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INSTITUTO OSWALDO CRUZ

Anélise do perfil filogenético de enzimas isofuncionais ndo-homaologas entre cepas
patogénicas de Escherichia coli.

RESUMO

DISSERTACAO DE MESTRADO EM BIOLOGIA COMPUTACIONAL E SISTEMAS

Christian Sagave Mazzocco de Almeida

Escherichia coli € uma bactéria Gram-negativa e em sua variedade possui cepas ndo patogénicas
e patogénicas. Cepas ndo patogénicas pertencem naturalmente a nossa microbiota intestinal,
desempenhando funcBes benéficas ao nosso organismo, j& inimeras cepas patogénicas afetam a
salde publica, principalmente em paises subdesenvolvidos, por ser uma das principais causadoras
de gastroenterites em criangas menores de 5 anos de idade, estimando-se 760.000 mortes por ano
em escala global. Sabemos que a compreensdo do metabolismo é crucial para entender a
expressao fenotipica em todos 0s organismos vivos. Neste sentido, torna-se fundamental a
identificacdo e caracterizacdo do repertorio de enzimas que atuam nestas vias. Entretanto, a
classificacdo comumente usada para enzimas ndo leva em consideracao a sua ancestralidade, que
permite diferencia-las em dois grupos: homdlogas, que evoluiram do mesmo ancestral, possuem
estruturas tridimensionais semelhantes; e andlogas, que possuem histérias evolutivas diferentes,
mas desempenham a mesma funcdo. O conhecimento sobre enzimas isofuncionais ndo-
homologas e as vias bioquimicas em que elas atuam pode dizer muito a respeito da evolucao do
metabolismo, bem como seu papel nos distintos fen6tipos de patogenicidade, ndo somente em E.
coli, como também em outras espécies. Neste projeto analisamos 0s possiveis papeis das enzimas
isofuncionais ndo-homologas na diversidade genética e metabdlica e sua relacdo com fenétipos
de patogenicidade em E. coli, utilizando métodos computacionais para identificacdo (AnEnPi),
caracterizacdo (Argot 2.5), validacdo (SUPERFAMILY) e mapeamento metabolico (KEGG)
destas enzimas em um conjunto de 52 cepas de E. coli com genomas completamente
sequenciados e com origem e fenotipo de patogenicidade definidos (NCBI, PATRIC). Dessa
forma, detectamos 71 enzimas possivelmente analogas, 45 delas pertencentes ao genoma
acessorio da espécie, envolvendo um total 66 vias metabdlicas. Os padrdes de presenga/auséncia
das enzimas isofuncionais ndo-homadlogas e das atividades enzimaticas exercidas por elas foram
avaliados frente aos distintos perfis de patogenicidade apresentados pelos organismos em nossa
amostra— EHEC (7), EIEC (1), ETEC (1), EXPEC (7), MCR-1 positive (6), STEC (4), UPEC (3),
NIA (23). As enzimas e atividades enzimaticas ferredoxian reductase (EC 1.18.1.3), ribokinase
(2.7.1.15), manose-6-fofato isomerase (EC 5.3.1.8), amina oxidase (EC 1.4.3.21), chitinase (EC
3.2.1.14), glucosamina-1-fosfato N-acetyltransferase (EC 2.3.1.157) e asparaginase (EC 3.5.1.1)

Vi



apresentam padrdo de presencga (correlacdo) ou auséncia (anticorrelagdo) associados a grupos
patogénicos diferentes, contribuindo para a diversidade genética e metabdlica em E. coli. Mais

investigacdes sdo necessarias para estabelecer se tais enzimas de fato contribuem diretamente
para a expressdo de fendtipos de patogenicidade em E. coli.
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INSTITUTO OSWALDO CRUZ

Analysis of the phylogenetic profile of non-homologous isofunctional enzymes among
pathogenic strains of Escherichia coli.

ABSTRACT

MASTER DISSERTATION IN COMPUTACIONAL BIOLOGY

Christian Sagave Mazzocco de Almeida

Escherichia coli is a Gram-negative bacterium and in its variety has non-pathogenic and
pathogenic strains. Non-pathogenic strains naturally belong to our intestinal microbiota,
performing beneficial functions to our organism, since numerous pathogenic strains affect public
health, especially in underdeveloped countries, as it is one of the main causes of gastroenteritis in
children under 5 years of age, estimated 760,000 deaths per year on a global scale. We know that
understanding metabolism is crucial to understanding phenotypic expression in all living
organisms. In this sense, it is essential to identify and characterize the repertoire of enzymes that
act in these pathways. However, the classification commonly used for enzymes does not take into
account their ancestry, which allows to differentiate them into two groups: homologues, which
evolved from the same ancestor, have similar three-dimensional structures; and analogous, which
have different evolutionary histories, but perform the same function. The knowledge about non-
homologous isofunctional enzymes and the biochemical pathways in which they act can say a lot
about the evolution of metabolism, as well as their role in the different pathogenicity phenotypes,
not only in E. coli, but also in other species. In this project we analyze the possible roles of non-
homologous isofunctional enzymes in genetic and metabolic diversity and their relationship with
E. coli pathogenicity phenotypes, using computational methods for identification (AnEnPi),
characterization (Argot 2.5), validation (SUPERFAMILY) and mapping metabolic (KEGG) of
these enzymes in a set of 52 E. coli strains with completely sequenced genomes and with defined
pathogenic origin and phenotype (NCBI, PATRIC). Thus, we detected 71 possibly analogous
enzymes, 45 of which belong to the accessory genome of the species, involving a total of 66
metabolic pathways. The patterns of presence / absence of non-homologous isofunctional
enzymes and of the enzymatic activities carried out by them were evaluated against the different
pathogenicity profiles presented by the organisms in our sample - EHEC (7), EIEC (1), ETEC
(1), EXPEC (7), MCR-1 positive (6), STEC (4), UPEC (3), NIA (23). Enzymes and enzymatic
activities ferredoxian reductase (EC 1.18.1.3), ribokinase (2.7.1.15), mannose-6-fofate isomerase
(EC 5.3.1.8), amine oxidase (EC 1.4.3.21), chitinase (EC 3.2.1.14) , glucosamine-1-phosphate N-
acetyltransferase (EC 2.3.1.157) and asparaginase (EC 3.5.1.1) present a pattern of presence
(correlation) or absence (anti-correlation) associated with different pathogenic groups,
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contributing to the genetic and metabolic diversity in E coli. Further investigation is needed to
establish whether such enzymes actually contribute directly to the expression of pathogenic
phenotypes in E. coli.
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1. INTRODUCAO
1.1 Escherichia Coli

Escherichia coli € uma bactéria Gram-negativa pertencente a familia Enterobactericiae
inserida na classe das Gammaproteobacteria, e se apresenta em forma de bastonetes. A E. coli é
uma das bactérias mais estudadas em todo mundo, possuindo crescimento rapido sob condigdes

6timas, com a capacidade de se replicar em aproximadamente 20 minutos (1).

Em sua maioria, as linhagens de E. coli sdo consideradas comensais, ou seja, inofensivas e
presentes na microbiota intestinal dos humanos e outros animais de sangue quente,
desempenhando papel importante em nossos organismos; entretanto, algumas linhagens podem
ser patogénicas, até mesmo capazes de causar doencas graves (2).

A infec¢do por E. coli pode causar diarreias severas, sendo relatado aproximadamente 1,7
bilhdo de casos no mundo anualmente. Em criangas menores de 5 anos é um problema ainda mais
grave de salde publica, sendo a maior causa de malnutricdo, morbidade e mortalidade nessa faixa
etaria, estimando-se 560.000 mortes por ano, afligindo principalmente paises da Africa, Asia e
América do Sul (3).

Baseado nos primeiros estudos epidemioldgicos de E. coli em &guas recreacionais, foi
identificada uma possivel relacdo entre a presenca dessa bactéria em aguas recreacionais e fontes

contaminantes (esgoto etc.), bem como a incidéncia de doencas gastrointestinais (4).

Um estudo realizado por Hamilton e colaboradores (5), nas &guas marinhas de uso recreativo
na Califdrnia, detectou a presenca de cepas potencialmente patogénicas, analisando a composicéao
gendmica e frequéncia dos genes de viruléncia conhecidos de E. coli. Mais de 10% das cepas
identificadas neste estudo eram potencialmente E. coli Enteropatogénica (EPEC), reforcando a

sobrevivéncia desse patdgeno no ambiente (5).

Um outro estudo que corrobora a afirmacéo sobre a presenca de cepas patogénicas de E. coli
no ambiente é o de Ishii e colaboradores (6). O grupo detectou abundancia do gene eaeA,
presentes em cepas EPEC e em Cladophoras, uma espécie de alga. O gene eaeA é um dos fatores

de viruléncia mais frequentemente detectados no ambiente (6).



1.1.1 Perfis de patogenicidade

Embora a maioria dos membros da espécie da E. coli permanecem inofensivos na flora
intestinal, alguns clones altamente adaptados podem causar uma ampla gama de doencas em
humanos como gastroenterite, cistite, meningite, sepse, dentre outras. As cepas que adquirirem 0s
chamados fatores de viruléncia, comumente codificados por elementos genéticos méveis, como

plasmideos, sdo chamadas de E. coli patogénicas (7).

A evolucgdo da E. coli é extremamente rapida, estudos j& mostraram a diferenciagdo entre
cepas de E. coli em menos de 200 geracdes, e revelaram alteragdes genémicas apds infecgdo em
humanos. O sequenciamento de inimeros genomas desta espécie tambem confirmou variacao

genotipica e fenotipica intraespecifica (8).

Os genomas de alguns patdgenos bacterianos podem “adquirir’” novos genes através da
duplicacdo génica, resultando muitas vezes em expansdes de familias inteiras de proteinas ja
existentes. No entanto, o ganho génico a partir da transferéncia horizontal (por conjugacao,
transducgéo ou transformacao) continua sendo a fonte mais eficiente de inovacéo e variacdo em
patdgenos bacterianos. No caso da E. coli K-12 estirpe MG1655, estima-se que cerca de 18% do

seu genoma tenha sido adquirido por fenémenos de transferéncia horizontal (8) (9).

