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Resumo

Ureases sdo enzimas niquel-dependentes que catalisam a hidrdlise da uréia em
amonia e carbamato. Apesar da aparente riqueza de informacéo sobre as ureases,
varios aspectos cruciais acerca dessas enzimas permanecem desconhecidos, ou
sdo objeto de debates correntes. Um desses &, certamente, a sua organizacao
estrutural: ureases de plantas e fungos sdo unitarias, enquanto as de archaea e
bactérias possuem estruturas de duas ou trés cadeias. Entretanto, o estado
primitivo dessas proteinas — uma ou trés cadeias — & desconhecido, apesar de
muitos esforcos para tanto. Através de inferéncia filogenética utilizando trés
conjuntos distintos de dados e dois algoritmos diferentes, pudemos observar a
transi¢cdo no nimero de cadeias na forma 3-para-1. Nossos resultados sugerem que
0 estado ancestral para as ureases é a organizacdo em trés cadeias, sendo as
ureases de uma cadeia derivadas delas. As variantes de duas cadeias ndo se
mostraram como intermediarios evolutivos. Um processo de fusdo distinto dos ja

descritos pode explicar essa transicédo estrutural.

Palavras-chave: urease; arvore filogenética; transicdo estrutural;

evolucdo; fusdo génica; fissdo génica
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Abstract

Ureases are nickel-dependent enzymes which catalyze the hydrolysis of urea to
ammonia and carbamate. Despite the apparent wealth of data on ureases, many
crucial aspects regarding these enzymes are still unknown, or constitute matter for
ongoing debates. One of these is most certainly their structural organization:
ureases from plants and fungi have a single unit, while bacterial and archaean
ones have two- or three-chained structures. However, the primitive state of these
proteins - single- or three-chained - is yet unknown, despite many efforts in the
field. Through phylogenetic inference using three different datasets and two
different algorithms, we were able to observe chain number transitions displayed
in a 3-to-1 fashion. Our results imply that the ancestral state for ureases is the
three-chained organization, with single-chained ureases deriving from them. The
two-chained variants are not evolutionary intermediates. A fusion process,

different from those already described, may explain this structural transition.

Keywords: urease; phylogenetic tree; structural transition; evolution; gene

fusion; gene disruption
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1. Introducéo
1.1. Ureases

As ureases (uréia amidoidrolases, EC 3.5.1.5) sdo metaloenzimas niquel-dependentes,
responsaveis pela catalise da hidrélise da uréia em amonia e carbamato que, por sua vez, sofre
hidrélise espontanea, formando 4cido carbonico e uma segunda molécula de aménia (Figura 1) .
A uréia e a urease representaram papel significativo no desenvolvimento das ciéncias naturais
(conforme revisado por Krajewska, 2009 2). Ap6s sua descoberta na urina humana em 1773, por
Hillaire Rouelle, a uréia se tornou o primeiro composto organico a ser sintetizado a partir de
materiais inorganicos®. Embora a nogo de que a amdnia derivada de urina provém de uréia date
de 1798, somente em 1890 a enzima ureolitica foi isolada. A urease de feijdo-de-porco
(Canavalia ensiformis) foi a primeira enzima a ser cristalizada®, provando que enzimas sio
proteinas e que sdo passiveis de cristalizacdo. De igual importancia, essa enzima foi a primeira
na qual se demonstrou a presenca de niquel em seu sitio ativo, essencial para sua atividade °.
1 1
H,N-C-NH,+H,0 —— NH;+H,N-C-OH
Urease

|
H,N-C-OH+H,0 —— NH;+ H,CO;

Figura 1: Esquema da reacdo de hidroélise da uréia. Acima, reacdo de hidrélise da uréia em amoénia e
carbamato, representando a catalise por urease. Abaixo, reagdo de hidrdlise espontéanea do carbamato,
formando amdnia e 4cido carbénico. Adaptado de Mobley et al., 1995.

Em plantas, essas enzimas tomam parte no metabolismo de compostos nitrogenados,
principalmente disponibilizando a uréia como fonte de nitrogénio, assumindo papel vital no seu
desenvolvimento. Adicionalmente, a urease € sintetizada em fungos, algas, bactérias e
invertebrados, além de existir no solo. Dada sua ampla distribuicdo entre os reinos da vida., as
ureases assumem um grande papel no metabolismo de nitrogénio na natureza .

Além da atividade ureolitica, a urease desempenha um leque de fungdes ndo associadas
ao processo catalitico. Apos a digestdo da enzima por catepsinas (no trato digestério de besouros
e percevejos), um peptideo entomotoxico de 10 kDa € liberado, conferindo a urease propriedades
inseticidas ®’. Além desta propriedade, em soja e feijdo-de-porco, a urease atua inibindo o
crescimento de diversos tipos de fungos . Outras funcBes independentes de catalise incluem
incluem a ativacdo plaquetéria ’ e ligacdo a glicoconjugados ° A presenca de multiplas fungdes

ndo relacionadas entre si e ao processo catalitico permite classificar a urease como uma proteina



moonlighting *°.

A ideia de que um gene codifica uma proteina que, por sua vez, desempenha uma funcéo
vem sendo subjugada pelo crescente nimero de proteinas descobertas que desempenham mais de
uma funcgéo - fendbmeno conhecido como moonlighting. Essa multiplicidade pode ser decorrente
de mudancas na localizacdo e/ou tipo celular, estado oligomerico, ou concentracdo celular de
determinado ligante, substrato, cofator ou produto (Figura 2) ‘®''. Uma grande variedade de
proteinas, incluindo a enolase (em fungos, exerce atividades glicolitica e de importe de tRNA na
mitocdndria), citocromo ¢ (em animais, metabolismo energético e apoptose) e proteinas do
cristalino ocular (também em animais, funcdo estrutural - lente - e atividades enzimaticas
diversas)*?, desenvolveram funcdes adicionais ao curso da evolugdo, e ndo ha, aparentemente,
caracteristicas estruturais comuns a essas proteinas'®*.

Um dos aspectos mais marcantes das ureases tange a sua organizacdo estrutural (Figura
3). As ureases de plantas e fungos assumem estruturas homo-oligoméricas (trimeros a3 Ou
hexdmeros g, tipicamente), com aproximadamente 840 residuos de aminoéacidos .
Diferentemente das enzimas vegetais, ureases microbianas sao multimeros compostos de duas ou
trés subunidades (o, B ¢ y - ~570, ~120 e ~100 residuos, respectivamente), normalmente
formando trimeros (afy)s 3. Bactérias do género Helicobacter, diferentemente de todas as
demais bactérias, apresentam enzimas constituidas por duas cadeias polipeptidicas, de tamanho
equivalente *. A despeito dos distintos estados oligoméricos, as sequéncias de aminoacidos das
subunidades menores das ureases microbianas sdo altamente similares as das regides
correspondentes nas unidades simples das ureases eucarioticas °.

