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RESUMO

Estudo dos antiporters Na'/H* NhaC e NhaE de Neisseria meningitidis

Marco André Moras Videira

Os antiporters Na'/H* sdo proteinas membranares, encontradas em todos os
reinos e envolvidas na homeostasia do Na' e do pH. Dois antiporters Na'/H",
denominados NmNhaC e NmNhaE foram identificados no genoma da bactéria
patogénica, Neisseria meningitidis, e estudados através da sua expressdo heteréloga
numa estirpe de E. coli deficiente em antiporters Na'/H", a estirpe E. coli KNabc. Os
antiporters Na'/H" de N. meningitidis, foram capazes de conferir resisténcia ao Na', a
esta estirpe, sugerindo que os dois possam contribuir para a homeostasia do Na* e pH. O
NmNhaE é também capaz de transportar Li*, e parece ser o principal antiporter Na*/H*
a contribuir para este papel em N. meningitidis. O NmNhaE tem atividade de antiporter
Na'/H" entre valores de pH 6.5 a 9, e a atividade Na*(Li*)/H" 6tima é observada a pH 7.
Além disso, verificou-se que o NmNhaE tem maior afinidade para o Na*. Com o
objetivo de encontrar residuos importantes na funcdo e estrutura do NmNhaE, dez
residuos de aminoacidos foram selecionados apartir de comparac6es de alinhamentos
entre sequéncias de aminodacidos, e também através de estudos anteriores de mutagénese
dirigida noutros antiporters Na'/H", tendo as mutages pontuais sido intruzidas no gene
nhaE, resultando nas muta¢Ges E91Q, H161L, G174S, D182N, H201L, V258T, H272L,
H356L, H361L e G413S. Quando a expressdo dos mutantes foi induzida em E. coli
KNabc, todos os mutantes, com excecdo dos mutantes G174S e H201L, foram capazes
de complementar a estirpe KNabc, permitindo que esta crescesse em meio LBK liquido
com NaCl 500 mM. Este facto sugere que as mutagdes G174S e H201L podem impedir
a atividade de antiporter Na'/H*. Nos mutantes E91Q, V258T e H361L o K
determinado a pH 7, para o Na*, é semelhante ao determinado no NhaE selvagem,
contudo 0 seu Vmax Sofreu uma descida de quase duas vezes. Além disso, a atividade
medida a pH 7 para os mutantes V258T e E91Q, e a atividade medida a 7.5 para o
mutante V258T, diminuiu relativamente ao NhaE selvagem. Este resultado juntamente
com as atividades medidas a pH 7 e 7.5, sugerem que 0s residuos E91, V258, H361
estejam envolvidos na resposta ao pH. No mutante H272L, verificou-se um aumento no
K determinado para o Na* a pH 7 para quase o dobro, enquanto 0 Viay S€ manteve
inalterado em relacdo ao NhaE selvagem. Os parametros cinéticos e as atividades
medidas a pH 7 e 7.5 sugerem que o residuo H272 pode estar envolvido no transporte
de Na* e também na resposta ao pH. Nos restantes residuos ndo se verificou atividade
de antiporter Na'/H*. Este trabalho contribuiu para uma melhor compreensio do
transporte de Na® nos antiporters Nha de N. menigitidis, nomeadamente no
funcionamento e estrutura do NhaE. No futuro, este trabalho pode fornecer informacéo
relevante quanto ao papel do Na® na infecdo e sobrevivéncia desta bactéria no
hospedeiro.

Palavras-chaves: Neisseria meningitidis; Antiporters Na*/H"; NhaE; NhaC; MutagGes
pontuais.



ABSTRACT

Study of NhaC and NhaE Na'/H" antiporters from Neisseria meningitidis

Marco André Moras Videira

Na'/H" antiporters are membrane proteins present in all kingdoms involved in
Na* and pH homeostasis. Two Na’/H" antiporters, NmNhaC and NmNhaE, from the
pathogenic bacterium, Neisseria meningitis, were identified in the genome and studied
through heterologous expression in the E. coli KNabc, a strain lacking the major Na*/H*
antiporters. N. meningitidis Na*/H" antiporters, were able to restore Na" resistance to E.
coli KNabc, suggesting that they may contribute to the Na* and pH homeostasis.
NmNnhaE is also able to transport Li* ions and appears to be the main Na*/H" antiporter
contributing to this role in N. meningitidis. The Na*/H" antiporter activity of NmNhaE
is active between pH 6.5 to 9, the optimal Na'(Li")/H" antiporter activity being observed
at pH 7. Furthermore, NmNhaE displayed higher affinity towars Na*. To address
important functional and structural residues in NmNhaE, ten amino acid residues were
selected from sequence alignments comparisions and previous studies of site directed
mutagenesis in other Na'/H" antiporters and point mutations were introduced in the
nhaE gene, resulting in E91Q, H161L, G174S, D182N, H201L, V258T, H272L,
H356L, H361L and G413S mutations. When their expression was induced, all mutants
but G174S and H201L, allowed E. coli KNabc strain it to grow in LBK with NaCl 500
mM. This suggests that mutations G174S and H201L may block the antiporter activity.
No alteration was seen regarding the K, measured for Na" at pH 7 of mutants E91Q,
V258T and H361L when compared to the NhaE wild type, however their Vpa suffered a
decrease of almost two times. In addition, the activities measured at pH 7 and 7.5
showed a decrease in V258T, while E91Q showed a decrease in activity at pH 7, when
compared with the NhaE wild type. The determined kinetic parameters and the
measured activities suggests that residues E91, V258, H361 may be involved in the pH
response. The comparision between the NhaE kinetic parameters with those of the
recombinant H272L showed almost one fold increase in the K, for Na* at pH 7, while
the Vmax Showed no difference. The kinetic parameters and the activities measured at pH
7 and pH 7.5 suggests that residue H272 may be involved in the translocation of Na*
and also in pH response. No Na'/H" antiporter activity was observed in the remaining
residues. This work contributed for a better understanding of Na® transport in N.
meningitidis Nha Na'/H" antiporters namely the function of Na'/H" antiporters and
important residues to their function. In the future, this work can provide useful
information about the role of Na® in the infection and survival of this bacterium in the
host.