Estudos sugerem que a aquisicdo de genes por transferéncia lateral, no meio ambiente, é
intermediada por elementos genéticos maveis, (ilhas de patogenicidade, bacteriéfagos e
plasmideos), que comumente carreiam genes relacionados a fatores de viruléncia, e cuja a
expressao pode ser o resultado de uma interacdo entre genes “residentes” e novos genes
adquiridos. Entretanto, ainda é dificil determinar a priori quais variacfes gendmicas viriam de

fato ter algum tipo de influéncia no metabolismo ou adaptacdo dessas bactérias (10).

Apesar do ganho de genes ser recorrente, por quaisquer dos mecanismos conhecidos, o
genoma bacteriano permanece aproximadamente do mesmo tamanho. O ganho génico deve ser
equilibrado a sua contraparte, a perda génica, por selegdo natural ou deriva génica, sujeitando o
genoma bacteriano a uma dinamica de “uso ou perda de cada gene”. Em E. coli, por exemplo,

temos os genes Flag-2 e ETT2 que, quando ainda ndo atingidos por nenhuma pressao seletiva,



ocupavam dezenas de kilobases de DNA, mas que foram reduzidos e passaram a ocupar somente

algumas centenas de pares de bases, provavelmente por ndo contribuirem mais para o fitness (11).

Dentre as cepas de E. coli diarreicas, podemos destacar os seguintes perfis de

patogenicidade conhecidos: E. coli Enterotoxigénica (ETEC); E. coli Enteropatogénica (EPEC);

E. coli Enteroagregativa (EAEC); E. coli Enteroinvasiva (EIEC); E. coli Produtora de toxina

Shiga (STEC), na qual esta inserida o grupo E. coli Enterohemorragica (EHEC); E. coli de

adesdo difusa (DAEC) (Tabela 1). Entretanto, estudos recentes sugerem que algumas amostras de

E. coli séo capazes de sobreviver, e possivelmente se reproduzir, fora do ambiente intestinal,
sendo chamadas de E. coli Extraintestinal (EXPEC) (1).

Tabela 1. Perfis de patogenicidade em E. coli

Perfil

Descricdo

Enterotoxigénica
(ETEC)

As cepas ETECs sdo de grande importancia epidemioldgica, sendo o perfil mais associado a

doengas diarreicas e mortes em paises em desenvolvimento (12).

Enteropatogénica
(EPEC)

EPEC também é outro perfil patogénico muito importante, associado a diarreia em criangas
menores de 5 anos em paises em desenvolvimento, causando lesGes na mucosa intestinal
(13).

Enteroagregativa
(EAEC)

Cepas EAEC causam doenca diarreica com pouca distingdo entre faixa etéria e classe social,
causando doenca em criancas e adultos, em paises desenvolvidos e em desenvolvimento.

Esse grupo patogénico atua aderindo a células HEp-2 da mucosa intestinal (14).

Enteroinvasiva
(EIEC)

O grupo EIEC se distingue dos demais perfis patogénicos de E.coli, devido ao grande
impacto como principal causador de morbidade e mortalidade em adultos e criancas em
paises desenvolvidos. E capaz de causar colite inflamatéria aguda invasiva, e

consequentemente, disenteria, mas na maioria dos casos provoca uma diarreia aquosa (15).

Produtora de toxina
Shiga (STEC)

As doencas causadas por cepas pertencentes ao grupo STEC sdo relevantes pelo seu
potencial zoono6tico e origem alimentar. Em humanos os sintomas podem abranger desde

uma diarreia leve até a sindrome hemolitica urémica (16).

Enterohemorragica
(EHEC)

EHEC é comummente associada a diarreias sanguinolentas e sindrome hemolitica urémica.
Essas cepas estdo inclusas no grupo STEC pois possuem como principal fator de viruléncia

as toxinas Shiga (17).

De adesdo difusa
(DAEC)

As cepas caracterizadas como DAEC sdo definidas por um padrdo de aderéncia difusa (DA),
em que as bactérias cobrem uniformemente toda a superficie celular. Os sintomas s&o

relativamente leves, causando principalmente diarreia aquosa em criancgas (13).
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As cepas do perfil patogénico EXPEC sdo capazes de causar infeccfes em locais extra-
Extraintestinal intestinais. Algumas delas se destacam dentro desse grupo: E. coli Uropatogénicas (UPEC) e
(EXPEC) Meningites neonatais associadas a E. coli (NMEC). Muitas cepas deste grupo também estao

relacionadas com a aquisicdo de novos genes de resisténcia a antibiéticos (18) (19) (20).

1.1.2 Genbmica

A primeira analise gendmica de E. coli foi feita em 1997, desde entdo, mais de 5.000
genomas de E. coli j& foram sequenciados. Por apresentar um rapido crescimento, a E. coli é
muito utilizada para a estudar a evolugdo, como por exemplo, Tenaillon et al., que possui um

estudo progressivo da evolucéo da E.coli, que em 2016 atingiu 50.000 geracdes (21).

Anélises comparativas entre genomas sequenciados de E. coli tém demonstrado a
aquisicdo e a perda de genes ao longo da evolucédo nesta espécie (sobretudo através de elementos
genéticos moveis, como plasmideos, ilhas de patogenicidade e bacteriéfagos), resultando em
diferencas genéticas e fenotipicas, como por exemplo variabilidade metabdlica e perfis de
patogenicidade, que distinguem as cepas e perfis atualmente conhecidos (22). Tais abordagens
gendmicas resultaram na caracterizacdo de genes determinantes de viruléncia entre cepas
pertencentes a diferentes grupos de E. coli, facilitando avaliacdo e diagndsticos de riscos, assim
como métodos de combate as cepas virulentas de diferentes perfis de patogenicidade de forma

mais eficaz (23).

A totalidade de genes contidos em uma espécie € denominado pangenoma, e pode ser
dividido em genoma core, composto por um nucleo conservado de genes e proteinas presentes em
todos ou quase todos 0s genomas de uma mesma espécie, constituindo uma “espinha dorsal”
génica contento informacdes genéticas necessarias para processos celulares; e genoma acessorio,
0 qual possui uma gama de genes e proteinas que forma um pool génico flexivel, que ndo é
comum a grande maioria das cepas da espécie, proporcionando uma consistente variedade
individual de informacdes génicas especificas, capazes de fornecer propriedades adicionais de
adaptacdo em um nicho especifico, ou sob condi¢des especificas, dentre outras, tornando
provavel a distin¢do dos diferentes grupos patogénicos de E .coli através da anélise destes genes
(24) (25).




1.2 Enzimas

Enzimas foram originalmente descritas como biocatalisadores, em 1883, com a
descoberta da diastase, que faz parte de um grupo de enzimas que catalisa a quebra do amino em
maltose (26). As enzimas sdo responsaveis por catalisar reacdes bioquimicas acelerando a
converséo de substratos em produtos (e vice-versa), diminuindo significativamente a energia
necessaria para ativacao de uma reacdo bioquimica. Sem a catalise enzimatica a maioria das
reacOes necessarias a manutencao da vida seriam demasiadamente lentas, inviabilizando a vida na

Terra como a conhecemos (27).

As enzimas sao classificadas hierarquicamente, de acordo com as rea¢des quimicas que
catalisam. A classificacdo mais usual foi proposta em 1992 pelo Nomenclature Committee of the
International Union of Biochemistry and  Molecular Biology

<http://www.sbcs.gmul.ac.uk/iubmb>, na qual cada enzima é designada por um nimero EC

(Enzyme Commission number) composto de 4 digitos, no qual o primeiro nimero corresponde a
classe da enzima, os dois numeros subsequentes tém significados diferentes dependendo da classe
da enzima, e o ultimo ndmero descreve a especificidade da reacao, definindo o substrato/produto
ou cofatores. Por exemplo, 0 EC 1.1.1.1 (&lcool desidrogenase), faz parte da classe das enzimas
oxidoredutases (EC 1), que possui como doadores os grupamentos CH-OH (EC 1.1), sendo seus
aceptores NAD ou NADP (EC 1.1.1) e tendo como substratos o alcool etilico ou hemiacetais (EC
1.1.1.1) (28) (29) (30).

1.3 Analogia Funcional

Como visto anteriormente, as enzimas sao classificadas de acordo com a reagdo quimica
que catalisam, seus substratos e cofatores. Porém, as enzimas também podem ser classificadas de
acordo com sua ancestralidade, sendo as enzimas com origem evolutiva a partir de um ancestral
comum, denominadas homologas. Essas proteinas apresentam comumente estruturas
tridimensionais significativamente similares. No entanto, as enzimas que se originaram a partir de
eventos evolutivos independentes, ndo possuindo um ancestral comum portanto, que convergem

para o desempenho de uma mesma atividade enzimatica, em um processo evolutivo conhecido
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como convergéncia funcional, sdo denominadas analogas funcionais, isto €, enzimas
isofuncionais ndo-homologas (31).

Apesar de catalisarem a mesma reacéo bioguimica, enzimas analogas ndo possuem
semelhangas detectaveis ente duas estruturas primaria e terciaria (31). Portanto, em outras
palavras, o surgimento de caracteres (moleculares, morfolégicos, comportamentais, ecoldgicos e
funcionais) analogos representa solugdes distintas e independentes (enzimas isofuncionais nao-
homologas) para um mesmo problema (catalise enzimatica), podendo ocorrer repetidas vezes ao
longo da evolucédo das espécies (32) (33).