Essa alta similaridade, observada entre ureases de diferentes reinos, sugere que todas
derivam de uma Unica proteina ancestral e, provavelmente, possuem estruturas terciarias e
mecanismos cataliticos similares™**™*°. Entretanto, ndo h4 divisdo filogenética clara entre as

sequéncias de bactérias, ou até mesmo entre bactérias, plantas e fungos *.

1.2. Analise filogenética

O conceito de filogenia surgiu com Darwin, e parte da ideia de que as espécies se
originaram de espécies ancestrais. Através da construgdo de arvores filogenéticas, que podem ser
baseadas em caracteres morfolégicos, funcionais ou moleculares, pretende-se representar a
historia evolutiva dos organismos nela incluidos (chamados de unidades taxonémicas
operacionais; OTUs, do inglés, operational taxonomic units). Essas arvores consistem,
graficamente, de pontos (ou noés) ligados por linhas (ou ramos), cuja disposi¢cdo define a

ancestralidade entre as OTUs. As mesmas sdo representadas nos nos terminais, unidas por ramos



cujo né interno representa o ancestral comum mais recente desses taxa “°(Figura 4).
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Figura 2: Exemplos de mecanismos de alternancia funcional. Adaptado de Jeffery, 1999

A andlise evolutiva por meio de técnicas computacionais requer a escolha de algoritmos
de reconstrucdo filogenética. Para aplicacdo em inferéncias baseadas em dados moleculares,
destacam-se quatro técnicas principais: agrupamento de vizinhos, maxima parciménia, maxima
verossimilhanca e inferéncia Bayesiana *’.

O método de agrupamento de vizinhos (do inglés, neighbor-joining;NJ) pertence a classe
dos métodos de distancia (ou geométricos). Seu procedimento consiste na aplicacdo de matrizes
de distancias, construidas computando as diferencas entre todas as sequéncias-alvo (nesse
contexto, sequéncias mais distantes possuem maior nimero de diferencas). A grande vantagem
desse método é a independéncia de taxas de substituicdo constantes (o chamado reldgio
molecular) 8. Outros algoritmos geométricos incluem UPGMA (do inglés, unweighted pair

group method with arithmetic means) e evolucdo minima 19,
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Figura 3: Organizagdo estrutural das ureases. Representacdes tridimensionais e esquematicas da
organizagdo das subunidades das ureases. A) Organizagdo tipica de ureases microbianas, composta de trés
cadeias (estrutura cristalografica de PDB ID 1FWJ). B) Urease de Helicobacteraceae, composta de duas
cadeias (estrutura cristalografica de PDB ID 1E9Z). C) Urease eucaridtica tipica, composta por cadeia
simples (estrutura cristalografica de PDB ID 3LA4).

A méxima parcimonia (MP) é uma técnica baseada fortemente no principio da navalha de
Ockham, formulado pelo filésofo ingés William de Ockham. Em suma, o principio dita que se ha
varias explicacOes aplicaveis a determinado fendmeno, a mais simples (que requer o menor
namero de pressupostos) € escolhida. No contexto filogenético molecular, refere-se ao nimero
de substituicdes (ou mutagdes) de nucleotideos, para DNA, e amino&cidos, para proteinas. Um
dos primeiros registros da utilizacdo do principio de MP para reconstrucdo filogenética de

macromoléculas data de 1966, por Eck e Dayhoff 2°. 1°
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Figura 4: Esquema de arvore filogenética. OTUs representadas por nimeros, posicionados nos nés
terminais. Adaptado de Woese, 1990%.

Na classe de métodos probabilisticos, temos 0 método de méaxima verossimilhanca (ML;
do inglés, maximum likelihood). A técnica tem base em um modelo pré-lestabelecido de
evolucdo de caracteres, podendo considerar parametros como taxa de substitui¢do entre pares de
nucleotideos, frequéncia de bases, proporc¢do de sitios invaridveis, e heterogeneidade de taxas de
substituicdo entre sitios 2. S&o computadas todas as arvores possiveis, sendo escolhida aquela
com maior probabilidade de que os resultados tenham origem de acordo com o modelo evolutivo
selecionado, baseado em um determinado alinhamento *2,

Para avaliar a confiabilidade dos métodos NJ, MP e ML, emprega-se o teste de bootstrap
(Figura 5A). Esse método consiste em reamostrar os dados, com reposicao pseudo-aleatéria. Sdo
construidas diversas arvores-réplica (geralmente 500 ou 1000, baseadas na primeira construida),
cujas topologias sdo comparadas com a arvore original. Ao final do teste é fornecida a
porcentagem de vezes em que a topologia original foi gerada nas arvores-réplica, para cada
ramificacdo. Por exemplo, um bootstrap de 90% indica que a ramificacdo em questdo foi
observada em 90% das topologias geradas no processo™®.

O método de inferéncia Bayesiana (BI; do inglés, Bayesian inference), matematicamente
relacionado ao método de ML, baseia-se na estatistica bayesiana desenvolvida pelo reverendo
Thomas Bayes, em 1763. Ele prop6s um método formal que incorpora os valores de uma
variavel obtidos a priori para determinar a probabilidade de ocorréncia de um dado evento. No
contexto filogenético, em suma, a aplicacdo do teorema de Bayes fornece a probabilidade de que
determinada ramificacdo na arvore esteja correta (denominada probabilidade posterior), baseada
em diversas amostragens (no contexto, sio denominadas geracdes)>, sumarizadas ao final da

analise e contabilizadas as suas frequéncias. O processo esta representado na Figura 5B.
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Em teoria, todos os métodos devem produzir topologias similares ou idénticas %, embora
alguns métodos sejam mais robustos®*. Para fins de validagdo, tanto dos dados quanto dos
parametros escolhidos, anélises comparativas entre os resultados de cada método podem ser
efetuadas.