Keywords: Neisseria meningitidis; Na*/H" Antiporters; NhaE; NhaC; Point mutations
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INTRODUCAO

A capacidade das células produzirem energia € vital para a sua existéncia, sendo
necessaria a presenca de mecanismos intracelulares nas células capazes de conservar
esta energia. Geralmente, obtém-se energia atraves de nutrientes que estdo disponiveis
no ambiente a volta da célula, nomeadamente o uso de compostos organicos como fonte
de carbono, a energia proveniente do sol, ou até mesmo a energia proveniente de
gradientes ionicos. A energia adquirida é empregue na sintese de macromoléculas, a
partir de percursores mais simples e poderd servir também para converter energia
quimica em gradientes de concentracdo e gradientes i0nicos, necessarios para o

metabolismo celular ou até para a motilidade da célula.

Sendo o id0 sodio (Na*) um dos mais utilizados para estabelecer gradientes de
concentracdo e ionicos, capazes de produzir energia, e considerando o seu importante
papel na fisiologia celular, bem como também na sua associacdo a viruléncia de
algumas bactérias patogénicas (Hése et al. 2001), torna-se portanto relevante o
conhecimento dos mecanismos gque envolvem o transporte deste ido nas células. Neste
caso em particular, o estudo de antiporters Na*/H" no microorganismo patogénico
Neisseria meningitidis, foi desenvolvido para uma melhor compreensdo do transporte
do ido Na*, bem como de muitos aspectos importantes na infegio e na sua sobrevivéncia

no hospedeiro.

1.1. Transporte membranar e transportadores de membrana

A membrana celular possui diversas funcdes na célula, incluindo
compartimentalizacdo, transporte, transducdo de sinal, catalise enzimatica e criacdo de
gradientes transmembranares de solutos. Uma das suas principais funcGes é a de
constituir uma barreira para 0 meio exterior, controlando a entrada e saida de algumas
moléculas e ides (Yeagle, 2001; Zaydman et al. 2012). Certas moléculas ndo polares
sdo capazes de atravessar a membrana livremente, ja outras, moléculas polares e ides,
necessitam de um transporte mais especifico, realizado através de proteinas que se
encontram associadas a membrana. Tais proteinas membranares, ao contrario das

proteinas sollveis, possuem a maioria dos aminoacidos hidrofébicos no seu interior,
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formando hélices, que se situam no interior hidrofoébico da bicamada lipidica (Yeagle,
2001). Para além da funcdo de transporte transmembranar estas proteinas possuem
também um papel importante na bioenergética e na sinalizacdo celular (Robertson et al.
2012). Os constituintes lipidicos e o efeito hidrofébico que suportam a estrutura em
bicamada lipidica da membrana celular ndo permitem a passagem de solutos, a ndo ser

por estas proteinas associadas (Yeagle, 2001).

O transporte dos solutos ocorre através de proteinas de transporte ou através de
canais ionicos, podendo também, para determinadas moléculas, ocorrer livremente pela
membrana. Desta forma, o transporte pode ser de dois tipos, passivo e ativo (Figura
1.A). O transporte passivo ocorre quando os solutos atravessam a membrana através do
seu gradiente de concentracdo, e pode ser efectuado por difusdo simples (Figura 1.A1)
ou por difusdo facilitada (Figura 1.A2). A difusdo simples ocorre quando uma molécula
pequena atravessa a membrana, a favor do seu gradiente de concentracdo, em geral
lentamente. A difusdo facilitada é dependente de uma proteina membranar, de modo
que o soluto, que ndo consegue atravessar a membrana livremente, o faca através do
auxilio da proteina. O movimento do soluto € novamente a favor do seu gradiente de
concentra¢do. Por outro lado, o transporte ativo é observado quando o soluto é
transportado atraves da membrana, desta vez contra o gradiente de concentracdo, com a
utilizacdo de energia celular (Figura 1.A3). O transporte de ides depende de dois
factores, o gradiente de concentracdo e o potencial elétrico. O transporte pode envolver
mais do que um soluto (Figura 1.B). Um transportador que apenas transporta um soluto
¢ denominado de uniporter (Figura 1.B1), enquanto que, um transportador que
transporta mais do que um soluto é chamado de co-transporter. Este Gltimo, também
pode ser denominado de simporter (Figura 1.B2) ou de antiporter (Figura 1.B3),
consoante o transporte dos solutos seja efectuado no mesmo sentido ou em sentidos
opostos, respetivamente. Existem dois tipos de transporte ativo. i) o transporte ativo
primario, que usa energia quimica, derivada do ATP ou de qualgquer outro composto
quimico rico em energia, ou até de reacdes de oxidacdo. ii) o transporte ativo
secundario, que usa a energia de um soluto que é transportado a favor do seu gradiente
de concentragdo, para promover o transporte do outro soluto contra o seu gradiente de
concentracdo. Normalmente, o gradiente de concentracdo formado inicialmente, é

obtido por transporte ativo primario (Nicholls & Ferguson, 2002; Nelson & Cox, 2005).
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Figura 1. Transporte de iGes através da membrana. A- Transporte ativo e passivo. B- Transporte de uma ou
mais moléculas.

Existem por outro lado moléculas que ndo sdo transportadores, mas que
facilitam o transporte ligando-se a ides, os chamados iondforos, como o CCCP,
carbonilcianeto  m-clorofenil-hidrazona  (do  inglés,  carbonyl-cyanide  m-
chlorophenylhydrazone). O transporte de moléculas carregadas ou i6es pode fazer com
que se acumule carga ha membrana. Quando existe criacdo de um potencial elétrico de
membrana o transporte é denominado eletrogénico, ou seja, existe uma distribuicao
desigual de ides nos dois lados da membrana. Por outro lado, quando a carga elétrica é
nula, o transporte é eletroneutro. Isto tanto pode ocorrer quando ha uniporte de uma
espécie ndo carregada, simporte de dois i6es com cargas opostas, ou antiporte de dois

i6es com a mesma carga (Nicholls & Ferguson, 2002; Nelson & Cox, 2005).
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1.2. Transportadores de sodio