HIPOTESE

Enzimas isofuncionais ndo-homodlogas (analogas funcionais), codificadas por genes ndo
essenciais em E. coli, pertencentes a0 genoma acessorio ou linhagem-especificos, podem
contribuir para os fenotipos de patogenicidade conhecidos nesta espécie, demonstrando a
importancia biomédica da investigacdo do fendmeno de convergéncia evolutiva em vias

bioguimicas de microrganismos patogénicos.
2. OBJETIVOS
2.1 Geral

Analisar o perfil filogenético (ocorréncia e distribuigdo) de enzimas isofuncionais ndo-homologas
(anélogas funcionais) entre cepas patogénicas de Escherichia coli, buscando compreender a
contribuicdo do fendmeno de convergéncia evolutiva para a diversidade genética e metabolica
entre representantes desta espécie com genoma completamente sequenciado e sua relacdo com o0s

fendtipos de patogenicidade conhecidos nesta espécie.
2.2 Especificos

1. Identificar, computacionalmente, as enzimas isofuncionais ndo-homologas codificadas nos
genomas completamente sequenciados e anotados de cepas de E. coli, patogénicas e ndo

patogénicas disponiveis publicamente;

2. Caracterizar as enzimas isofuncionais ndo-homologas preditas segundo sua composicao de

dominios funcionais e o tipo de enovelamento proteico e sua origem evolutiva;

3. Mapear as enzimas isofuncionais ndo-homologas identificadas e caracterizadas nas vias
bioquimicas de E. coli, com base nos mapas de referéncia de vias metabdlicas disponiveis

publicamente;

4. Obter a distribuicdo dos genes codificadores das enzimas isofuncionais ndo-homologas
reconhecidas nas diferentes se¢cbes do pangenoma de E. coli, determinando se tais genes

pertencem ao genoma core ou acessorio;



5. Analisar o perfil filogenético (ocorréncia e distribuicdo) das enzimas isofuncionais ndo-
homologas entre as cepas patogénicas de E. coli, revelando quais enzimas anélogas funcionais

podem estar relacionadas aos fendtipos de patogenicidade nesta espécie.



3. MATERIAL E METODOS
3.1 Desenho Experimental

Para o desenvolvimento deste trabalho, as etapas realizadas foram ilustradas na Figura 1. O
desenho experimental pode ser divido em 4 etapas: (1) determinacéo do dataset, (2) identificacao
das proteinas com atividade enzimatica ndo-homologa, (3) determinacdo do pangenoma, genoma
core e acessorio, (4) Mapeamento das enzimas analogas nas vias metabolicas KEGG. Na etapa
inicial, definimos um dataset reunindo informagdes dos genomas completamente sequenciados
de E. coli disponiveis publicamente, assim como, seus metadados. Em seguida, identificamos
quais proteinas tinham atividade enzimatica dentro desses genomas com a ferramenta Argot2.5 e
distinguimos as ndo-homélogas utilizando o pipeline AnEnPi, as atividades enzimaticas foram
entdo validadas de acordo com o tipo e origem evolutiva e composicao de dominios funcionais,
através dos bancos de dados SUPERFAMILY e Pfam, respectivamente. Posteriormente,
determinamos em que sessdao do pangenoma cada enzima se encontrava, se elas eram
pertencentes ao genoma core ou acessorio, as atividades enzimaticas pertencentes ao genoma
acessorio sao responsaveis pela diversidade presente nesta espécie, visto que podem ser
transferidos horizontalmente e estdo presentes apenas em algumas cepas. Por fim, foi feito o
mapeamento das enzimas isofuncionais ndo-homalogas em algumas das principais vias
metabolicas de E. coli e quando possivel correlacionar a presenca ou auséncia de determinada

atividade enzimatica ao seu perfil de patogenicidade previamente descrito.



¢ Argot2.5

leam e
SUPERFAMILY

KEGG

Figural. Esquema representando as quatro etapas empregadas neste projeto.

Para compor nosso conjunto de dados, selecionamos amostras com genoma completamente

sequenciado, disponiveis publicamente no Reference Sequence Database (RefSeq) acesso 01-08-

2020 <https://www.ncbi.nlm.nih.gov/refseq/> (34). Somente as proteinas preditas nestes
genomas foram utilizadas em nossas analises, contidas nos arquivos com terminagao “.faa” neste
repositério. As informacGes sobre o perfil de patogenicidade e origem biolégica das amostras

selecionadas foram obtidos no banco de dados Pathosystems Resource Integration Center
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(PATRIC) verséo 3.3.6 <https://www.patricbrc.org/>, que fornece dados integrados e ferramentas

de andlise para apoiar a pesquisa biomédica em doencas infecciosas bacterianas (35).

3.2 Determinacéo do pangenoma de E. coli

A etapa fundamental em uma anélise de pangenoma é a determinacao das familias de genes
ortdlogos compartilhadas entre os organismos estudados. Nesse sentido, 0 método e banco de
dados Orthologous Matrix (OMA) demonstrou ser capaz de inferir ortélogos em genomas
completos, com bastante precisdo. O algoritmo de inferéncia do OMA consiste em trés fases
principais. Primeiro, para inferir sequéncias homdlogas (sequéncias de ancestralidade comum),
alinhamentos par a par entre todas as sequéncias sdo computados e as correspondéncias
significativas sdo mantidas. Segundo, para inferir pares de ortélogos (o subconjunto de
homélogos relacionados a eventos de especiacdo), os homologos mutuamente mais préximos sdo
identificados com base nas distancias evolutivas, levando em consideragéo a incerteza da
inferéncia baseada em distancia e a possibilidade de perdas de genes em linhagens especificas.
Terceiro, esses ortdlogos sao agrupados de duas maneiras diferentes: (a) em grupos de pares de
ortélogos, que tendem a ser muito especificos e Uteis como genes marcadores para a reconstrucao
filogenética; (b) em grupos ort6logos hierarquicos, ou seja, grupos de genes definidos para niveis
taxondmicos especificos, que correspondem a todos 0s genes que descenderam de um gene
ancestral comum nesse nivel taxonémico (36).

A determinacdo do pangenoma provém da interpretacdo dos resultados do OMA, a partir da
analise da matriz de presenca/auséncia de grupos ortélogos entre os genomas, ou seja, o perfil
filogenético, contido no arquivo de saida do OMA “PhylogeneticProfileOMAGroups”. Esta
analise foi realizada utilizando os scripts “parse_pangenome matrix.pl” e
“plot_pancore matrix.pl” do pacote de programas GET HOMOLOGUES
<https://github.com/eead-csic-compbio/get_homologues> (37) (38), com as configuracbes

fornecidos pelo desenvolvedor, resultando na classificacdo dos grupos de genes ortdlogos em
pertencentes ao genoma core, soft-core, shell ou cloud, conforme as defini¢cbes do desenvolvedor
do programa:

=>» Core: genes presentes em todos 0s genomas analisados
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=>» Soft-core: genes presentes em 95% ou mais genomas
=>» Cloud: genes presentes em menos que 5% dos genomas

=>» Shell: demais genes remanescentes presentes em varios genomas

3.3 Identificacéo de proteinas com atividade enzimatica

A inferéncia de proteinas com atividade enzimatica foi realizada com o uso do servidor Argot

versdo 2.5 <http://www.medcomp.medicina.unipd.it/Argot2-5/> (39). As sequéncias em formato

FASTA, onde constavam no bando PATRIC patogenicidade a humanos, foram processadas
através da busca por similaridade de sequéncia, através do programa BLAST verséo 2.8.1
<https://ftp.ncbi.nim.nih.gov/blast/executables/LATEST/> (40), e de uma busca de perfis de

proteinas, com o uso do programa HMMER vers&o 3.0b2 <http://hmmer.org/> (41) nos bancos

de dados Swiss-Prot versdo 2019 2 <https://www.uniprot.org/downloads> (42) e Pfam verséo

31.0 <https://pfam.xfam.org/> (43), respectivamente; essas sequéncias foram entdo anotadas com
os termos do Gene Ontology (GO) versdo 01-07-2019 (44) (45) recuperados do banco de dados

UniProtKB-GOA e os termos anotados foram ponderados usando os valores de E-value obtidos

do BLAST e HMMER. Os termos GO ponderados foram processados de acordo com suas
relacOes de similaridade seméantica descritas pela GO e pela pontuagéo obtida nesse processo. A

execucdo se deu a partir dos seguintes passos:
1- Configuracdo das bases de dados para as buscas

$ makeblastdb -in uniprot_sprot.fasta -input_type fasta -dbtype prot -out

uniprot_sprot.fasta.db

makeblastdb — indexa o arquivo dados de entrada em “banco de dados BLAST”;
-in — arquivo de entrada;

-input_type — tipo de arquivo de entrada;

-dbtype — tipo de banco de dados;

-out — nome para o0s arquivos de dados indexados.

$ hmmspress Pfam-A.hmm
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hmmspress — constréi arquivos de dados compactos binarios para o hmmscan.

2- Busca por similaridade

$ blastp -num_threads 10 -outfmt '6 gseqid sseqid evalue' -query ../E.coli._protein.faa

-db uniprot_sprot.fasta.db -out E.coli_protein.faa.blast

blastp — algoritmo de busca por similaridade local entre proteinas;
-num_threads — nimero de nicleos de processamento usados na pesquisa;
-outfmt — opgdes de visualizagdo do alinhamento: “6” (tabular);

-query — arquivo de entrada;

-db — nome fornecido para os arquivos de dados indexados (“banco de dados
BLAST”);

-out — nome para o arquivo de saida.

$ hmmscan --cpu 10 --tblout E.coli_protein.faa.hmm Pfam-A.hmm E.coli_protein.faa
hmmscan — algoritmo de busca por similaridade local entre proteinas e perfis HMM
de proteinas;

--cpu — nucleos de processamento utilizados na pesquisa;

--tblout — nome para o arquivo de saida em formato tabular.

Em seguida os arquivos de saida dos programas foram compactados em formato .zip,

individualmente, e submetidos ao servidor Argot2.5, utilizando os seguintes parametros:

Batch processing (opcdo de processamento em lote)
BLAST: E.coli_proteins.faa.blast.zip (arquivo de entrada BLAST)
HMMER: E.coli_proteins.faa.hmm.zip (arquivo de entrada HMMER)

Species (name or taxon ID): 562 (Escherichia coli)

E-mail; X000 XXX XXX XX

Description: E.coli.proteins
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Cut-Off (meaning): >=120 (seguindo recomendacdes do
desenvolvedor)

Semantic similarity metrics: sSimGIC (seguindo recomendacdes do
desenvolvedor)

Somente as sequéncias com atividade enzimatica predita, ou seja, que possuiam numero

EC atribuido, foram utilizadas nas andlises subsequentes.