A Matriz de dados ‘ B | Escolher uma arvore
alinhados e modelo inicial € um modelo
Gerar matriz de pseudo- ‘
replicatas

Aceitar ou rejeitar a Aceitar ou rejeitar a
nova arvore : proposta
Busca por Pontuara | §
e novaanore ) : ‘ Arvore ‘ Calcular a probabilidade
atual posterior para a proposta
Propor uma
nova arvore I
Incluir arvore final [ Aplicar bootstrap Incluir arvore na Propor aleaio‘rlamente
na amostragem d a0s dados amostragem umanova arvore

Parar apos Parar apos

varios ciclos varios ciclos
Figura 5: Testes de confiabilidade. A) Fluxograma esquematico do teste de bootstrap. B) Fluxograma
esquematico do algoritmo bayesiano. Adaptado de Holder & Lewis, 2003%,

1.3. Justificativa

Apesar da aparente riqueza de informacdo sobre as ureases, varios aspectos cruciais

acerca dessas enzimas permanecem desconhecidos, ou sdo objeto de debates correntes. Tais

tépicos incluem a natureza da ureélise 2°%

28,29

e 0s mecanismos subjacentes da ativacdo da urease

Permanece sem resposta, ainda, outro tépico central da biologia estrutural das ureases:
qual o estado estrutural primitivo dessas enzimas? No momento, duas possibilidades surgem,
conforme apontadas anteriormente por Hausinger’®: “O gene codificando a enzima de uma
subunidade de plantas sofreu ruptura para produzir os genes multiplos codificando as duas ou
trés subunidades bacterianas? Ou o0s genes bacterianos se fundiram para formar o gene
codificante da subunidade de plantas?”’. Nesse contexto, uma ampla anélise das sequéncias de
aminoacidos de ureases, buscando padrdes, similaridades e diferencas possibilitaria elucidar o
estado primitivo dessas enzimas e, possivelmente, auxiliaria na analise e predicdo de resultados

experimentais.



2. Objetivos

O presente trabalho tem por objetivo geral a caracterizacdo filogenética das relacoes
evolutivas de ureases de diferentes organismos. Dessa forma, pretende-se contribuir com o
entendimento das alteracGes no nimero de cadeias polipeptidicas dessas enzimas entre diferentes
taxa.

Especificamente, objetiva-se evidenciar o estado primitivo da urease, um questionamento
de longa data. Ademais, o presente trabalho visa avaliar o papel evolutivo das ureases de duas
cadeias, caso exclusivo do género Helicobacter: se sdo etapas intermediarias do processo, ou

uma ocorréncia independente.



3. Métodos

Inicialmente, realizou-se uma prospeccao por sequéncias de aminoacidos resultantes da
busca pela palavra-chave “urease” do National Center for Biotechnology Information *!. De
modo a obter somente sequéncias completas de ureases, foram realizadas filtragens manuais,
onde sequéncias incompletas (de tamannho muito inferior a 830 aminoacidos), erroneamente
rotuladas (verificadas uma a uma atraves de seu nimero de acesso) ou relacionadas as proteinas
acessorias da urease foram removidas.

Todas as sequéncias relacionadas a bacérias e archaea nos dados resultantes foram
organizadas, sequencialmente, da seguinte maneira:

e Por reino;
e Por género;
e Por espécie.

Estas foram submetidas a alinhamentos multiplos (por espécie e género,
sequencialmente), visando encontrar similaridades. O algoritmo ClustalW ** foi utilizado em
todos os alinhamentos, de modo que sequéncias com identidade igual ou superior a 95% foram
consideradas idénticas e agrupadas como sequéncia Unica. Do conjunto original de 14.221
sequéncias, 32 delas provinham de fontes eucaridticas e ndo precisaram de filtragens adicionais
em razdo de seu menor nimero e auséncia de duplicidades. Através dos alinhamentos por espécie
e género, o numero total foi reduzido a 162 sequéncias microbianas representativas.

As sequéncias dessas ureases microbianas foram alinhadas as ureases de plantas e fungos,
e suas subunidades foram unidas manualmente em uma sO sequéncia com base nesses
alinhamentos (formando uma sé sequéncia yPoa, ou equivalente). O numero de sequéncias
microbianas foi reduzido ainda mais, visando diminuir a carga computacional. Baseado na
arvore-guia de alinhamento gerada pelo ClustalW, sequéncias altamente similares (80% de
identidade ou superior) foram consideradas idénticas, e somente um representante foi escolhido.
O conjunto microbiano final foi montado e alinhado com as sequéncias eucaridticas, totalizando
124 sequéncias na lista final de ureases (Apéndice A). Regibes com longos gaps foram
removidas manualmente dos alinhamentos.

Para inspecionar as sequéncias alinhadas em busca de regides altamente variaveis, foi
empregada a ferramenta SimPlot, que compara o percentual de identidade entre grupos de
sequéncias para uma janela de cobertura especifica, sobre toda a extenséo das sequéncias *. Para
este procedimento, foi utilizada uma janela de 20 aminoéacidos, deslocando-se a cada residuo.

Com base nesses resultados, foi possivel identificar regides de baixa similaridade geral
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possibilitando a ramificacdo do conjunto inicial em trés subconjuntos distintos: sequéncias
completas de urease (sem longos gaps), regides altamente variaveis, e regides conservadas.

A avaliacdo das sequéncias de aminoacidos pelos programas ProtTest ** e MEGA5 *
apontaram como mais adequado o modelo de substituicdo de aminoécidos de Whelan e Goldman
(WAG) com distribuicdo Gamma discreta para contabilizar diferencas na taxa evolutiva entre

% Arvores

sitios (+G), considerando alguns deles como evolutivamente invariaveis (+I)
filogenéticas foram calculadas por ML utilizando o MEGA5 com 1.000 replicatas de bootstrap, e
arvores calculadas por Bl utilizando o programa MrBayes *” por 7,5x10° geracBes, amostradas a
cada 10 geracdes. Todas as arvores foram enraizadas no ramo contendo o maior nimero de
sequéncias de ureases pertencentes a archaea. As arvores obtidas foram visualizadas e editadas
por meio do programa FigTree .

A Figura 6 retrata de forma suscinta a metodologia empregada.

Sequéncias
NCBI
(14.221)

Sequencias incompletas,
erroneamente assinaladas Fikragem
e de proteinas acessorias

Sequéncias
filtradas

clustalW Alinh/amentos
multiplos

Analise de : s
regides SImMPlot Pressstanss Eﬁ’ﬂ (f\eviils(cj;:ﬁ)
variaveis v
..Illllllllll;lllllllllll.
Altamenta
[ var&vel ][@@m@@m@][ Completa ]

‘llIllllllll'llll.llllll..
.
[ ]
[ ]
e geeEeSESEEEESaNNNEERERESN

( m&é&g ] [varBayss )

- -

Figura 6: Fluxograma geral de trabalho.
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4. Resultados e Discussao

A urease tem sido considerada uma enzima ancestral, relacionada ao ciclo peptidico
primordial putativo *. Essa enzima é encontrada nos trés dominios da vida, sendo sintetizada em
archaea, bactérias, fungos e plantas *°. Ha incerteza acerca da presenca de ureases em animais, e,
enquanto algumas descobertas indicam sua presenca em certos invertebrados *°, outras indicam
que a enzima é oriunda de fontes externas ** e que todos os animais perderam a urease em sua
histdria evolutiva . Por essa razdo, as ureases de fontes animais putativas ndo foram inclusas
em nossos conjuntos de dados.

