes monofuncionais. Baseado em nossa hipótese e nas

filogenias estimadas, sugerimos que estas linhagens sofreram deleções em um dos

domínios da enzima bifuncional P5CS, sendo então a enzima GPR das algas e

tripanosomatídeos, codificada por um gene P5CS incompleto e não por um gene ProA, e

para a enzima GK dos oomicetos, seguimos a mesma lógica.

Quanto à diversificação do gene P5CS nas plantas, nossos resultados indicam que

ocorreram múltiplos processos independentes de duplicação e perda do gene P5CS neste
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grupo. Rastreando os grupos de parálogos que possuem uma origem comum, notamos uma

forte associação com antigos eventos de duplicação de genoma completo e de poliploidias.

Sugerimos então que esta possa ser a principal fonte geradora de parálogos do gene P5CS

nas plantas. Análises de seleção revelaram que 11 códons do gene P5CS estão evoluindo

sob seleção positiva, sendo que alguns destes possuem uma diferenciação de resíduos entre

os grupos de parálogos. Estes sítios podem estar envolvidos na subfuncionalização

encontrada em algumas espécies, no qual um parálogo atua mais na resposta ao estresse e o

outro está ligado a desenvolvimento vegetal. Estudos com mutações pontuais nestes

resíduos, seriam interessantes para comprovar se eles atuam ou não na subfuncionalização

destes parálogos.

O P5CS nos animais não possui uma diversificação quanto ao número de genes

encontrado em seus genomas, como observado nas plantas, a maioria das espécies

amostradas possui apenas um único gene. Apenas a linhagem dos Teleostei possui dois

genes codificantes da enzima P5CS. Porém, quanto a funcionalidade, na linhagem animal

encontramos uma importante diversificação, pois sua porção GK do P5CS, é a única a não

ser inibida alostericamente pela prolina. Enquanto a enzima γ-GK e o domínio GK do

P5CS vegetal, são todos responsivos a prolina. Na linhagem dos animais foram

identificadas 12 códon do gene P5CS que estão evoluindo sob seleção positiva. Destes, um

que merece destaque é o sítio T221 (tendo como referência o P5CS de Homo sapiens), pois

este é um sítio altamente conservado, sendo os animais os únicos a não possuírem um

glutamato neste sítio, até mesmo quando olhamos a nível de domínio e comparamos

também com o gene ProB. Este sítio na enzima γ-GK de Escherichia coli, está envolvido na

interação com a prolina. Podendo então, ser uma das variações que permitiram a perda da

capacidade da enzima P5CS dos animais de serem inibida pela prolina.

Sendo assim, a dissertação cumpriu com seus principais objetivos trazendo insights

sobre a origem e a diversificação do gene P5CS em animais e principalmente em plantas.

Nosso trabalho também identificou sítios sob seleção positiva, que mostram variações

internas ou externas ao grupo no qual foram identificadas. Abrindo assim espaço para

estudos funcionais através de mutações de ponto, para melhor entender a estrutura e ação

da enzima P5CS. Para alguns sítios, já é encontrado na literatura registros e estudos dos

impactos causados por mutações não-sinônimas.
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