As bactérias estdo expostas a variadissimas condiges ambientais.
Particularmente as espécies patogénicas, que tém de lidar com diferentes condigdes,
tanto dentro como fora do hospedeiro. Para isso, todas as células usam mecanismos
homeostaticos para se ajustarem a mudancas de pH e forca ionica extracelulares.
Normalmente, a maioria das bactérias utilizam a for¢a motriz proténica como fonte de
energia para 0s varios processos celulares (Hase et al. 2001). Contudo, alguns
microrganismos podem utilizar o Na* como 0 quimosmotico, num ciclo de Na*, em
vez de usarem protdes (Skulachev, 1989; Dimroth, 1994; Hése et al. 2001). A utilizacéo
do transporte de Na" ndo impossibilita o funcionamento do transporte de protdo (H") em
combinado (Figura 2). Um ciclo de Na* totalmente operacional necessita de uma bomba
de Na*, de uma ATP-sintase dependentes de Na*, alguns transportadores de membrana
dependentes de Na" e também motores flagelares dependentes de Na* (Hase et al. 2001)
(Figura 2). Uma das bombas de Na" normalmente encontradas neste tipo de organismos
sdo as NADH: ubiquinona oxidoreductases transportadoras de Na® (Na'-NQR), (do
inglés, Na'-transporting NADH:ubiquinone oxidoreductase). A Na'-NQR foi
primeiramente descoberta em Vibrio alginolyticus (Tokuda & Unemoto, 1984) tendo
posteriormente sido encontrada em Vibrio cholerae, onde se verificou que mutacfes no
operdo da Na*-ngqr aumentam a expressdo de fatores de viruléncia (Hiase & Mekalanos,
1999). Esta proteina é composta por seis subunidades, codificadas pelo operdo Na*-ngr
(Bogachev & Verkhovsky, 2005), e a sua funcdo é fornecer eletres a cadeia
respiratoria através da oxidacdo do NADH, utilizando a energia proveniente desta
reagdo, para translocar Na* para o espaco periplasmatico (Hase et al. 2001; Bogachev &
Verkhovsky, 2005). Outras bombas de Na*, igualmente importantes séo as dicarboxilato
descarboxilases dependentes de Na* (do inglés, Na'-transporting dicarboxylate
decarboxilases), que utilizam a descarboxilacdo do oxaloacetato para promover a saida
de Na* do citoplasma, e também as bombas de Na* dependentes de ATP, que usam o
ATP para promover gradientes de Na* (Dimroth, 1994). Estes gradientes de Na*, podem
posteriormente ser usados pelas ATP-sintases dependentes de Na* para 0 organismo
sintetizar ATP (Dimroth, 1994). Além disso, a forga motriz de Na* também pode ser

usada por transportadores secundarios para obtencdo de solutos, como acontece no caso
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de simporters, ou para converter forca motriz de Na* em forca motriz protonica, como
no caso dos antiporters Na*/H" (Hase et al. 2001). A conversdo destes gradientes por
antiporters Na'/H" mostra que o transporte de Na* e de H" estfo interligados (Figura 2).
Ainda, os gradientes de Na' podem ser utilizados por algumas bactérias na sua
motilidade, através de motores flagelares. De facto, a perda de motilidade j& foi
relacionada com reducdo da viruléncia em algumas bactérias como é o caso de V.

cholerae e Helicobacter pylori (Hase et al. 2001).

H+

0 , 00000
® ‘ {
.. I | J | .....
. 0390000000064 /0000000000
H Periplasma

Figura 2. Representagio do transporte de Na* e de H* que ocorre em algumas membranas bacterianas. A bomba
de Na" e bomba de H" sfo os geradores de forca motriz (Na*-NQR, dicarboxilato descarboxilases dependentes
de Na'*, bombas translocadoras de H* da cadeia respiratdria). Os Porters de Na* e H* indicam os utilizadores da
forca motriz gerada pelas bombas (simporters, motores flagelares, ATP-sintases dependentes de Na*). Os
antiporters Na*/H* convertem a forga motriz de Na* em forga motriz de H' e vice versa.

v
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1.3. Antiporters Na*/H"

Os antiporters Na'/H® sdo proteinas integrais de membrana, que estdo
envolvidas na bioenergética celular. Estas proteinas sdo transportadores ativos
secundarios, que utilizam a energia proveniente da forca protomotriz, formada por
transportadores de H* primarios, para expelir o Na" para fora das células (Padan &
Schuldiner, 1994; Padan et al. 2001; Dzioba et al. 2002; Krulwich et al. 2011). S&o por
isso importantes para a fisiologia celular, no que diz respeito a regulacdo do pH
intracelular, a regulagdo do Na* e também do volume celular, (Padan & Schuldiner,
1993; Padan et al. 2001; Padan et al. 2004; Padan, 2008). Contudo, a variacdo na
concentracdo destes ides pode fazer com que estes se tornem prejudiciais as células
(Padan et al. 2001). Em 1974, P. Mitchell e seus colaboradores, descobriram 0s
antiporters Na*/H" na bactéria Escherichia coli, tendo sugerido que desempenhavam
papéis na homeostasia da célula (West & Mitchell, 1974). Os antiporters Na*/H* podem
ser encontrados nas membranas citoplasmaticas e em membranas de organelos de varios
microrganismos, plantas, e animais, incluindo o homem (Padan et al. 2001. Padan et al.
2004; Krulwich et al. 2011). Além do Na’, alguns antiporters Na'/H" sdo também
capazes de transportar o i%o litio (Li*) para o exterior, como por exemplo, o NhaA de E.
coli (EcNhaA) (Padan et al. 2004) e os NhaA e NhaD de V. cholerae (VcNhaD) (Herz
et al. 2003). Visto que os ides Na* e Li* sdo toxicos para a célula, principalmente o ido
Li"*, estes antiporters também possuem um papel crucial no combate & toxicidade destes
i0es nas células (Padan & Schuldiner, 1993; Padan et al. 2005).