Usando ML e BI contra nossos alinhamentos (Figura 7), pudemos construir duas arvores
filogenéticas para o conjunto de dados de ureases completas (Figura 8 e Figura 9) e duas para o
conjunto de dados de regides conservadas (Figura 10 e Figura 11). Para as informacdes sobre
regides altamente variaveis, apenas uma arvore foi gerada por ML (Apéndice B), com valores de
bootstrap muito baixos. Em virtude da baixa confiabildade dessa arvore, a mesma ndo foi
utilizada nas andlises subsequentes. Durante os calculos por Bl, ndo foi possivel atingir
convergéncia, sendo que nenhum resultado consideravel pode ser obtido das respectivas regides.

Todas as arvores apresentaram similar convergéncia geral em relacdo as suas
ramificacGes, com pequenas diferencas. Observa-se que, na maioria dos casos, sequéncias
pertencentes a organismos de mesmo filo agruparam-se. Todas as inferéncias mostraram padroes
de distribuicdo afins em relagdo a ureases de cinco grupos microbianos compostos de
Euryarchaeota, Firmicutes, Actinobacteria, Proteobacteria e Cyanobacteria. Além disso, todas as
inferéncias filogenéticas sugerem que o numero de cadeias das ureases evoluiu de maneira 3-
para-1: ureases de trés cadeias (presentes na maioria dos micrébios) existiram primeiramente,
ocorrendo posterior unificagdo estrutural originando ureases de uma cadeia (presentes em plantas
e fungos). Ureases de duas cadeias, pertencentes a Helicobacteraceae, apresentam-se como
situacOes especiais dentre as enzimas de trés cadeias, em oposicao a hipdtese que as considerava
intermediarios entre ureases de uma e trés cadeias.

Anteriormente, as tentativas publicadas de estabelecer a historia evolutiva das ureases
basearam-se somente na subunidade catalitica de ureases microbianas **, a enzima eucariética
completa *, ou associaces de filogenias em nivel de organismo com caracteristicas de enzimas
> Neste trabalho, pudemos reconstruir a possivel rota evolutiva seguida pelas ureases na sua
transicdo estrutural de multiplas cadeias para cadeias simples, de acordo com a “hipétese da
fusdo” *°. Pode-se argumentar que essa hipétese ja é apoiada pela aplicacdo da navalha de
Ockham “°, visto que as ureases mais abundantes e primitivas aparentam possuir trés cadeias, e,

portanto, menos propensas a terem todas sofrido fissdo. Esta observagdo, somente, € muito
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simplista para conferir validade ao pressuposto. Os resultados convergentes de quatro filogenias,
construidas com base em dois métodos distintos sobre dois conjuntos de dados diferentes,

fornecem suporte a concluséo parcimoniosa.
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Figura 8: Analise filogenética molecular das sequéncias de ureases completas pelo método de
maxima verossimilhanca. A historia evolutiva foi inferida usando o método ML baseado no modelo
WAG+G+I. O nimero de cadeias que compdem as ureases de diferentes grupos é apresentado entre
parénteses. As separacOes gerais de filos microbianos estdo marcadas em cinza (1 Euryarchaeota, 2
Firmicutes, 3 Actinobacteria, 4 Proteobacteria, 5 Cyanobacteria). Excec¢des nos grupos estdo marcadas
com pontos pretos.

Adicionalmente, essas arvores estdo de acordo com analises prévias da organizacdo do

operon da urease em genomas microbianos completamente sequenciados 2. Os clados obtidos
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Figura 9: Andlise filogenética molecular das sequéncias de ureases completas pelo método de
Inferéncia Bayesiana. A historia evolutiva foi inferida usando o método Bayesiano baseado no modelo
WAG+G+I. O nimero de cadeias que compdem as ureases de diferentes grupos é apresentado entre
parénteses. As separagOes gerais de filos microbianos estdo marcadas em cinza (1 Euryarchaeota, 2
Firmicutes, 3 Actinobacteria, 4 Proteobacteria, 5 Cyanobacteria). Exce¢es nos grupos estdo marcadas

com pontos pretos.

neste trabalho possuem operons ure com estruturas distintas: os representantes do Clado 1 (H.
marismortui, N. pharaonis, H. walsbyi) estdo organizados como UreBCAGDEF; os do Clado 2
(C. thermocellum, H. influenzae, G. kaaustophilus, S. aureus, C. urealyticum, A. aurescens, L.
sphaericus, U. urealyticum) estdo organizados como UreABCEFGD, com a excec¢éo de H. pylori
e H. hepaticus, que estdo organizados como Ure(AB)C-(gene nédo relacionado)-UreEFGD; o
Clado 3 s0 possui um representante analisado (M. gilvum), organizado como UreABCGDEF; o
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Figura 10: Analise filogenética molecular das regides conservadas de sequéncias de ureases pelo
método de Maxima Verossimilhanga. A historia evolutiva foi inferida usando o método ML baseado no

modelo WAG+G+Il. O nimero de cadeias que compdem as ureases de diferentes grupos é apresentado
entre parénteses. As separagdes gerais de filos microbianos estdo marcadas em cinza (1 Euryarchaeota, 2

Firmicutes, 3 Actinobacteria, 4 Proteobacteria, 5 Cyanobacteria). Exce¢es nos grupos estdo marcadas

com pontos pretos.
Clado 4 tem montagens mistas, incluindo genes de urease ndo organizados em operons

reconheciveis (A. marina); e o Clado 5 (P. aeruginosa, R. eutropha, B. pseudomallei, H
chejuensis, A. macleodii, P. haloplanktis,A. borkumensis, P. putida, E. coli, N. multiformis, P.
naphtalivorans, P. denitrificans, M. silvestris, R. denitrificans) esta organizado tanto como

UreDABCEFG, quanto UreDA-(gene néo relacionado)-UreBCEFG (Figura 12).