3.4 Identificacéo de enzimas isofuncionais ndo-homologas em E. coli

Todas as enzimas preditas nos genomas analisados foram comparadas com 0s grupos de
enzimas analogas preditos com o pipeline AnEnPi (46), a partir das anotac6es disponibilizadas na

ultima versao gratuita da base de dados Pathway do KEGG em 2011

<https://www.genome.jp/kega/pathway.html> (47) (48). As comparacgdes foram feitas com o
programa BLAST verséo 2.8.1 <https://ftp.ncbi.nIm.nih.gov/blast/executables/LATEST/> (40),

utilizando como limiar de similaridade o score de 120, obtido com uso da matriz de substitui¢éo
BLOSUM 62. Dessa forma, identificamos a que grupos de enzimas analogas formados pelo
AnNENPI pertenciam as enzimas do nosso conjunto de dados de E. coli. Os pardmetros de busca e

suas descri¢fes encontram-se a seguir:

$ blastp -num_threads 10 -outfmt "6 gseqid sseqid pident lenght mismatch gapopen
gstart gend sstart send evalue bitscore score" -query E.coli_go2ec2seq_proteins.faa -

db anenpi.fasta.db -out E.coli_go2ec2seq_proteins.faa.blast

blastp — algoritmo de busca por similaridade local entre proteinas;
-num_threads — nimero de nudcleos de processamento usados na pesquisa;
-outfmt — opgdes de visualizagdo do alinhamento: “6” (tabular);

-query — arquivo de entrada;

-db — nome fornecido para os arquivos de dados indexados (“banco de dados
BLAST”);

Ao final deste processo, atividades enzimaticas (e todas as sequéncias enzimaticas

correspondentes) que apresentavam anotacao incompleta (cujo nimero EC néo estava definido
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até o quarto e ultimo nivel de classificacdo), assim como aquelas atividades enzimaticas que
continham uma ou mais sequéncias cujos descritores continham as palavras chain (cadeia),

subunit (subunidade) e multimeric (multimérico) foram retiradas das analises subsequentes.

3.5 Validacgao das enzimas isofuncionais nao-homologas

Para validarmos as instancias de analo gia preditas,
nos baseamos em informacdes sobre o tipo e origem evolutiva do enovelamento apresentado e a
composicao de dominios funcionas identificados nas sequéncias analogas, através de buscas nas
bases de dados SUPERFAMILY <https://supfam.org/SUPERFAMILY/> (49) e PFAM (50). Os

resultados foram gerados por linha de comando, utilizando a ferramenta InterProScan versao

5.46-81.0 <https://www.ebi.ac.uk/interpro/>, que fornece uma analise funcional de proteinas,

classificando-as em familias e prevendo a presenca de dominios e sitios importantes (51):

$ ./interproscan.sh --applications Pfam --applications SUPERFAMILY --goterms --
pathways --seqtype p --formats TSV,XML,GFF3,HTML,SVG —input
E.coli_go2ec2seq_proteins.faa --output-dir E.coli_go2ec2seq_proteins.faa.interpro

--applications — argumentos utilizados para executar um ou mais programas especificos;
--goterms — fornece mapeamentos para 0 Gene Onology;

--pathways — fornece mapeamentos baseados em curadoria manual;

--seqtype — o tipo de sequéncia de entrada; “p” (proteina);

--formats — formatos de arquivos de saida;

3.6 Mapeamento das formas enzimaticas analogas nas vias metabolicas de E. coli

O mapeamento das enzimas analogas funcionais nas vias metabolicas de E. coli foi

realizado com a ferramenta KEGG Mapper <https://www.genome.jp/kegg/mapper.htmi> (52); a

ferramenta Search & Color Pathway <https://www.genome.jp/kegg/tool/map_pathway3.html>

foi utilizada para destacar as atividades enziméticas de interesse, colorindo-as nos mapas de
referéncia.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Selecédo dos genomas de E. coli e identificacdo do repertdrio de enzimas isofuncionais

nao-homologas

Para compor nosso conjunto de dados, selecionamos apenas genomas completamente
sequenciado, disponiveis publicamente no RefSeq, um conjunto abrangente, integrado, ndo
redundante e bem anotado de sequéncias, incluindo DNA gendmico, transcritos e proteinas (34),
totalizando 637 genomas de E. coli. A completude dos genomas foi um critério aplicado na
selecdo para que ndao houvesse davidas sobre o conteido génico predito nestes genomas, bem
como limitar o nimero de genomas a serem analisados, adequando esse himero a nossa

capacidade computacional.

As informac6es sobre o tipo de isolado e perfil de patogenicidade das amostras selecionadas
foram obtidas no banco de dados PATRIC, que fornece dados integrados e ferramentas de analise
para apoiar a pesquisa biomédica em doencas bacterianas (35). Uma vez que nossa hipétese
sugere que enzimas isofuncionais ndo-homdlogas possam contribuir para os fenétipos de
patogenicidade conhecidos em E. coli, é crucial dispor de informaces sobre a origem e
caracterizacdo das amostras utilizadas no sequenciamento dos genomas selecionados. Dessa
forma, verificamos que 252 genomas pertencentes ao grupo original de 637 haviam sido isoladas
a partir de amostras humanas, dentre as quais 52 genomas apresentavam informag6es quanto seu
perfil de patogenicidade, sendo estes 0s genomas selecionados para as analises posteriores
(Tabela 2).

A Tabela 2 descreve o total de proteinas com atividade enzimatica predita, de acordo com a
classificacdo funcional que realizamos, baseada no uso de um vocabulario controlado de

ontologia génica.
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Tabela 2. Identificadores, perfis de patogenicidade, conteddo génico codificador de
proteinas, e proteinas com atividade enzimatica predita em 52 genomas de E.coli isolados de

humanos.

Genoma Strain ID Perfil de Patogenicidade n2de proteinas n2de atividades enzimaticas n2 de Sequéncias enzimaticas
GCF_001721125.1 FORC_028 EHEC 5353 942 1874
GCF_001750845.1 FORC_031 EHEC 5033 921 1791
GCF_001890205.1 0157:H7 155 EHEC 5029 933 1817
GCF_001890225.1 0157:H7 272 EHEC 5234 937 1827
GCF_001890245.1 0157:H7 472 EHEC 5228 930 1816
GCF_001890265.1 0157:H7 350 EHEC 5208 936 1816
GCF_001890325.1 0157:H7 319 EHEC 5253 938 1837
GCF_001650275.1 0157 180-PT54 EHEC 5250 935 1846
GCF_001650295.1 0157 644-PT8 EHEC 5240 937 1841
MCR-1positive | GCF_001886535.1 MRSN352231 STEC 5164 944 1827
MCR-1positive | GCF_001886555.1 | MRSN346638 STEC 5162 944 1827
MCR-1positive | GCF_001886575.1 |MRSN346355 STEC 5164 944 1827
MCR-1positive | GCF_001886755.1 ' MRSN346595 STEC 5163 944 1827
MCR-1positive | GCF_001890365.1 MRSN346647 STEC 5207 942 1850
GCF_001677515.1 08-00022 STEC 5224 952 1848
GCF_001678925.1 07 H1827/12 STEC 5103 946 1813
GCF_001682305.2 EC590 STEC 4889 918 1742
GCF_001721225.1 CFSAN004176 STEC 5142 935 1814
GCF_001860505.1 Y5 STEC 5115 947 1825
GCF_001886895.1 FORC_029 STEC 5241 945 1847
GCF_001936315.1 SLK172 STEC 5287 947 1872
GCF_001420935.1 0165:H25 2012C-4227 STEC 5082 931 1779
GCF_001644725.1 079:H7 2011C-3911 STEC 5158 947 1810
GCF_001644745.1 055:H7 2013C-4465 STEC 5259 938 1848
GCF_001865295.1 PA20 STEC 5242 936 1822
GCF_001043215.1 NCM3722 STEC 5071 935 1792
GCF_001442495.1 YD786 STEC 5130 946 1825
GCF_001455385.1 CQSwW20 STEC 4723 892 1648
GCF_001007915.1 096:H19 CFSAN029787 EIEC 5168 943 1823
MCR-1positive | GCF_001693635.1 0177:H21 EIEC 5180 944 1834
GCF_001888075.1 06:H16 FMU073332 ETEC 4992 918 1765
GCF_001469815.1 uk_P46212 ExPEC 5243 939 1885
GCF_001513635.1 112434 EXPEC 5276 936 1889
GCF_001566615.1 SaT040 EXPEC 5191 937 1871
GCF_001566635.1 G749 EXPEC 5255 936 1891
GCF_001566655.1 MVAST0167 ExPEC 4991 916 1802
GCF_001566675.1 ZH193 EXPEC 5245 938 1877
GCF_001577325.1 ZH063 EXPEC 5177 934 1859
GCF_001593565.1 111887 EXPEC 5279 939 1900
GCF_001617565.1 Ecol_732 ExPEC 5291 944 1899
GCF_001618325.1 Ecol_743 EXPEC 5251 946 1884
GCF_001618345.2 Ecol_745 EXPEC 5205 943 1858
GCF_001618365.1 Ecol_448 EXPEC 5253 945 1885
GCF_001663475.1 Eco889 ExPEC 5318 948 1903
GCF_001280325.1 SF-088 UPEC 5234 930 1880
GCF_001280345.1 SF-468 UPEC 5342 932 1901
GCF_001280385.1 SF-166 UPEC 5213 928 1879
GCF_001280405.1 SF-173 UPEC 5270 930 1888
GCF_001485455.1 ST648 UPEC 5200 939 1863
GCF_001693315.1 UPEC 26-1 UPEC 5240 927 1869
GCF_001721525.1 MS6198 UPEC 5473 961 1950
GCF_001874485.1 025b:H4 UPEC 5324 940 1902

A comparagdo das sequéncias enziméticas anotadas com os distintos grupos de enzimas
analogas preditas pelo programa AnEnPi, através de uma busca por similaridade de sequéncia,

resultou na identificacéo de aproximadamente 1.000 casos de analogia por genoma que, apés o
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refinamento desses casos eliminando atividades (e respectivas enzimas) com ECs incompletos,
bem como aplicando um limiar de similaridade baseado em um BLAST score igual ou superior a
120 (mesmo limiar utilizado na predicéo de analogos pelo AnEnPi), culminou em
aproximadamente 500 casos de analogia por genoma, compreendendo cerca de 800 sequéncias no

total. Os numeros exatos dos casos em cada genoma sdo demonstrados no Anexo 1.