A base de dados criada por Milton Saier para classificar proteinas, a Transporter
Classification Database, inseriu os antiporters Na'/H* na superfamilia CPA, Antiporter
Catido:Protdo monovalente (do inglés, CPA-monovalent cation:proton antiporter)
(Chang et al. 2004). A superfamilia CPA é subdividida em trés familias, a CPAL,
Antiporter Catido:Protdo-1 (do inglés, Monovalent Cation:Proton Antiporter-1), a
CPAZ2 Antiporter Catido:Protdo-2 (do inglés, Monovalent Cation:Proton Antiporter-2) e
NaT-DC, Carboxilase de Acido Carboxilico transportadora de Na* (do inglés, Na*-
transporting Carboxylic Acid Decarboxylase) (Chang et al. 2004). Atualmente, as
familias MSS, Simporter Malonato: Na* (do inglés, Malonate:Na™ Symporter) e PSE,

Exporter de Sulfato Putativo (do inglés, Putative Sulfate Exporter) também fazem parte
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desta superfamilia (Saier et al. 2006, 2009 - Transporter Classification Database,
2013).

Nos organismos procariotas, existem contudo dois tipos diferentes de antiporters
Na'/H". Os codificados por varios genes, denominados Mrp (Swartz et al. 2005), e 0s
codificados por apenas um gene, chamados Nha. Ambos desempenham funcdes

semelhantes na célula, embora existam algumas diferengas entre eles.

Os antiporters do tipo Mrp, antiporter de resisténcia multipla e relacionada com
0 pH (do inglés, multiple resistance and pH-related antiporter), distinguem-se dos
antiporters do tipo Nha principalmente por serem codificados em operdes, originando
seis ou sete proteinas hidrofdbicas diferentes, que funcionam como hétero-oligdmeros
(Hiramatsu et al. 1998; Swartz et al. 2005; Morino et al. 2010). Os operdes mrp estdo
organizados em dois grupos, Grupo 1 e Grupo 2. No Grupo 1 a ordem dos genes €é
mrpABCDEFG e no Grupo 2 é mrpA’CDEFG. Neste ultimo grupo, os primeiros dois
genes, mrpA e um dominio do mrpB estdo fundidos, dando origem ao mrpA’. Os
sistemas Mrp foram primeiramente identificados em Bacillus halodurans C-125 (Kudo
et al. 1990), tendo posteriormente sido identificados em diversos organismos, € em
alguns casos tendo sido designados de outra forma, como sdo os casos do Mnh de
Staphylococcus aureus (Hiramatsu et al. 1998), o Sha Bacillus subtilis (Ito et al. 1999),
e 0 Sha de Pseudomonas aeruginosa (Kosono et al. 2005). Mais recentemente
confirmou-se a existéncia de um sistema Mrp em V. cholerae (Dzioba-Winogrodzki et
al. 2009). Existe muito pouca similaridade entre as proteinas Mrp e outros antiporters.
Contudo as proteinas MrpA, MrpC e MrpD demonstram alguma similaridade com
subunidades da NADH:quinona oxidoreductase (Complexo 1) da cadeia respiratoria
aerdbia (Swartz et al. 2005). Este tipo de antiporters, além de translocarem Na* e Li",
podem também permutar potassio (K*) por H*. Foi também verificado em S. aureus
(Hiramatsu et al. 1998) e B. subtilis (Ito et al. 2000) que todos os genes do operao sao
necessarios para que haja resisténcia ao Na'. Devido as propriedades distintas, os
sistemas Mrp foram inseridos numa categoria diferente de classificagdo, a familia
CPA3, Antiporter Catido:Protdo-3 (do inglés, cation:proton antiporter-3) (Saier et al.
1999).
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Os mamiferos possuem uma familia de antiporters Na*/H* denominada NHE, na
qual existe um homologo ao NhaA de E. coli, no homem denominado de NHA (Xiang
et al. 2007). Foi demonstrado que a disfuncdo de NHE d& origem a varias doencas,
incluindo hipertensao, diarreia, epilepsia, arritmias do miocardio, entre outras (Xiang et
al. 2007).

1.3.1. Antiporters do tipo Nha

Os antiporters do tipo Nha sdo codificados por um Unico gene, tendo ja sido
identificados varios grupos de Nha em diferentes organismos. Como €é caso do NhaA,
identificado em E. coli (Karpel et al. 1988), V. cholerae (Vimont & Berche, 2000), H.
pylori (HpNhaA) (Inoue et al. 1999). O NhaB, existente em E. coli (Pinner et al. 1992),
V. cholerae (Herz et al. 2003) e também em V. alginolyticus (Nakamura et al. 1996). O
NhaC, identificado em Bacillus firmus OF4 (Ito et al. 1997). O NhaD, existente em V.
cholerae (Dzioba et al. 2002), Vibrio parahaemolyticus (Nokazi et al. 1998) e
Halomonas elongata (Kurz et al. 2006). Também os grupos NhaP de P. aeruginosa
(Utsugi et al. 1998) NhaG de B. subtilis ATCC (Gouda et al. 2001), NapA de
Enterococcus hirae (Waser et al. 1992), NhaH de Halobacillus dabanensis (Yang et al.
2006), NhaE de Rhodotermus marinus (Melo et al. 2006) e mais recentemente 0 NhaE
de N. meningitidis (Sousa et al. 2013).

Até a data, 0 ECNhaA é o antiporter mais estudado, e o Unico cuja estrutura foi
resolvida (Hunte et al. 2005). Vérias estirpes de E. coli ttm vindo a ser deletadas nos
genes nhaA e nhaB, para permitir a caracterizacdo heter6loga de outros antiporters nesta
bactéria. S0 exemplos destas estirpes a NM81, em que o nhaA esta ausente, EP431,
deletada no nhaB, EP432 deficiente nos genes nhaA e nhaB e KNabc deletada nos genes
nhaA, nhaB e chaA (Padan et al. 2001). Estudos nos dois antiporters de E. coli
revelaram que sio ambos electrogénicos, o NhaA tem uma estequiometria de 2H*/Na*
(Padan et al. 2005) e o NhaB de 3H"/2Na" (Pinner et al. 1994) (Figura 3). Ambos
trocam Na™ ou Li* por H*, mas o NhaA ¢ o principal antiporter responsavel por tolerar
valores elevados de pH em concentragGes elevadas de Na* (Padan et al. 2001). Este

antiporter revela uma grande dependéncia no pH. Sendo que, a atividade do NhaA varia
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trés ordens de magnitude, entre pH 7 e 8.5 (Tzubery et al. 2004; Padan et al. 2005).
Estudos sobre o NhaA revelaram que a transcrigdo do gene nhaA é regulada pelo NhaR.
O gene que codifica este regulador, o0 nhaR, esta situado a jusante do nhaA, controlando
a sua expressao na resposta a um aumento das concentragdes de Na* ou Li* (Padan et al.
2001). Verificou-se também, um fendtipo hipersensitivo a0 Na®, quando o nhaR é
deletado, mesmo na presenca do nhaA (Padan et al. 2001).