Acetobacter pasteunianus 8
Methyiosinus trichosporium

Methylacella silvestris

Roseomonas cervicalls —

08

Paracoceys denitrificans
'al ‘ ]
yificans %

deni
Ruse0bacte’ pallicd B
Hirschi@ ans g
ofs
pacter’ " s -
g ala s -2
P!
L
e et )
st seu“ma,mﬁ 2 A\ G
e P il
@ o™ o 2%
Byl 050" o
e gr(‘m @ 7 7
a0 B 3
R o 3
et “N“D\D &gada o 0\40‘ \\‘Gsa . D%: &7
e o T . 73
W e & A W !
¥ T cb‘p@ & a‘?&o\@‘@ . b !
F & F &
o o & & & & & e /T !
CHlF F & 7
s §F&§
& D@é\ PO F&Fe 3
o g S & F &y EE .
& o §$&§@$$§§§%ﬁmg
o § 7 FF 8¢
¢ &y ¢ F§ggd <§’Q i?g s
& S fefsse
® § & §F5ds s
F§FSF e
L A

B en SUBULDJO3U SN3203010AID
Cryptococcus neoformans var. neoformans

it m
Chrysennac(snum gleu!

ti m

gubactsrium spiritivory

Sphin

) Caldicellulosiruptor saccharolyticus

=
" e Ethanoligenens harbinese
o
£
Ei

065

092

. L Mitsuoketia muttacida

5
0.86

Clostridium thermocelium

80

® Archaea (3) @ Bacteria (3) ®Helicobacteracaea (2) @®@Diatoms (1) @Plants (1) @Fungi (1)

15

Figura 11: Analise filogenética molecular das regides conservadas de sequéncias de ureases pelo
método de inferéncia Bayesiana. A historia evolutiva foi inferida usando o método Bayesiano baseado
no modelo WAG+G+1. O nimero de cadeias que compdem as ureases de diferentes grupos é apresentado
entre parénteses. As separagdes gerais de filos microbianos estdo marcadas em cinza (1 Euryarchaeota, 2
Firmicutes, 3 Actinobacteria, 4 Proteobacteria, 5 Cyanobacteria). Exce¢bes nos grupos estdo marcadas

com pontos pretos.

A enzima dihidroorotase é considerada ancestral a todas as amidohidrolases relacionadas

a urease *' e seria a sequéncia ideal para enraizar as filogenias de urease. Porém, a dihidroorotase

¢ muito mais curta que a urease, e alinhamentos incluindo essa sequéncia interfeririam nas

arvores resultantes. Por essa razdo, uma raiz teve de ser escolhida dentre os clados nas arvores de

urease. Esse enraizamento foi realizado selecionando manualmente o clado contendo Archaea

como raiz de ponto medio, considerando a posicdo filogenética intermediaria das archaea na
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arvore da vida **, como forma de permitir comparacdes entre as diferentes arvores.

1 { B c HaH 6 A D - E H 3

2a far4 8 ~ c A E o F A 6 A D >

2b { AB_ A C —~ E { F e A D —
3 {AH B C - 6 H D H E S F

4 organizagdes mistas (incluindo genes ndo agrupados em operons)

5a D AAA B - [ - E FE_ > 6

5h — D AA) H B - c A E A _F_ 1 6

Figura 12: Organizacdo dos operons ure das ureases microbianas estudadas. 1) Arranjo dos
representantes do clado 1. 2a) Arranjo geral dos membros do clado 2, exceto 2b) para H. hepaticus e H.
pylori. 3) Arranjo geral dos representantes do clado 3. 4) Organizagdo dos membros do clado 4. 5a) e
5b) Arranjos observados para representantes do clado 5.

%8 as arvores ndo apresentaram

Quando enraizadas por ponto médio matematico
mudancas significativas em relacdo as enraizadas nas ureases de Archaea (Apéndices C,D,E e
F). A inclusdo das regides altamente variaveis entre espécies nos alinhamentos se mostrou como
uma fonte de “ruido molecular” nas analises filogenéticas. Tentativas de obter informagao
filogenética das regiGes altamente varidveis, representadas na  Figura 13, ndo foram
estatisticamente confidveis, enquanto a remocdo dessas regides causou pouco impacto nas
arvores obtidas. Essas observacfes apontam para vantagens de se trabalhar com regides menos
variaveis dos alinhamentos, uma abordagem empregada para filogenias taxondmicas de fungos

5031 cianobactérias *2, e virus 3.

9 artrépodes

A ocorréncia de ureases de trés cadeias em dois dos trés dominios da vida (i.e. Bacteria e
Archaea) indica que essa organizacdo estrutural é muito difundida e pode ser considerada
primitiva em relagdo a ureases de uma cadeia. As enzimas de duas cadeias, que poderiam ser
tomadas com intermedidrios entre ureases de uma e trés cadeias, aparentam ter surgido das
cadeias triplas bacterianas, em um processo nao correlato a origem das enzimas de uma cadeia.
Bactérias do género Helicobacter spp. sao conhecidamente sujeitas a distintas pressdes seletivas
relacionadas & sobrevivéncia no ambiente gastrico >* e a organizacdo molecular dodecamérica
observada em ureases de H. pylori e H. mustelae aparenta ser uma resposta adaptativa a tais
condices severas >>°°. A regido conectora (ligando os equivalentes as subunidades y e B) de

Helicobacter spp., altamente divergente em relagdo & mesma regido em eucariotos >, pode tomar

parte nessa organizacdo diferencial.
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180°

Figura 13: Regides de variabilidade identificadas com SimPlot. Em vermelho, regides conservadas
nos alinhamentos. Em cinza, regides altamente varidveis. Ressalta-se que a regido do sitio ativo
(subunidade o)) mostrou-se altamente preservada em todos os casos. Os dados foram transpostos a
estrutura tridimensional da urease de Canavalia Ensiformis (PDB ID 3LA4).

Ha vantagens associadas a ligacao de subunidades. Por meios de fusdo genética artificial,
foi mostrado que algumas proteinas virais oligoméricas sdo beneficiadas com taxa de
enovelamento e estabilidade estrutural aprimoradas, e tolerancia aumentada a insergdes de outros

segmentos °"*8

. Quando artificialmente fundidas, as subunidades genéticas da citocromo
ubiquinol oxidase de E. coli geraram uma enzima ativa, similar & de Thermus thermophilus *.
Diferentemente de fusdes genéticas naturais em Drosophila *°, que resultaram em novos genes
com novas funcBes, a juncdo de subunidades da urease em nivel genético, incorporando
segmentos conectores, manteve a atividade ureolitica original. Entretanto, as ureases sao
reconhecidas como proteinas multifuncionais (ou moonlighting). Elas possuem varios efeitos
independente de catalise, incluindo neurotoxicidade para mamiferos, atividades inseticidas
contra coledpteros e hemipteros, propriedades fungistaticas, papéis pré-inflamatérios,
propriedades ligadoras de glicoconjugados, habilidade de ativacdo de plaquetas, e acdo de
comunicagéo interespecifica (revisado por Carlini & Polacco™ e Staniscuaski & Carlini®®). A
maioria dessas propriedades ainda ndo foram mapeadas a regides particulares dessas proteinas,
sendo excecdo um ‘“dominio entomotoxico” contendo o(s) peptideo(s) inceticida(s) liberado

6163 Este “dominio” esta

pelas ureases de Canavalia ensiformis frente a digestdo por insetos
localizado na regido intersubunidades B-o , e pode estar sujeito a taxas de divergéncia mais
rapidas, visto que ndo esta envolvida em catalise ou associagdo de subunidades ®. Também é
intrigante a necessidade de subunidades/dominios ndo cataliticos na urease, considerando que

somente o subdominio barril-TIM da subunidade o ¢ responsavel pela catalise . Enquanto a
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subunidade B foi associada ao processo de ativagdo da urease *°, desconhece-se alguma funcéo
especifica da subunidade y.