Uma observacédo importante é que o agrupamento promovido pelo AnEnPi foi realizado em
2011, data da altima versao gratuita do KEGG Pathway. Mesmo com a atualiza¢éo constante
deste banco de dados, estudos anteriores conduzidos pelo nosso grupo demonstraram que as
atualiza¢des ndo alteraram de forma significativa os grupos de enzimas analogas formados pelo
AnENPI (46)(53).

4.2 Validacado dos casos de analogia por enovelamento estrutural e composicao

dominios funcionais

As instancias de analogia preditas foram validadas com base em informacg6es sobre tipo e
origem evolutiva do enovelamento proteico (49) e composi¢do de dominios funcionais (50) das
sequéncias envolvidas, usadas para discriminar enzimas homdlogas (mesmo enovelamento e
composic¢do de dominios) de ndo-homdlogos (distintos enovelamentos e composi¢do de
dominios). Apos a validacdo, o nimero total de atividades enzimaticas e enzimas isofuncionais
ndo-homologas preditas corresponde respectivamente a 452 atividades enzimaticas e 1307

enzimas.

4.3 Perfil filogenético de atividades enzimaticas e enzimas isofuncionais néo-

homologas entre as cepas de E. coli.

O repertorio de enzimas isofuncionais ndo-homologas identificadas e validadas, bem como
das atividades enziméticas desempenhadas por elas, foram analisados em busca de correlaces
(presenca) e anticorrelacdes (auséncia) existentes entre estas enzimas/atividades e os distintos
grupos patogénicos de E. coli, definidos como presenca ou auséncia em pelo menos 95% dos
organismos pertencentes ao mesmo grupo patogénico. Dessa forma, 71 atividades enzimaticas,

representadas por 131 enzimas analogas, foram selecionadas para as analises subsequentes,
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conforme apresentadas nas Tabelas 3 e 4 (correlacdes e anticorrelagdes envolvendo atividades
enzimaticas) e nas Tabelas 5 e 6 (correlacdes e anticorrelagdes envolvendo enzimas isofuncionais
ndo-homologas) a seguir, e complementadas com informac6es contidas no banco de dados

KEGG, para melhor descricédo de funcéo exercida e vias metabdlicas, apresentadas no Anexo 2.

Tabela 3. CorrelagBes observadas a partir da presenca de atividades enziméticas em pelo

menos 95% dos organismos pertencentes ao mesmo grupo patogénico.

220 Arginine biosynthesis

Amino acid metabolism . . SSF51278 Urease, beta subunit
230 N n Purine metabolism .
Nucleotide metabolism . . SSF51338 Urease alpha-subunit
3.5.15 urease EHEC 791 L N . Atrazine degradation
1100 Xenobiotics biodegradation and Metabolic pathways SSF51556  Metal-dependent hydrolase
metabolism SSF54111 Urease, gamma subunit
1120 ' Microbial metabolism 8 wount
EHEC Glutamine synthetase
6.3.1.11 lutamate—putrescine ligase EIEC 330 Amino acid metabolism Arginine and proline metabolism SSF54368 Glutamine
B 8 P 8 eTeC 1100 Metabolic pathways SSF55931  synthetase/guanido kinase,
catalytic domain
Concanavalin A-like
EHEC 52 Galactose metabolism SSFa9899 lectin/glucanase domain
3.2.1.26 B-fructofuranosidase EIEC 500 Carbohydrate metabolism Starch and sucrose metabolism SSF75005 Glycosyl hydrolase, five-
EXPEC 1100 Metabolic pathways bladed beta-propellor
domain
EHEC 627 Xenobiotics biodegradation and Aminobenzoate degradation SSF143968
4.1.1.61 4-hydi b it EIEC
varoxybenzoate EXPEC 1120 metabolism Microbial metabolism in diverse environments  SSF50475
Lactate
. EHEC . . SSF51735  dehydrogenase/glycoside
.2.1.122 | -6'-phosph | C i} | h |
3, maltose-6-phosphate glucosidase ETEC 500 arbohydrate metabolism Starch and sucrose metabolism SSF56327 hydrolase, family 4
NAD(P)-binding domain
260 Glycine, serine and threonine metabolism
50 Tyrosine metabolism
60 Amino acid metabolism Phenylalanine metabolism Copper amine oxidase
410 Metabolism of other amino acids beta-Alanine metabolism SSF49998 chtaI tic domain '
14321 primary-amine oxidase EIEC 550 Carbohydrate metabolism Isoquinoline alkaloid biosynthesis SSF54416 Co er:mine oxidase
Biosynthesis of other secondary Tropane, piperidine and pyridine alkaloid SSF55383 PP N ) A
960 . ) | Copper amine oxidase-like
1100 metabolites biosynthesis
Metabolic pathways
1110 " . :
Biosynthesis of secondary metabolites
Glycoside hydrolase family
38
EIEC SSF74650 Glycoside hydrolase
32124 a-mannosidase ETEC 511 Glycan biosynthesis and metabolism Other glycan degradation SSF88688 families 57/38
ExPEC SSF88713 Glycoside
hydrolase/deacetylase,
beta/alpha-barrel
EIEC 630 Glyoxylate and dicarboxylate metabolism SSF54862 . . .
. h FAD-linked oxidase-like
1.1.99.14 glycolate dehydrogenase EXPEC 1100 Carbohydrate metabolism Metabolic pathways SSF55103 FAD type PCMH-like
uPEC 1120 Microbial metabolism SSF56176 VP
6-phosphogl it
40 Pentose and glucuronate interconversions Phosphog ucon.a €
- . ) SSF48179 dehydrogenase-like
1.1.1.11 D-arabinitol 4-dehydrogenase ETEC 51 Carbohydrate metabolism Fructose and mannose metabolism N .
N SSF51735 NAD(P)-binding domain
1100 Metabolic pathways "
superfamily
P-loop containing
. . nucleoside triphosphate
860 . . . Porphyrin and chlorophyll metabolism SSF52540
6.6.1.2 cobaltochelatase ETEC Metabolism of cofactors and vitamins . hydrolase
1100 Metabolic pathways SSF53300 N .
von Willebrand factor A-like
domain superfamily
arbohydrate-binding
ETEC SSF51055 dul rfamily 5/12
32114 chitinase 520 Carbohydrate metabolism Amino sugar and nucleotide sugar metabolism module s.upe amily 5/
ExPEC SSF51445 Glycoside hydrolase
superfamily
300 Lysine biosynthesis SsF53187
3.5.1.47 N-acetyldiami imel d | EXPEC 1100 Amino acid metabolism Metabolic pathways SSF55031 il exopeptidase dimerisation
1110 Biosynthesis of secondary metabolites
FAD/NAD-linked reductase,
N EXPEC . . . N SSF51905 dimerisation domain
1.18.13 ferredoxin—NAD+ reductase 7 Lipid metabolism Fatty acid degradation o
UPEC SSF55424 FAD/NAD(P)-binding
domain superfamily
40 Pentose and glucuronate interconversions SSF51735 NAD(P)-binding domain
11114 L-iditol 2-dehydrogenase STEC 51 Carbohydrate metabolism Fructose and mannose metabolism $5F50120 superfamily
1100 Metabolic pathways GroES-like superfamily
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Tabela 4. Anticorrelagfes observadas a partir da auséncia de atividades enzimaticas em pelo

menos 95% dos organismos pertencentes a0 mesmo grupo patogénico.

1.1.1.251

3525

4.2.1.39

4.2.1.90

32131

2123

3.5.4.10

5.3.3.10

1.99.11

35178

3539

5.4.99.2

6.3.1.8

35.4.1

3.2.1.48

24112

1.14.12.19

4.2.1.104

2.4.1.64

2.7.7.13

3.14.16

54.28

4.13.39

galactitol-1-phosphate 5-dehydrogenase

allantoinase

gluconate dehydratase

L-thamnonate dehydratase

B-glucuronidase

IMP cyclohydrolase

S-car

choline dehydrogenase

glutathionylspermidine amidase

allantoate deiminase

methylmalonyl-CoA mutase

glutathionylspermidine synthase

cytosine deaminase

sucrose a-glucosidase

cellulose synthase (UDP-forming)

3-phenylpropanoate dioxygenase

cyanase

a,a-trehalose phosphorylase

guanyl

cyclic-nucleotide 2-phosphodiesterase

phosphomannomutase

4-hydroxy-2-oxovalerate aldolase

EHEC
ETEC

EHEC
ETEC

EHEC
STEC

EHEC
STEC

EHEC
UPEC

EIEC

EIEC

EIEC

ETEC

ETEC

ETEC

ETEC

ETEC

ETEC
STEC

STEC

UPEC

ExPEC

ExPEC
UPEC

ExPEC
UPEC

STEC

STEC

STEC

STEC

UPEC

52
1100

230
1100
1120

30
1100
1120

1120

40

531
860

983
1100

230
67
1100
1110
1130
230
1100
1110
1130
350
1120
260
110

=}

&
8

1100

360
1120

51

1100
1110
230
240

51
520
1100
1110

1120

Galactose metabolism

pathways

Purine metabolism

ic pathways
Microbial metabolism in diverse environments
Pentose phosphate pathway