2H" 3HT

Periplasma

Figura 3. Antiporters Na’/H* NhaA e NhaB de E. coli (Adaptado de Padan et al.
2001).

Estudos de microscopia eletronica de varrimento revelaram que o NhaA de E.
coli existe como um dimero em cristais 2D (Williams et al. 1999; Williams, 2000), e a
sua estrutura secundaria estd organizada em 12 segmentos transmembranares (TMS) em
cada mondmero, tendo-se verificado mais tarde que este, existe na membrana como um
homo-oligomero (Gerchman et al. 2001). A estrutura resolvida a pH 4 por raios-X
(Figura 4.A), mostrou uma nova conformacdo no NhaA (Hunte et al. 2005). Os TMS IV
e XI formam uma junc¢édo Unica (Figura 4.B), interrompidos por cadeias que se cruzam
uma na outra, criando um ambiente propicio a ligacdo de ides no centro da membrana,
essencial para a translocacdo (Hunte et al. 2005; Padan et al. 2009). Além disso, a
existéncia de dois funis carregados negativamente, um citoplasmatico e outro

periplasmatico, facilita o acesso dos ifes ao sitio de ligacdo putativo (Padan et al. 2009).

10
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Figura 4. Estrutura do NhaA de E. coli. A- Visualizagao da estrutura do NhaA de E. coli em forma de fita. Os TMS
estdo numerados. Nt e Ct indicam o N e o C terminal. B- Jungdo Unica do TMS IV e X1, com o TMS V por detras.
Obtencdo da estrutura através do RCSB Protein Data Bank (RCSB PDB). O tratamento da estrutura foi efetuado
através do programa UCSF Chimera package. (Pettersen et al. 2004)

1.3.2. NhaE

Os antiporters do tipo NhaE foram pela primeira vez identificados em 2006, num
estudo envolvendo um antiporter Na'/H* de R. marinus (Melo et al. 2006). Ao contrario
do NhaA de E. coli, o NhaE de R. marinus (RmNhaE) é capaz de conferir resisténcia ao
Na® mas ndo ao Li* a células de E. coli deficiente em antiporters Na'/H*, onde a
expressdo do NhaE de R. marinus foi induzida (Melo et al. 2006). A estirpe de E. coli
onde a expressao do RmNhaE foi induzida, é capaz de crescer em pH 6.5 e 7.5 contudo
a pH 8.5 ja ndo consegue resistir ao NaCl, demonstrando que a sua atividade €
dependente do pH do meio. A analise de sequéncias de aminoécidos realizada neste
trabalho revelou a existéncia de outros antiporters Na*/H™ hipotéticos do tipo NhaE
(Melo et al. 2006), como é o caso do NhaE de N. meningitidis (NmNhaE), que foi

estudado e caracterizado no &mbito desta dissertacéo.
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1.4. Neisseria meningitidis

N. meningitidis ¢ um microrganismo patogénico, pertencente a familia
Neisseriaceae e ao género Neisseria, € uma bactéria Gram-negativa, estritamente
aerobia, e encontra-se inserida no grupo das S-proteobatérias (Stephens, 2007; Rouphael
& Stephens, 2012). A nivel gendmico, N. meningitidis tem entre 2 e 2.2 megabases,
com cerca de 2000 genes, e com um conteldo de GC comum, de 52%, possuindo uma
grande plasticidade gendmica, essencial para a evolugdo da bactéria (Tettelin et al.
2000; Schoen et al. 2007; Rouphael & Stephens, 2012). Possui como 0 seu Unico
hospedeiro o homem, onde habita naturalmente a oro ou a nasofaringe (Yazdankhah &
Caugant, 2004; Stephens, 2009). N. meningitidis é responsavel por causar meningite em
grande parte do mundo, principalmente em criancas e jovens (Rouphael & Stephens,
2012; Stephens, 2009). Pode também causar, pneumonia, artrite séptica, pericardite,

bacteriemia cronica e conjuntivite embora menos frequentemente (Stephens, 2009).

Este microrganismo foi identificado e descrito pela primeira vez em 1887, por
Weichselbaum, a partir de fluido cérebro espinal de um paciente com meningite
(Weichselbaum, 1887; Bratcher et al. 2012; Rouphael & Stephens, 2012), quase 80
anos depois dos primeiros casos de epidemia de meningite na Suica e nos Estados
Unidos da América nos anos de 1805 e 1807, respetivamente (Stephens, 2009; Bratcher
et al. 2012). Desde entdo, tém-se constatado indmeros casos de meningite devido a
infecdes por N. meningitidis, que por outro lado pode viver no corpo humano sem
causar qualquer dano (DeVoe, 1982; Gasparini et al. 2012). De facto, esta é a condicao
mais comum, uma vez que N. meningitidis tem com o seu hospedeiro uma relacdo quase
de simbiose, ocorrendo ocasionalmente doenca devido as suas proprias caracteristicas
de viruléncia ou devido a condic¢des de baixa imunidade no homem (Gasparini et al.
2012). As diferencas encontradas na estrutura antigénica da capsula polissacaridica
originaram a classificacdo de N. meningitidis em diferentes serogrupos (Schoen et al.
2007; Stephens, 2009; Hill et al. 2010). Foram descritos até a data 13 serogrupos
distintos, dos quais, apenas cinco estdo associados a doenga, os serogrupos A, B, C, Y e
W-135 (Tettelin et al. 2000; Schoen et al. 2007; Hill et al. 2010; Bertrand et al. 2011,
Bratcher et al. 2012).