Revisando a literatura, ndo foi possivel localizar outras proteinas que sofreram processo
similar de fusdo natural de subunidades. Os eventos observados para as ureases aparentam ser
(inicos,e ndo relacionados & fusdo genética de imunoglobulinas ® ou exon shuffling ©’.

Linfocitos podem gerar receptores antigénicos de variedades praticamente infinitas,
dentro do contexto de um genoma finito. A essa grande variabilidade se atribui o fenémeno
denominado recombinagdo V(D)J®. Nesse processo, as diversas versdes dos segmentos V
(variable), D (diversity) e J (joining), presentes em multiplicidade nas diversas partes codifcantes
da imunoglobulina (essas, por sua vez, encontram-se espalhadas em cromossomos distintos), sdo
fundidas de modo a formar o gene final (Figura 14). No processo de rearranjo do DNA, apenas
uma copia de cada segmento é incorporada®® .

O processo de exon shuffling (Figura 15) caracteriza-se pela criacdo de novas estruturas
exon-intron, através da juncéo ectdpica de dois ou mais exons provenientes de diferentes genes,
ou até por meio de duplicacdo de um segmento génico®. Ha evidéncias de que esse processo,
também conhecido como domain shuffling, esta frequentemente associado a criacdo de proteinas
mosaico através de recombinacdo de sequéncias codificantes de dominios proteicos’®.

A principal diferenca desse processo € que, para a maioria das ureases microbianas
estudadas, as subunidades v, B, e o sdo ordenadas ¢ geneticamente adjacentes no mesmo operon
2 e ndo dispersas ao longo do genoma, como é o caso para precursores de muitos genes
fundidos. E esperado que, dos diferentes mecanismos que podem levar a genes quiméricos,
ambas as regides inter e intragénicas possam ser igualmente afetadas por insercdes de segmentos

%7 Isso ndo parece ter ocorrido para as ureases, visto que somente regides intergénicas foram

incorporadas.
v D J
Za a
\_/
Vv J DJ
Za

~__ 7

|

vDJ

Figura 14: Esquema do processo de fusdo para imunoglobulinas. Tridngulos representam sequéncias
de sinal de recombinacéo. Adaptado de Jung et al.,2006%.
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Figura 15: Esquema do processo de exon shuffling. Exons constitutivos representados em azul, regides
de splicing alternativo, em roxo, e introns representados pelas linhas sélidas. 1 Duplicac¢do de exon dentro
do mesmo gene. 2 Insercdo exdnica em um gene existente. Modificado de Keren et al., 2010™.

Das filogenias, infere-se que a transi¢do de trés subunidades para uma unidade ocorreu
em evento Unico. Um mecanismo que pode se o responsavel para tal resultado seria a
“sobreleitura” (do inglés, readthrough) de transcricdo ou traducdo, a qual ignora cédons de
parada, incorporando regides intergénicas como sequéncias codificantes. A ignora de stop codons
da traducdo é bem documentada em leveduras, onde toma parte em mecanismos regulatorios

complexos "

, enquanto a sobreleitura transcricional vem sendo associada em desordens
genéticas humanas ", respostas de plantas a stress ', e adenocarcinoma prostatico, onde muitas
quimeras induzidas por transcricdo foram encontradas ">. Para as ureases, contudo, somente
eventos de sobreleitura ndo explicariam como os genes fundidos acabaram por ser incorporados
nos genomas de seus organismos de origem, sendo necessario(s) outro(s) processo(s)
subsequente(s) a nivel traducional e transcricional. Nés especulamos que diferentes codigos
genéticos seriam responsaveis por codons de parada ndo serem reconhecidos de acordo,
permitindo transcri¢cdo continua do complexo yBo em uma unica cadeia. Tal candidato seria o
cédigo genético mitocondrial da Chlorophyceae Scenedesmus obliquus, que interpreta UCA
como cddon de parada ao invés de codificar serina, conforme o c6digo genético padréo . Nesse
cenario, para os cddigos intergénicos serem traduzidos, seria necessario que 0s genes da urease
fossem transferidos do genoma mitocondrial para o genoma nuclear, onde cédons de parada ndo
seriam reconhecidos como tais.

Ha, entretanto, algumas dificuldades seguindo essa hipotese. Nenhum cdédon UCA ¢é
encontrado na posi¢do terminal da regido y das enzimas de plantas e fungos, e nenhuma serina
evidente € encontrada no terminal da cadeia B das mesmas ureases. Acerca dos codons de serina
no terminal da cadeia y, pode-se argumentar que uma serina seria benéfica naquela posicéo, logo,

permitindo somente mutagdes conservativas do codon originalmente mal-interpretado. A respeito
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da localizacdo celular, a urease & geralmente considerada uma proteina citoplasmatica, mas
também foi encontrada em fracdes de membrana e parede celular de plantas ’’. Estudos
protedbmicos também indicam que a urease de C. ensiformis ou é ligada a mitocondria, ou
espacialmente relacionada a proteinas mitocondriais "

Uma transferéncia horizontal inter-especifica (Figura 16) também pode ser responsavel
pela sobreleitura hipotética. Essas transferéncias sdo consideradas uma grande ferramenta de

& muitos casos de

modelagem do genoma, quando envolvendo elementos transponiveis
transferéncia de genes de bactérias para eucariotos foram documentados, incluindo transferéncias
organela-para-ndcleo, tais como o inserto mitocondrial transferido para o cromossomo 2 de A.
thaliana ®. Poucos dados estdo disponiveis sobre transferéncias genéticas interespecificas
envolvendo ureases, e 0 Unico caso descrito até 0 momento é o segundo cluster de genes ure de