Carbohydrate metabolism

Carbohydrate metabolism
Glycan biosynthesis and
metabolism
Metabolism of cofactors
and vitamins
Biosynthesis of other
secondary metabolites
Xenobiotics
biodegradation and
metabolism

Nucleotide metabolism

Metabolism of cofactors
and vitamins

Nucleotide metabolism

Amino acid metabolism
Amino acid metabolism

Metabolism of other
amino acids

Nucleotide metabolism
Amino acid metabolism

Carbohydrate metabolism
Energy metabolism

ic pathways

Microbial metabolism in diverse environments
Fructose and mannose metabolism

Microbial metabolism in diverse environments

Pentose and glucuronate interconversions
Starch and sucrose metabolism
Glycosaminoglycan degradation

Porphyrin and chlorophyll metabolism
Flavone and flavonol biosynthesis
Drug metabolism - other enzymes

Metabolic pathways

Purine metabolism
One carbon pool by folate
Metabolic pathways
Biosynthesis of secondary metabolites
Biosynthesis of antibiotics
Purine metabolism
Metabolic pathways
Biosynthesis of secondary metabolites
Biosynthesis of antibiotics
Tyrosine metabolism
Microbial metabolism in diverse environments
Glycine, serine and threonine metabolism
Metabolic pathways

Metabolic pathways

Purine metabolism
Microbial metabolism in diverse environments
Valine, leucine and isoleucine degradation
Glyoxylate and dicarboxylate metabolism
Propanoate metabolism
Carbon fixation pathways in prokaryotes
Metabolic pathways
Microbial metabolism in diverse environments

Glutathione metabolism

Nucleotide metabolism
Amino acid metabolism

Carbohydrate metabolism

Carbohydrate metabolism

Amino acid metabolism

Energy metabolism

Carbohydrate metabolism

Carbohydrate metabolism

Nucleotide metabolism

ic pathways

Pyrimidine metabolism
Arginine and proline metabolism
Metabolic pathways

Starch and sucrose metabolism
Metabolic pathways

Starch and sucrose metabolism
Metabolic pathways

Phenylalanine metabolism
Microbial metabolism in diverse environments

Nitrogen metabolism

Starch and sucrose metabolism

Fructose and mannose metabolism
Amino sugar and nucleotide sugar metabolism
Metabolic pathways
Biosynthesis of secondary metabolites
Purine metabolism
Pyrimidine metabolism

Fructose and mannose metabolism
Amino sugar and nucleotide sugar metabolism

Amino acid metabolism
Xenobiotics
biodegradation and
metabolism
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ic pathways
Biosynthesis of secondary metabolites

Phenylalanine metabolism
Benzoate degradation
Dioxin degradation
Xylene degradation
Metabolic pathways
Microbial metabolism in diverse environments

NAD(P)-binding domain
superfamily
GroEs-like superfamily

SSF50129
SSF51735

SSF51338  Metal-dependent hydrolase
SSF51556  Metal-dependent hydrolase

SSF51604  Enolase-like, C-terminal
SSF54826  Enolase-like, N-terminal
SSF51604 Enolase-like
SSF54826 Enolase-like
Galactose-binding-like
SSF49303 Glycoside hydrolase
SSF49785 superfamily
SSF51445 Beta-

Galactosidase/glucuronidase

SSF52335  Methylglyoxal synthase-like
SSF53927  Cytidine deaminase-like

SSF52335  Methylglyoxal synthase-like

SSF53927  Cytidine deaminase-like
SSFS533L )
eFaso TaUTOMerase/MIF superfamily
SSF51905
SSF54373
SSFS2440 Papain-like cysteine peptidase
SSF L pPre-ATPL-yras dngin
SSFS6059 erasp
SSF53187 I
Saresgn, el exopeptidase dimerisation d
ST v, o
. ,
SSFS2242 |~ obalamin-binding domain
SSF52440

Papain-like cysteine peptidase

SSFSA00L o ATP-grasp domain

SSF56059

SSF51338  Metal-dependent hydrolase
SSF51556  Metal-dependent hydrolase

Concanavalin A-like

SSF49899 lectin/glucanase
SSF75005  Glycosyl hydrolase, five-
bladed beta-propellor
SSF141371 .
SSF53448
sssoozz Fieske [ZFZL)Z:‘]H::)n-su\phur
SSF54427 " " "
ssrasogr NTFZlike domain superfamily
SSF47413 Lambd:-‘:;;eszm-we‘ DNA-
SSF55234 ! 8 domain "
Cyanate lyase, C-terminal
Six-hairpin glycosidase
SSF48208 superfamily
SSF74650  Galactose mutarotase-like
domain
SR | o
SSF53448 ProSPRo-sug
transferases
SSF55816 , . .
SSF56300 5-Nucleotidase, C-terminal

Alpha-D-phosphohexomutase
Alpha-D-phosphohexomutase,
C-terminal

SSF53738
SSF55957

SSF51569
SSF89000



Tabela 5. CorrelagOes observadas a partir da presenca de enzimas isofuncionais néo-
homdlogas em pelo menos 95% dos organismos pertencentes a0 mesmo grupo patogénico.

232 Biosynthesis of other Caffeine metabolism

633 . Nitrotoluene degradation
983 secondary metabolites Drug metabolism - other enzymes
23.15 arylamine N-acetyltransferase EHEC Xenobiotics & . Y SSF47598 Ribbon-helix-helix
1100 . . Metabolic pathways
biodegradation and . . .
1110 taboli Biosynthesis of secondary metabolites
1120 metabotism Microbial ism in diverse
- 230 Purine metabolism ssrag7gs \Vinged helix DNA-binding domain
2.7.7.6 DNA-directed RNA polymerase ETEC 240 Nucleotide metabolism Pyrimidine metabolism SSF52540 P-loop containing nucleoside
1100 Metabolic pathways triphosphate hydrolase
EIEC 311 Biosynthesis of other Penicillin and cephalosporin biosynthesis
3.5.2.6 -lact: SSF81901 -
P-lactamase ETEC 1130 secondary metabolites Biosynthesis of antibiotics
EIEC
3.2.1.86 6-phospho-pB-glucosidase ETEC 10 Carbohydrate metabolism Glycolysis / Gluconeogenesis SSF51445 Glycoside hydrolase
EXPEC
230 Purine metabolism
2777 NA-directed DNA polymerase ETEC 240 Nucleotide metabolism Pyrimidine metabolism SSF52141 Uracil-DNA glycosylase-like
1100 Metabolic pathways
230 Purine metabolism
340 Nucleotide metabolism Histidine metabolism
3.6.13 d inetriphosphat: ETEC SSF52833 -
adenosinetripnosphiatase 1100 Amino acid metabolism Metabolic pathways
1110 i is of secondary bol
232 . " Caffeine metabolism
Biosynthesis of other " .
633 . Nitrotoluene degradation
ETEC 983 secondary metabolites Drug metabolism - other enzymes
2.3.15 arylamine N-acetyltransferase Xenobiotics 8 " v SSF47598 Ribbon-helix-helix
EXPEC 1100 . . Metabolic pathways
biodegradation and " . .
1110 metabolism Biosynthesis of secondary metabolites
1120 Microbial bolism in diverse
ETEC 230 Purine metabolism
117.14 xanthine dehydrogenase UPEC 1100 Nucleotide metabolism Metabolic pathways SSF53187 -
1120 Microbial ism in diverse
2.7.1.15 ribokinase EXPEC 30 Carbohydrate metabolism Pentose phosphate pathway SSF46785 Winged helix DNA-binding domain
52 Galactose metabolism
511 Carbohydrate metabolism Other glycan degradation
" 531 Glycan biosynthesis and Glycosaminoglycan degradation
32123 -galactosid EXPEC SSF51197 -
B-galactosidase X 600 metabolism Sphingolipid metabolism
604 Lipid metabolism Glycosphingolipid biosynthesis - ganglio series
1100 Metabolic pathways
230 Purine metabolism
340 Nucleotid taboli: Histidi taboli:
3613 adenosinetriphosphatase EXPEC uceotice metahotism sticine metabotism SSF158682 TerB-like
1100 Amino acid metabolism Metabolic pathways
1110 i is of secondary
400 Phenylalanine, tyrosine and tryptophan biosynthesis
X EXPEC 1100 X . . Metabolic pathways
5.4.99.5 chorismate mutase UPEC 1120 Amino acid metabolism " hesis of secondary Lo SSF56322 ADC synthase
1130 Biosynthesis of antibiotics
510 Glycan biosynthesis and Amino sugar and nucleotide sugar metabolism
2.3.1.157 ine-1 N-acety a: STEC 1100 v v ) Metabolic pathways SSF117856 -
metabolism " N P
1130 Biosynthesis of antibiotics
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Tabela 6. Anticorrelacfes observadas a partir da auséncia de enzimas isofuncionais néo-
homdlogas em pelo menos 95% dos organismos pertencentes ao mesmo grupo patogénico.