12



INTRODUCAO

A distribuicdo epidemioldgica destes serogrupos encontra-se repartida por todo
o0 globo (Figura 5), embora nem sempre seja uniforme em todas as zonas. Os padrfes da
doenca variam ao longo do tempo e consoante as areas geograficas, grupos etarios e 0s
diferentes serogrupos da bactéria. Geralmente ocorrem extensos casos de epidemia de
meningite provocada por N. meningitidis em Africa, onde se situa a conhecida cintura
da meningite, cujos casos identificados estdo relacionados com o serogrupo A, mais
presente neste continente. Em paises em desenvolvimento esta doenca é provocada, em
grande parte, por N. meningitidis do serogrupo B, C e Y, nomeadamente nas Américas
do Norte e Sul, Nova Zelandia e Europa. A introdu¢do do conjugado de vacinas do
serogrupo C na Europa diminuiu os casos da doenca devido a este serogrupo, tendo-se
verificado um aumento de casos de meningite meningocdcica causados por N.
meningitidis do serogrupo B. Na Asia 0s extensos casos de meningite causada pelo
serogrupo A foram substituidos por casos localizados de meningite devido aos
serogrupos B e C. O serogrupo W-135 possui uma distribuicdo mais heterogénea,
associado a episodios em diferentes regides geograficas (Ferreira et al. 2006; Stephens,
2009; Halperin et al. 2012; Rouphael & Stephens, 2012).

Em Portugal, esta bactéria é o agente causal de meningite principalmente em
criancas. A epidemiologia deste organismo no pais segue a distribuicdo da Europa, em
que os serogrupos B, C, Y e W-135 prevalecem. De acordo com o que foi verificado na
Europa, o serogrupo C causava grande parte da meningite meningocécica em Portugal
até 2006. Neste mesmo ano, com a introdu¢do da vacina conjugada do serogrupo C no
programa nacional de vacinacao, verificou-se que a doenca provocada pelo serogrupo B

teve um aumento no pais (Ferreira et al. 2006; Santos et al. 2007; Simdes et al. 2009).
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Figura 5. Distribuigdo da doenga meningocdcica por serogrupo e por regido. (Adaptado de Halperin et al. 2012).

As varias tentativas para produzir uma vacina contra o serogrupo B de N.
meningitidis, levaram a que N. meningitidis serogrupo B MC58 fosse o primeiro
serogrupo de N. meningitidis a ter o seu genoma sequenciado (Tettelin et al. 2000), uma
estirpe de laboratorio derivada da estirpe ST-32, isolada de um surto em Inglaterra
(Bratcher et al. 2012).

1.4.1. Estrutura, morfologia, biologia e patogenicidade

Normalmente possui a forma de um diplococcus, assemelhando-se a um feijao
ou rim. E uma bactéria fastidiosa, cresce portanto em meios ricos como gelose-sangue,
necessita de glucose, piruvato ou lactato como fonte Unica de carbono, e 0 seu
crescimento 6timo verifica-se entre 35-37°C com uma percentagem de CO, de 5-10%
(Rouphael & Stephens, 2012). Em termos classificativos a N. meningitidis pode ser
classificada de acordo com a tipagem serologica, sendo dividida em serogrupos como ja
foi anteriormente referido. Pode ainda ser classificada em serosubtipo, serotipo e
imunotipo, de acordo com as proteinas PorA, PorB, e a estrutura do lipoligossacarido
(LOS), respetivamente (Bertrand et al. 2011; Bratcher et al. 2012).

14
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A transmissdo desta bactéria entre individuos da-se por contacto direto,
provavelmente através da inalagdo de goticulas de saliva contaminadas (Van Deuren et
al. 2000; Stephens, 2009). O primeiro passo de colonizacdo ocorre na nasofaringe, onde
a maioria das adesinas tém um papel importante na adesdo as células da mucosa,
principalmente os pili. Estes facilitam a aderéncia da bactéria, sendo responsaveis pela
aderéncia as células epiteliais, facilitando a absor¢cdo de DNA e também conferindo
alguma mobilidade a bactéria. A maioria dos portadores do microrganismo néo
apresenta sintomas nesta fase de colonizacdo (Stephens, 2009). Posteriormente, a
ligagdo de outras adesinas importantes, as proteinas de opacidade, OPA (do inglés,
Opacity proteins) (em N. meningitidis sdo expressas, Opa e Opc), véo facilitar a entrada
da bactéria nas células epiteliais, onde outras adesinas tém também papéis importantes
(Hill et al. 2010). N. meningitidis expressa duas porinas distintas PorA e PorB,
facilitando a difusdo de moléculas hidrofilicas pequenas. Apesar de ndo serem adesinas
estas moléculas estdo também envolvidas em interagdes hospedeiro-célula, sendo
moléculas alvo de anticorpos (Hill et al. 2010; Rouphael & Stephens, 2012). A
sobrevivéncia da bactéria na corrente sanguinea ocorre devido a sua capacidade de
adquirir ferro do hospedeiro através de proteinas que ligam ferro, um fator de
crescimento crucial durante a colonizagdo e doenca. O meningococos possui diversas
proteinas com esta funcdo, nomeadamente HmbR, proteina da membrana externa de
adesdo a hemoglobina (do inglés- Hemoglobin-Binding Outer Membrane Protein), as
ThpA e ThbpB, proteina de adesdo a transferrina (Transferrin binding proteins) e as
HbpA e HbpB, proteina de adesdo ao hemo (do inglés, Hemin-binding protein) que se
liga a lactoferrina, entre outras (DeVoe, 1982; Schoen et al. 2007; Hill et al. 2010;
Rouphael & Stephens, 2012). Outra estrutura que permite a sobrevivéncia da bactéria
no sangue é a capsula polissacaridica (Figura 6), uma vez que inibe a fagocitose e
possui um papel importante na resisténcia a anticorpos e ao sistema complemento (Van
Deuren et al. 2000; Stephens 2009; Hill et al. 2010; Rouphael & Stephens, 2012). A
presenca de alguns derivados de acido sialico na capsula tornam N. menigitidis invisivel
ao sistema imunitario, isso é particularmente visivel na capsula do serogrupo B, em que
0 homopolimero de ligacdo-a (2-8), idéntico a uma molécula de adesdo fetal humana,
tem uma fraca resposta imunitaria (Rouphael & Stephens, 2012). Ainda pode ocorrer