Brucella suis *®

Vertebrates,

Art -u

&9
&
Q\‘P

Figura 16: Transferéncia horizontal de genes. Eventos de transferéncia de bactérias para animais
representados por setas azuis, cujas larguras representam a abundancia de transferéncias.
Transferéncias organelares (verde para cloroplastos e vermelho para mitocdndrias) estdo mostradas
na base da linhagem apropriada. A arvore em si serve afins de representacdo, ndo ilustrando uma
filogenia verdadeira. Modificado de Hotopp, 2011%.
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A hipotese de sobreleitura de codigo genético também demandaria regides intergénicas de
tamanho suficiente para compensar 0s segmentos incorporados. Operons de urease provenientes
de algumas bactérias relacionadas ao Clado 2, tais como Staphylococcus saprophyticus,
Streptococcus termophilus, e Corynebacterium glutamicum (Gene IDs 3616069, 3167116,
1021080, respectivamente), possuem regides intercistronicas que satisfariam essa necessidade.
Em outros casos, exemplificados pela urease de Proteus mirabilis, ndo ha cddons suficientes
nessas regides. Pelo contrario, ha, ainda, sobreposi¢do do ultimo cédon da subunidade f com o

81 Quando a organizacdo génica eucaridtica é levada em

codon inicial da subunidade o
consideracdo, o quadro se torna ainda mais complexo. Uma inspecdo preliminar de genomas
anotados no banco de dados Ensembl %, revelou que todos os genes de urease de plantas
depositados, i.e. Arabidopsis thaliana, Brassica rapa, Glycine max (ambas as isoformas), Oryza
sativa, Physcomitrella patens, Populus trichocarpa, Sorghum bicolor, e Vitis vinifera, tem suas
regides codificantes organizadas em 18 exons. O mesmo nimero de exons é observado para
Solanum tuberosum, o primeiro (e, até agora, (nico) caso de splicing alternativo em ureases .
Para genes fungicos de ureases depositados no Ensembl, o nimero de éxons é variavel,
abrangendo desde uma Unica sequéncia codificante sem introns (Magnaporthe poae, Ustilago
maydis, Schizosaccharomyces pombe), até um numero varidvel de exons: 3 (Fusarium
oxysporum, Gaeumannomyces graminis, Gibberella moniliformis, Magnaporthe oryzae), 4
(Aspergillus fumigatus, Neurospora crassa), 5 (A. fumigatus, A. niger, Nectria haematococca,
Gibberella zeae), 6 (A. flavus, A. nidulans), 7 (Neosartorya fischeri, Phaeosphaeria nodorum), 8
(Aspergillus terreus), 9 (Fusarium oxysporum), 13 (Puccinia graministritici), 14 (Gibberella
zeae) ou 15 (P. graministritici). A diferenca entre 0 nimero de éxons de plantas e fungos pode
ser reflexo da rigorosa conservacdo estrutural em plantas. Até que mais genomas sejam
decifrados, permitindo uma andlise mais profunda de seus genes codificantes de urease, essa

interpretacdo permanece especulativa.
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5. Conclusdes e perspectivas

Através de analises filogenéticas em grande escala, pudemos rastrear a transicdo
estrutural de trés para uma subunidade em ureases, transicdo esta que ndo envolveu
intermediarios de duas cadeias.

Também especula-se que tal transicdo ocorreu em evento Unico, e hipotetiza-se um
mecanismo que resultaria na urease fundida. No entanto, muitas questfes permanecem sem
resposta. De certa maneira, a descoberta das rotas evolutivas da ureases (o “que”) comega a ser
estabelecida, enquanto os mecanismos subjacentes as transi¢des estruturais da urease (0 “como”)
ainda aguardam investigacéo.

Espera-se que os grandes conjuntos de dados e multiplas abordagens empregadas nesse
trabalho contribuam para elevar a compreensdo do caso Unico da fusdo de subunidades da urease,
encorajando pesquisas futuras acerca do tema.

Em virtude do complexo mecanismo de ativacdo da urease, necessitando da ligacdo de
um grande nimero de proteinas acessérias®®, pretende-se dar continuidade ao presente estudo,
expandindo as comparagdes ao maior nimero possivel dessas proteinas. Com isso, busca-se
avaliar como se sucedeu o processo evolutivo para essas proteinas em relacdo ao processo impar

das ureases avaliado neste trabalho.
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APENDICE A: Identificadores GenlInfo das sequéncias de ureases utilizadas.

. Gl
Organismo Alpha Beta Gamma
Acaryochloris marina 158338215 158338212 158338210
Acetobacter pasteurianus 258543403 258543404 258543405
Actinomyces naeslundii 4249601 4249599 326774128
Actinosynnema mirum 256374659 256374660 256374661
Agaricus bisporus 108859293
Agrobacterium tumefaciens 15889672 159185200 159185201
Ajellomyces capsulatus 154281373
Ajellomyces dermatitidis 261194902
Alcanivorax borkumensis 110835580 110835581 110835582
Alteromonas macleodii 332142250 332142251 332142252
Anaerococcus tetradius 227500923 257066223 227484813
Arabidopsis thaliana 15220459
Arthrobacter aurescens 119962058 119961176 119961081
Arthroderma otae 296818321
Aspergillus clavatus 121702879
Aspergillus flavus 238486420
Aspergillus fumigatus 70990710
Aspergillus nidulans 259489323
Bacillus pasteurii 4557957 4557956 4557955
Bacillus thuringiensis 229061206 228909453 42782714
Blochmannia floridanus 33519971 33519972 33519973
Brachybacterium faecium 257067541 257067542 257067543
Bradyrhizobium japonicum 27376568 27376566 27376565
Brucella suis 225627811 237815759 225627809
Brucella suis 23501177 17987936 62289265
Burkholderia pseudomallei 53726283 53720268 53720267
Caldicellulosiruptor saccharolyticus 146297464 146297465 146297467
Campylobacter sputorum 260162332 260162331 260162330
Canavalia ensiformis 465008
Canavalia ensiformis 219391588
Cenarchaeum symbiosum 118575651 118575650 118575649
Chitinophaga pinensis 256420519 256420518 256420517
Chromohalobacter salexigens 92114426 92114427 92114428
Chryseobacterium gleum 300776841 300776840 300776839
Citrobacter koseri 157148630 157148629 237729986
Clostridium thermocellum 256003460 125974321 125974322
Coccidioides posadasii 303322831
Congregibacter litoralis 88703327 | 88703326 | 88703325
Coprinopsis cinerea 299750141
Corynebacterium urealyticum 172041452 ] 172041451 ] 172041450
Cryptococcus neoformans var. grubii 23822289
Cryptococcus neoformans var. neoformans 58270418
Ectocarpus siliculosus 299469707
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Escherichia coli 187775871 15800665 15800664
Ethanoligenens harbinense 317133580 317133581 317133582
Frankia alni 111220900 111220901 111220902
Geobacillus kaustophilus 56420465 56420466 56420467
Geodermatophilus obscurus 284988814 284988813 284988812
Glomus intraradices 297185890
Glycine max 351722261
Glycine max 351724331
Haemophilus influenzae 260582757 16272484 16272485
Hahella chejuensis 83647213 83647212 83647211
Halalkalicoccus jeotgali 300710018 300710019 300710017
Haloarcula marismortui 55376690 55376689 55376691
Haloferax volcanii 292654327 292654326 292654328
Haloquadratum walsbyi 110669477 110669476 110669478
Helicobacter hepaticus 32265907 32265906
Helicobacter mustelae 291277506 291276538
Helicobacter pylori 208434038 15644703
Hirschia baltica 254295077 254295078 254295080
Klebsiella aerogenes 10835900 3212375 152971982
Ktedonobacter racemifer 298249513 298249512 298249511
Laccaria bicolor 170098735
Lactobacillus reuteri 194467060 194467061 194467062
Laribacter hongkongensis 226939965 226939964 226939963
Lysinibacillus sphaericus 169828213 169828212 169828211
Methylibium petroleiphilum 124265860 124265861 124265862
Methylocella silvestris 217978168 217978169 217978170
Methylosinus trichosporium 296447068 296447069 296447070
Micromonospora aurantiaca 315504551 302868979 302868980
Microsporum canis 238839950
Minibacterium massiliensis 152980166 152980572 152980409
Mitsuokella multacida 255658020 260881031 255658018
Morus alba 222143560
Mycobacterium gilvum 145223938 145223939 145223940
Mycobacterium ulcerans 183982730 118618421 183982728
Nakamurella multipartita 258650533 258650532 258650531
Natronomonas pharaonis 76801650 76801649 76801651
Neosartorya fischeri 119477773
Neurospora crassa 85116050
Nitrosospira multiformis 32966209 82702369 82702368
Nostoc punctiforme 186681311 186681310 186681309
Oryza sativa 17402589
Ostreococcus lucimarinus 145343758
Paracoccidioides brasiliensis 295673098
Paracoccus denitrificans 119383953 119383954 119383956
Penicillium chrysogenum 255945993
Penicillium marneffei 212540166