232 Caffeine metabolism
Biosynthesis of other
633 Nitrotoluene degradation
EHEC 983 secondary metabolites Drug metabolism - other enzymes
2315 arylamine N-acetyltransferase STEC 1100 Xenobiotics biodegradation Metabolic pathways SSF54001  Papain-like cysteine peptidase superfamily
and metabolism .
1110 Biosynthesis of secondary metabolites
1120 Microbial metabolism in diverse environments
270 Cysteine and methionine metabolism
920 Sulfur metabolism
EHEC Ar d taboli
25.1.47 cysteine synthase 1100 mino acid metabolism Metabolic pathways SSF53383 yridoxal phosphate-dependent transferase
sTEC Energy metabolism
1110 Biosynthesis of secondary metabolites
1130 Biosynthesis of antibiotics
exec “o | Amimosidmetaioiom Nereammasimentorm
3511 asparaginase Metabolism of other amino ¥ SSF56235  Nucleophile aminohydrolases, N-terminal
STEC 1100 e Metabolic pathways
1110 Biosynthesis of secondary metabolites.
EHEC W Pentose and glucuronate interconversions, SSF51604
4218 te dehydrat Carbohydrate metabol Enolase- ik
mannonate dehydratase e 110 arbohydrate metabolism Notabate maare potbinest nolase-like
30 Pentose phosphate pathway
51 Fructose and mannose metabolism
) ‘ . 710 Carbohydrate metaboli Carbon fixation in photosynthetic organisms ‘ »
5316 ribose-5-phosphate isomerase 1100 Metabolic pathways SSF89623  sugar-phosphate isomerase, RpiB/LacA/Lact
STEC Energy metabolism
1110 Biosynthesis of secondary metabolites.
1120 Microbial metabolism in diverse environments
130 Biosynthesis of antibiotics
10 Glycolysis / Gluconeogenesis
40 Pentose and glucuronate interconversions
53 Ascorbate and aldarate metabolism
7 Fatty acid degradation
e, leuame o !
2O drate metabolism Valine, leucine and isoleucine degradation
310 ) Lysine degradation
Lipid metabolism
330 Lipid m Arginine and proline metabolism
Amino acid metabolism N . N
310 Histidine metabolism
s Metabolismof other amino e o
1213 aldehyde dehydrogenase (NAD+) EIEC acids nveton SSF54637 HotDog domain
410 Xenobiotics biodegradation beta-Alanine metabolism
562 € Glycerolipid metabolism

and metabolism
620 Pyruvate metabolism

Metabolism of terpenoids
> Chloroalkane and chloroalkene degradation

903 and polyketides Limonene and pinene degradation
1100 Metabolic pathways
110 Biosynthesis of secondary metabolites
1120 Microbial metabolism in diverse environments
1130 Biosynthesis of antibiotics
S5F140490
190 Oxidative phosphorylation SSF142019
1.6.99.3 NADH dehydi EIEC Er taboli -
ehvdrogenase 1100 nerey metabolism Metabolic pathways 557142984
SSF52833
80  Metabolism of cofactors and Porphyrin and chlorophyll metabol
25117 corrinoid adenosyltransferase ElEC ‘etabolism of cofactors an orphyrin and chlorophyll metabolism SSFS52540  »p containing nucleoside triphosphate hydrc
1100 vitamins Metabolic pathways
230 Purine metabolism
) 210 Nucleotide metabolism ~ pyrimidine metabolism sspsssts Nudeotidase
3135 nucleotidase £IEC 760 Metabolism of cofactors and Nicotinate and nicotinamide metabolism pitbboins
1100 vitamins Metabolic pathways
110 Biosynthesis of secondary metabolites
53113 binose-5-phosphat EIEC 40 Glycan b and i i SSF54631
o arabinose-5-phosphate fsomerase 1100 metabolism Metabolic pathways
10 Glycolysis / Gluconeogenesis
10 Pentose and glucuronate interconversions
561 Carbohydrate metabolism Glycerolipid metabolism
920 Lipid metabolism Caprolactam degradation
1112 alcohol dehydrogenase (NADP+) ETEC 1100 Xenobiotics biodegradation Metabolic pathways SSF51430 NADP-dependent oxidoreductase domain
110 and metabolism Biosynthesis of secondary metabolites
1120 Microbial metabolism in diverse environments
1130 Biosynthesis of antibiotics
260 Glycine, serine and threonine metabolism SSF51905  FAD/NAD(P)-binding domain superfamily
1218 bet: -aldehyde dehydi ETEC Ar id metaboli
etaine-aldehyde dehydrogenase o mino acid metabolism Merabole ptuags posbnted
Nucl boli:
20 Me:‘ﬂ:ﬁ::z;":::ﬁ:’a:":m Pyrimidine metabolism
1311 dihydropyrimidine dehydrogenase (NADY) ETEC a0 acids beta-Alanine metabolism sere1%s
31 ydropyr 'ydrog 770 Pantothenate and CoA biosynthesis SSF54862
Metabolism of cofactors and
1100 Metabolic pathways
vitamins
240 Pyrimidine metabol
1352 dihydroorotate dehydrogenase (quinone) ETEC Nucleotide metabolism yrmidine metabolism SSF54862 -
1100 Metabolic pathways
S64 Glycerophospholipid metabolism
31327 phosphatidylglycerophosphatase ETEC 100 Lipid metabolism Mietabolc pathways SSF56784. HAD-like superfamily
ETEC
- 561 . Gl lipid metaboli:
31123 acylglycerol lipase STEC Lipid metabolism 'yeerolipid metabolism SSF53335  osyl-L-methionine-dependent methyltrans
1100 Metabolic pathways
ExPEC
s61 Glycerolipid metabolism
680 Lipid metabolism Methane metabolism
27129 glycerone kinase EXPEC 1100 Energy metabollsm Metabolc pathvars SSF82549 -
1120 Microbial metabolism in diverse environments
ExPEC 730 Metabolism of cofactors and Thiamine metabolism
2513 thiamine phosphate synthase UPEC 1100 vitamins Metabolic pathways SSF53613 Ribokinase-like
520 Amino sugar and nucleotide sugar metabolism
27723 UDP-N-acetylglucosamine diphosphorylase STEC 1100 Carbohydrate metabolism Metabolic pathways SSF117856 -
1130 Biosynthesis of antibiotics
20 Purine metabolism SSFSs816
3.13.6 nucleotidase STEC 210 Nucleotide metabolism Pyrimidine metabolism SSF56300 Nucleotidase, C-terminal domain
51 Fructose and mannose metabolism
520 ) Ami d nucleotid taboli )
5318 mannose-6-phosphate isomerase STEC Carbohydrate metabolism mine sugarand nucieotias sugarmetabolism SSF53448  Nucleotide-diphospho-sugar transferases
1100 Metabolic pathways
1110 Biosynthesis of secondary metabolites
360 Phenylalanine metabolism
362 Benzoate degradation
620 Amino acid metabolism Pyruvate metabolism
621 Xenobiotics biodegradation Dioxin degradation SSF51735
It hy i P N P)-1 i i rfamily
12110 acetaldehyde dehydrogenase (acetylating) upeC o et Xotone desradntion Pyt AD(P)-binding domain superfamily
650 Carbohydrate metabolism Butanoate metabolism
1100 Metabolic pathways
120 Microbial metabolism in diverse environments

22



4.4 Distribuicdo dos genes codificadores de enzimas isofuncionais ndo-homadlogas nas

diferentes se¢bes do pangenoma de E. coli.

Os genes pertencentes ao genoma core sdo compartilhados entre todas as cepas dentro de uma
espeécie, e estdo associados a aspectos basicos da biologia e aos principais tracos fenotipicos do
organismo; estes genes sao compreendidos pelos subgrupos core e soft-core, obtidos atraves da
interpretacdo dos resultados do OMA. Os genes pertencentes a0 genoma acessorio compreendem
0s subgrupos cloud e shell, e contribuem para a diversidade observada nas amostras desta
espécie, por exemplo codificando atividades enzimaticas de vias bioquimicas suplementares,
realizando func¢des ndo esséncias para o crescimento, mas que conferem vantagens seletivas,
como a adaptacéo a diferentes nichos, resisténcia a antibiéticos ou coloniza¢do de um novo
hospedeiro. Ha ainda genes taxonomicamente restritos, ou seja, genes exclusivos de uma
determinada linhagem ou cepa. Os critérios aplicados para a determinacao do pangenoma de E.
coli, definindo operacionalmente os distintos grupos foi a seguinte: core: genes presentes em
todos os genomas; soft-core: genes compartilhados por > 95% dos genomas; cloud: genes
encontrados em < 5% das cepas; shell: demais genes, linhagem-especificos (54).

Uma parte consideravel do genoma de E. coli foi supostamente obtida através de ganho
génico por transferéncia horizontal, um dos principais meios de diversificacdo nesta espécie e
inimeras outras, geralmente conferindo vantagens adaptativas para o hospedeiro (55). A
distribuicdo das enzimas analogas nas diferentes secdes do pangenoma de E. coli mostrou que,
entre as 131 enzimas isofuncionais ndo-homélogas, representantes de 71 atividades enzimaticas,
81 destas enzimas, totalizando 45 atividades, pertencem ao genoma acessorio, as quais
selecionamos para as analises posteriores (Tabela 6).
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Tabela 7. Enzimas analogas pertencentes ao genoma acessorio

legenda:

verde escuro: indica presenca de determinada atividade enzimatice

vermelho escuro: indica auséncia de determinada atividade enzimé
verde claro: Indica presenca de determinada forma analoga indica

vermelho claro: Indica auséncia de determinada forma anéloga inc

1.1.1.11 ETEC

1542 shell
2820
1.1.1.14 STEC 2855 shell
1.1.1.2 ETEC 4094 core
ETEC
1.17.1.4 UPEC SSF53187 1036 core
ExPEC
11813 UPEC 2181 shell
1.2.1.10 UPEC 2610 core
1.2.1.3 EIEC 598 shell
1.2.1.8 ETEC
872 core
1.3.1.1 ETEC
1964 core
1.3.5.2 ETEC 1964 core
1.4.3.21 EIEC
425 shell
1.6.99.3 EIEC
1672 core
1.99.1.1 ETEC
2123 EIEC 1068 core
2.3.1.157 STEC SSF117856 7052 shell
23.1.5 EHEC SSF47598 shell
EHEC
2.3.15 ETEC SSF47598
EXPEC . .
EHEC
23.15 STEC 3917 shell
2.4.1.64 STEC 459 shell
2.5.1.17 EIEC 5727 core
ExPEC
2513 UPEC 4317 core
EHEC
2.5.1.47
STEC 2740 shell
2042
2.7.1.15 EXPEC SSF46785 5159 shell
2.7.1.29 ExXPEC 2768 core
2.7.7.13 STEC 1375 shell
2.7.7.23 STEC 7052 shell
EIEC SSF46785
2.7.7.6 ETEC SSF52540 854 shell
2.7.7.7 ETEC SSF52141 123 shell
ETEC
3.1.1.23 STEC
EXPEC 833 shell
3.1.3.27 ETEC 5388 core
3.1.3.5 EIEC
962 core
3.1.3.6 STEC
673 core
3.1.4.16 STEC
673 core
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3.2.1.122

3.2.1.14

3.2.1.23

3.2.1.24

3.2.1.26

3.2.1.31

3.2.1.48

3.2.1.86

3511

3.5.1.47

3.5.1.78

3.5.2.5

3.5.2.6

3.53.9

3.5.4.1

3.5.4.10

3.6.1.3
3.6.1.3

4.1.1.61

4.1.3.39

4.2.1.104

4.2.1.39

4.2.1.8

4.2.1.90
5.3.1.13
5.3.1.6
5.3.1.8

5.3.3.10

5.4.99.2

5.4.99.5

6.3.1.11

6.3.1.8

6.6.1.2

EHEC
ETEC
ETEC
ExPEC
ExPEC
EIEC
ETEC
ExPEC
EHEC
EIEC
ExPEC

EHEC
UPEC

ETEC
STEC
UPEC
EIEC
ETEC
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4.5 Mapeamento das atividades enzimaticas e das enzimas isofuncionais ndo-homologas

em vias bioquimicas de referéncia de E. coli.