um fendmeno de variacdo de fase, uma vez que as semelhancas genéticas nas estruturas
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dos loci das cépsulas, principalmente nos serogrupos B, C, W e Y podem favorecer a
transferéncia horizontal de porg¢Ges do operdo da capsula (Hill et al. 2010), facilitando
assim a evasdo ao sistema imunitario. Uma vez na corrente sanguinea, o
lipopolissacarido (LPS) ou o lipooligossacarido também desempenha um papel
importante na evasdo ao sistema imunitario. Além disso, o LPS (Figura 6) existente na
membrana é importante na adesdao da bactéria. Esta pode-se multiplicar rapidamente e
ultrapassar a barreira hemato-encefalica, causando meningite. Contudo, a doenca
invasiva sO ocorre se houver a juncdo de varios fatores, tanto os fatores de viruléncia de
N. meningitidis, como fatores ambientais, estando também dependente da
suscetibilidade do hospedeiro (Stephens, 2009).

Membrana citoplamética

Espago periplamatico

p S

Membrana externa
N

Lipopolissacaridos

Proteinas membranares da
membrana citoplasmatica

Pili

Capsula

Proteinas membranares da
membrana externa

Fosfolipido

Figura 6. Alguns elementos estruturais existentes em N. meningitidis. (Adaptado de Rouphael & Stephens,
2012).
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1.4.2. Transportadores de sodio em N. meningitidis

No genoma de N. meningitidis existem varias ORFs, grelha de leitura
aberta (do inglés, Open Reading Frames) codificantes de potenciais transportadores de
Na* (Tabela 1). Em N. meningitidis o transporte de Na* é bastante evidente uma vez que
este microrganismo codifica alguns transportadores utilizados no ciclo de Na'.
Encontra-se pelo menos um operdo correspondente a seis ORFs de uma bomba de
sddio, a Na’-NQR (Hase et al. 2001). Também se verificam algumas ORFs
correspondentes a transportadores secundarios dependentes de Na'. Simporters
dependentes de Na" para os aminoacidos alanina, acido glutdmico, prolina e serina
(Hase et al. 2001). Antiporters Na'/H*, NhaC e NhaE (Melo et al. 2006), estudados
neste trabalho, e o Gltimo caracterizado (Sousa et al. 2013).

Tabela 1. Alguns transportadores de Na* de N. meningitidis MC58. Os transportadores foram encontrados no
cmr.jcvi.org na ferramenta de gene search.

Locus Nome do gene Funcéo Classe

NMBO0564 ngrF
NMB0565 ngrE
NMBO0566 nqrD NADH: ublqumodna ozldoNreguctase Transportador de Na* primério
NMBO0567 nqrC transportadora de Na
NMB0568 ngrB
NMBO0569 ngrA
NMBO0536 nhaC . -

Antiporters Na'/H
NMBO0570 nhak
NMB0402 outP Simporter de plilc;l:na dependente
NMBO177 alsT Simporter de alﬁlnjna dependente  Transportador de Na* secundario

a
Simporter de acido glutamico

NMBO0085 gltS dependente Na*
NMB2133 SStT Simporter de serina dependente

Na*
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Objetivos

Sendo a N. meningitidis um organismo patogénico, principal causador de meningite

em criancas, principalmente na Africa subsariana, e o serogrupo B o mais prevalente na

Europa, esta dissertacdo teve como principal objetivo a caracterizagdo funcional de dois

antiporters Na'/H" encontrados no genoma de N. meningitidis serogrupo B MC58,

NhaC e NhaE, e ainda, a verificacdo de residuos importantes na funcdo de um dos

transportadores encontrados, 0 NmNhaE.

Os objetivos especificos do trabalho foram:

1)

2)

3)

4)

5)

6)

7)

8)
9)

Expressdo dos dois antiporters Na'/H”, separadamente, numa estirpe deficiente
em antiporters Na'/H", E. coli KNabc, e verificacdo da sua resisténcia ao NaCl e
LiCl.

Verificacdo da atividade de antiporter Na*/H" em vesiculas invertidas de E. coli
KNabc onde os dois antiporters Na'/H* foram previamente expressos, em
separado.

Determinacgdo da constante de ligacdo (Kn) e velocidade méxima (Vimax) N0s dois
antiporters Na'/H" para os ides Na* e Li".

Determinagio dos perfis de pH nos dois antiporters Na'/H* para os ides Na* e
Li™.

Insercdo de mutacOes pontuais no gene que codifica o NhaE.

Expressdo dos mutantes pontuais do NhaE, separadamente, numa estirpe
deficiente em antiporters Na'/H", E. coli KNabc, e verificacdo da sua resisténcia
ao NaCl.

Verificagdo da atividade de antiporter Na*/H" em vesiculas invertidas de E. coli
KNabc onde os mutantes pontuais do NhaE foram previamente expressos, em
separado.

Determinagio do Ky, & Vinax N0s mutantes pontuais do NhaE para o Na™.
Determinagao dos perfis de pH nos mutantes pontuais do NhaE para o Na".
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2.1. Estirpes bacterianas e condigdes gerais de crescimento

As estirpes bacterianas utilizadas neste estudo foram E. coli XL1blue, estirpe
ideal para clonagens visto que aumenta a qualidade de DNA proveniente de minipreps,
melhora a estabilidade do inserto e permite que o DNA clonado néo seja clivado (XL1-
Blue Competent Cells, catdlogo 200249-11), E. coli KNabc, uma estirpe onde os trés
antiporters Na*/H" foram inativados (NhaA, NhaB e ChaA) (Nozaki et al. 1996) e E.
coli K-12.

Quando usadas, E. coli XL1blue e E. coli K-12 cresceram em meio Luria
Bertani (LB) (Tabela 2), s6lido ou liguido, e suplementado com ampicilina (ROTH), a
uma concentracdo final de 100 pg/ml. E. coli KNabc, foi crescida em meio LBK
(Tabela 2), solido ou liquido, preferencialmente a pH 7, mas também submetida a
crescimento com outros pHs, e igualmente suplementado com ampicilina, a uma

concentragéo final de 100 pg/ml.