32

Photobacterium profundum 90414537 90414538 90414539
Photorhabdus asymbiotica 253989859 253989860 253989861
Polaromonas naphthalenivorans 121603883 121603884 121603886
Prochlorococcus marinus subsp. pastoris 33861519 33861520 33861521
Pseudoalteromonas haloplanktis 77360699 77360698 77360697
Pseudomonas aeruginosa 15600061 15600060 15600058
Pseudomonas putida 167033934 167033935 170721596
Pyrenophora tritici-repentis 189197501
Ralstonia eutropha 113867104 113867103 73540695
Rhodococcus opacus 226365149 226365148 226365147
Roseobacter denitrificans 339502215 339502218 339502219
Roseomonas cervicalis 296536422 296536421 296536420
Saccharopolyspora spinosa 348172145 348172144 41350155
Schizosaccharomyces japonicus 213406373
Schizosaccharomyces pombe 19115725
Segniliparus rotundus 296394185 296394186 296394187
Solanum tuberosum 14599413
Sphingobacterium spiritivorum 300772489 227537815 227537814
Staphylococcus aureus 15925280 257423771 15925278
Stappia aggregata 118591406 118591403 118591402
Streptococcus salivarius 2507522 2501628 2501633
Streptomyces albus 291450084 291450085 291450086
Streptosporangium roseum 271964227 271964226 271964224
Thalassiosira pseudonana 224014054
Thermocrinis albus 289548494 289548493 289548481
Thermomicrobium roseum 221632556 221632557 221632558
Tolumonas auensis 237808376 237808377 237808378
Trichodesmium erythraeum 113474593 113474588 113474587
Tsukamurella paurometabola 296141089 296141090 296141091
Uncinocarpus reesii 258565811
Ureaplasma urealyticum 171920953 185178985 167972857
Verminephrobacter eiseniae 121608691 121608692 121608694
Verrucomicrobium spinosum 171911815 171911816 171911817
Vibrio splendidus 84387642 84387641 84387640
Yersinia pestis 45442252 108808387 22125138
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APENDICE B: Analise filogenética molecular de regies altamente variaveis das sequéncias de

ureases pelo método de Maxima Verossimilhanca.
A historia evolutiva foi inferida utilizando o médodo ML baseado no modelo WAG+G+I. O ndmero de

cadeias que compBem ureases de diferentes grupos estdo em parénteses.
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APENDICE C: Enraizamento por ponto médio matematico da arvore de sequéncias completas de

ureases pelo método de Maxima Verossimilhanca.

A historia evolutiva foi inferida utilizando o médodo ML baseado no modelo WAG+G+1. O ponto médio

matematico foi calculado com FigTree. O nimero de cadeias que compdem ureases de diferentes grupos

estdo em parénteses.
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APENDICE D: Enraizamento por ponto médio matematico da arvore de sequéncias completas de
ureases pelo método de Inferéncia Bayesiana.

A historia evolutiva foi inferida utilizando o0 médodo Bayesiano baseado no modelo WAG+G+I. O ponto

médio matematico foi calculado com FigTree. O numero de cadeias que compdem ureases de diferentes
grupos estdo em parénteses.
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APENDICE E: Enraizamento por ponto médio matematico da arvore de regibes

conservadas de ureases pelo método de Maxima Verossimilhanca.
A histdria evolutiva foi inferida utilizando o0 médodo ML baseado no modelo WAG+G+I. O ponto médio

matematico foi calculado com FigTree. O numero de cadeias que compdem ureases de diferentes grupos

estdo em parénteses.
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APENDICE F: Enraizamento por ponto médio matematico da arvore de regides
conservadas de ureases pelo método de Inferéncia Bayesiana.

A histéria evolutiva foi inferida utilizando o médodo Bayesiano baseado no modelo WAG+G+I. O ponto
médio matematico foi calculado com FigTree. O nimero de cadeias que compdem ureases de diferentes
grupos estdo em parénteses.
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APENDICE G: Publicagéo de artigo cientifico.

Os resultados contidos neste trabalho foram publicados sob o titulo de

3-to-1: unraveling structural transitions in
ureases

no periodico Naturwissenschaften (Springer), fator de impacto 2,144
(2012). DOI 10.1007/s001 14-013-1045-2.

Autores: Rodrigo Ligabue-Braun, Fabio Carrer Andreis, Hugo Verli,
Célia Regina Carlini.