O mapeamento das enzimas isofuncionais ndo-homologas mostrou a participacao destas
enzimas em vias bioquimicas relevantes, totalizando 32 vias nas quais observamos correlacées, e
34 vias nas quais observamos anticorrelagfes. Algumas vias essenciais e a atuacdo destas
atividades e respectivas enzimas analogas serao discutidas a seguir, atraves dos mapas
metabolicos de referéncia do KEGG. Em todos os mapas a cor rosa indica uma atividade
enzimatica ou uma enzima isofuncional ndo-homologa correlacionada ou anticorrelacionada a um
ou mais perfis de patogenicidade. A cor verde destaca as atividades enzimaticas presentes no
metabolismo de E.coli. As demais atividades representam enzimas que podem catalisar reacdes

na via metabolica analisada, porém em organismos diferentes de E.coli.

Na via da interconversdo de pentose e glucuronato encontramos uma atividade enzimatica e
uma enzima isofuncional ndo-homologa anticorrelacionadas ao perfil EHEC: a B-guluronidase
(EC 3.2.1.31), codificada pelo gene uidA em bactérias, ausente nos demais perfis de
patogenicidade. Em humanos a deficiéncia dessa enzima resulta na doenca metabdlica sindrome
de Sly. O gene uidA é frequentemente utilizado como alvo de marcacdo na medicao de
coliformes fecais no ambiente. E uma, dentre as trés enzimas isofuncionais ndo-homélogas com
atividade enziméatica mannonate dehydratase (4.2.1.8), codificada pelo gene uxuA, ausente nos

demais grupos patogénicos. (Figura 2).
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Figura 2. Via da interconversdo de pentose e gluconato (map 00040) de E.coli.

Na via de degradacdo de &cidos graxos (Figura 3), via muito conservada do ponto de vista
evolutivo e que ocupa uma posi¢do central no metaboloma microbiano, identificamos a enzima
ferredoxina NAD+ reductase (EC 1.18.1.3) exclusivamente encontradas nos perfis de
patogenicidade extraintestinais EXPEC e UPEC, em plantas, essa enzima possui papel central na
fotossintese. Pouco se sabe a respeito da atuacdo dela nas bactérias, mas trata-se de cadeias

anaerobicas de transporte de elétrons, sendo estruturas bem conservadas (56).
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Figura 3. Via de degradacéo de acidos graxos (map 00071) de E.coli.

Foi identificada a auséncia de uma forma analoga da enzima ribose-5-fosfato isomerase
(EC 5.3.1.6), exclusivamente nos perfis de patogenicidade EHEC e STEC. Esta enzima faz
parte do ciclo da pentose fosfato (Figura 4), presente na via ndo oxidativa, cujo resultado é a

producéo de intermedidrios utilizados na via glicolitica (57).
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Figura 4. Via pentose fosfato (map 00030) de E.coli.

Na via de degradacéo das purinas (Figura 5), identificamos a auséncia da enzima
alantoinase (EC 3.5.2.5), exclusivamente nos perfis de patogenicidade EHEC e ETEC, codificada
pelo gene allB, que ao estar presente juntamente com o gene HyuA, sugere fortemente que as

ureidas ciclicas podem ser utilizadas como fonte de nutrientes em E.coli (58).
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Figura 5. Via do metabolismo das purinas (map 00230) de E. coli.

No metabolismo da glicina, serina e treonina (Figura 6), identificamos a presenca da
enzima amina oxidase (EC 1.4.3.21) exclusivamente nas cepas com perfil de patogenicidade
EIEC. Esta enzima catalisa a desaminacdo oxidativa de aminas aromaticas em aldeidos por meio
de um mecanismo bem estabelecido, sendo codificada pelo gene tynA. Acredita-se ser usado em
condic¢Bes ambientais rigorosas em que ECAO pode, devido a sua producdo de perdxido de

hidrogénio, fornecendo uma vantagem de crescimento sobre outras bactérias que sdo incapazes
de controlar altos niveis deste oxidante (59).
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Figura 6. Via de metabolismo da glicina, serina e treonina (map 00260) de E.coli.

Na via de metabolismo de amino acucar e nucleotideos (Figura 7), identificamos a
presenca da enzima chitinase (EC 3.2.1.14), somente nos perfis de patogenicidade ETEC e
EXPEC. Catalisando a transformagéo da chitina em chitobiose e N-acetyl-glucosamine, essa
enzima desempenha fungdes em uma variedade de processos, como parasitismo, nutrigéo,

mecanismo de defesa e morfogénese (60).
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Figura 7. Via de metabolismo de amino agucar e nucleotideos (map 00520) de E.coli.

Na via de metabolismo da fenilalanina (Figura 8), mais especificamente na degradacgéo de
trans-cinamato, foi identificada a auséncia de duas enzimas, a 3-phenylpropanoate dioxygenase
(EC 1.14.12.19) nos perfis de patogenicidade extraintestinais EXPEC e UPEC e a 3-(3-hydroxy-
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phenyl) propionate hydroxylase (EC 1.14.13.127). Estudos realizados por outros grupos ja
mostraram a relagdo da 3-phenylpropanoate dioxygenase com a resposta ao stress oxidativo (61).
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5 CONCLUSAO

Foram analisados 52 genomas de E. coli completamente sequenciados, nos quais
investigamos o repertorio de enzimas analogas presentes em cada um deles e se essas enzimas
contribuiam para a diversidade da gama de cepas potencialmente patogénicas deste organismo e
se podiam estar associadas aos fenétipos de patogenicidade conhecidos nesta espécie.

Mais de 1.000 proteinas com atividade enzimatica foram identificadas em cada genoma, que
apos uma etapa de validacéo, contavam aproximadamente 500 casos de analogia por genoma.
Com as etapas de validagéo subsequentes, quanto ao tipo e origem evolutiva no enovelamento
proteico e composi¢do de déminos funcionais, foram avaliadas os tipos de varia¢fes encontradas
na comparacao destes genomas e definimos quatro possiveis variacdes relevantes: (i) correlacédo
da presenca da atividade enzimatica em determinado perfil de patogenicidade; (ii) anticorrelacdo
da auséncia da atividade enziméatica em determinado perfil de patogenicidade; (iii) correlacdo do
namero de formas enziméticas em determinado perfil de patogenicidade; (iv) anticorrelagdo do
numero de formas enzimaticas em determinado perfil de patogenicidade. Com isso, destacamos
71 atividades enzimaticas onde pudemos detectar alguma relevancia para uma ou mais variacdes
destacadas acima.

Dessas 71 atividades enzimaticas, 45 delas estdo presentes no genoma acessorio, a analise
dessa sessdo do pangenoma é interessante por estar envolvida em um dos principais meios de
diversificacdo da espécie E. coli, a transferéncia horizontal de genes. Portanto, essas enzimas
foram continuadas em nossas analises. O mapeamento dessas enzimas culminou em vias de
grande relevancia para o sistema como um todo, foram encontradas vias fundamentais, como a
via de degradacédo de acidos graxos, via pentose fosfato, via de degradacdo das purinas, dentre
outras.

A presenca da enzima ferroxina NAD+ reductase (EC 1.18.1.3) nos perfis de
patogenicidade de E.coli responsaveis por doencas em ambiente extraintestinal sugere uma forte
ligacdo entre esta enzima e o perfil de patogenicidade associado, atua na via de degradacgéo de
acidos graxos e pode ser um potencial alvo terapéutico, visto que, ocupa posi¢édo central no

metaboloma microbiano (56). A presenga da enzima amina ocidase (EC 1.4.3.21) pode conferir
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vantagens de crescimento de E. coli EIEC sobre outras bactérias, por possuir um mecanismo de
desaminagdo oxidativa, tornando-a capaz de controlar altos niveis deste antioxidante (59).

Alguns dos casos identificados também geram um interessante ponto para estudos
posteriores, como por exemplo, a auséncia da enzima 3-phenylpropanoate dioxygenase (EC
1.14.12.19) nos perfis extraintestinas de E. coli, porém a reacdo catalisada pela enzima também
pode ser realizada de forma muito similar, inclusive utilizando mesmo substrato, pela 3-(3-
hydroxy-phenyl) propionate hydroxylase (EC 1.14.13.127), ambas relacionadas a resposta ao
stress oxidativo (61). Pelo fato de as duas enzimas catalisarem reacdes muito similares, qual
etapa evolucionaria pode estar relacionada as duas enzimas, e quais suas semelhangas, séo
possiveis pontos a serem abordados futuramente.

As enzimas isofuncionais ndo-homologas identificas em E. coli, se revelaram como
potenciais alvos para estudos posteriores, seja para potenciais alvos terapéuticos, a importancia
dessas enzimas nas vias metabdlicas, dentre outros. Incluindo a relagcdo mais aprofundada de
como essas enzimas podem interferir em cada perfil de patogenicidade em que estdo associadas e

sobre quais condicdes.
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