Tabela 2. Composigdo dos meios utilizados para o crescimento das estirpes de E. coli.

Reagentes LB (g) LBK (g)
Triptona (ROTH) 1 1
Extrato de levedura (ROTH) 0.5 0.5
NaCl (Panreac) 1 -
TRIS 50 mM (ROTH) - 0,606
KCI 87 mM (Sigma) - 0,649

A massa dos reagentes é referente a 100 ml de cada meio; LBK - meio LB modificado em que o NaCl é substituido
por 87 mM de KCI.

As estirpes cresceram a temperatura de 37°C, 150 rpm. Efetuaram-se variagdes
das condigcOes de crescimento consoante o protocolo utilizado que sdo descritas nas

legendas das figuras das respetivas experiéncias.
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2.2. Plasmideo pISC-2

O plasmideo pISC-2 (Vorburger et al. 2009) (Figura 7) foi utilizado neste
trabalho como vetor de clonagem e expressdo dos antiporters Na*/H* NhaE e NhaC de
N. meningitidis, por ser um plasmideo adequado a expressdo de proteinas membranares.
Este plasmideo ¢ derivado do plasmideo pBBR1, apresenta um baixo nimero de copias
e possui um promotor Ara induzivel por arabinose, permitindo uma expressdo rigorosa e
controlada. As duas construgdes ja existiam no laboratorio, a data de inicio destes

trabalhos.

pISC_nmnhaE pISC_nmnhaC

6957pb 6915pb

Figura 7. Representacdo do plasmideo pISC-2 usado neste trabalho. A- pISC-2 com o nmnhaE inserido. B-
pISC-2 com o nmnhaC inserido.
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2.3. Introducdo de mutacgOes pontuais no gene nmnhak

2.3.1. Selec&o dos residuos de aminoacidos

Selecionou-se os residuos de aminoécidos com base na comparacdo de dois
alinhamentos de sequéncias de aminodcidos. O primeiro alinhamento foi efetuado entre
sequéncias pertencentes a antiporters Na'/H" dos grupos NhaA, NhaB, NhaC, NhaD e
NhaE, num total de 20 sequéncias (ver Anexo 1), quatro sequéncias analisadas e
alinhadas por cada grupo, incluindo a sequéncia selvagem do NmNhaE. No segundo
alinhamento, 50 sequéncias representativas do grupo NhaE foram alinhadas e

comparadas (ver Anexo 2).

As sequéncias analisadas foram obtidas a partir da base de dados do GenBank e
0s respetivos alinhamentos foram construidos através do programa bioinformatico
Clustal W (versédo 2.1). A andlise topologica, com a finalidade de verificar a posicdo dos
residuos dentro ou fora dos TMS da proteina, foi obtida através do programa Topcons
(Bernsel et al. 2009). Estas analises originaram a sele¢do de 10 residuos de amino&cidos

para a construcdo de mutantes pontuais.

2.3.2. Construcgédo de mutantes pontuais do gene codificante do NmNhaE

A construcdo de mutantes pontuais do gene nmnhak foi efetuada pelo método de
mutagénese dirigida com o kit comercial QuikChange® 11 Site-Directed Mutagenesis
Kit (Stratagene), de acordo com as instrucbes fornecidas pelo fabricante (Figura 8),

tendo-se procedido apenas a algumas alteraces, referidas adiante.
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Figura 8. Método de mutagénese dirigira aplicado neste trabalho. 1- Gene no plasmideo com o local (base) alvo de
mutagdo(®). 2- Desnaturagdo do plasmideo e emparelhamento dos primers mutagénicos (). 3- Extensdo dos
primers com a enzima PfuUltra DNA polimerase. 4- Digestdo das cadeias de DNA parentais metiladas(—) com a
enzima Dpn I. 5- Plasmideo final (—) com a mutagdo desejada (x), que serd transformado em XL1 blue
competentes.

2.3.2.1. Desenho de primers e reacdo de PCR
Os primers para a mutagénese foram desenhados através do programa
QuikChange Primer Design, disponivel on-line em

http://www.genomics.agilent.com/primerDesignProgram.jsp, sintetizados e obtidos

comercialmente (STABVIDA). A escolha dos primers mutagénicos (Tabela 3) ideais
realizou-se segundo o0s seguintes critérios: tamanho, cerca de 30 pb; terminagdo
nucleotidica nas bases G ou C; e o coddo para a mutacdo de acordo com a frequéncia do

mesmo em E. coli.
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Tabela 3. Principais caracteristicas dos primers selecionados e tipo de mutagéo que originam.

Mutacéao Primers Mudancga de codao
E91Q 5'-gcactcgttgaacagtacatccctttc-3' GAA — CAG
H161L 5'-acccgccgegtgcetgatcgtcatette-3' CAC — CTG
G174S 5'-cctggttgcaaacatctctggeggtctgacc-3' GGC - TCT
D182N 5'-gacccctttgggcaaccccccactcttc-3' GAC — AAC
H201L 5'- gtggacggtcaaactgatgttcgcccecg -3' CAT — CTG
V258T 5'-cctgctttcgggceaccgtcggegeggtte-3' GTG — ACC
H272L 5'- tggaaacccgaactgccgggatttga -3' CAC — CTG
H356L 5'-gtatcgctggttctggatacggcaggtc-3' CAC — CTG
H361L 5'- cgatacggcaggtctgccgattaatgtg -3' CAT — CTG
G413S 5'- ggcggtttctatgtcttcggtattcatgg -3' GGT — TCT

O plasmideo pISC-2 com o gene do Nhak inserido (pISC_nmnhak) foi utilizado

como molde para a mutagénese dirigida. Adicionou-se entre 40-50 ng de DNA, a

mistura de PCR juntamente com os primers desenhados para cada reacdo, que decorreu

de acordo com a Tabela 4.

Tabela 4. Programa de PCR utilizado para a introducdo de mutages pontuais no gene nmnhak.

Programa PCR

Etapas PCR
Desnaturacdo Inicial 95°C — 30 seg
Desnaturacéo 95°C — 30 seg
Ligacgéo 55°C — 1 min
Extenséo 68°C — 7min

1 Ciclo de Amplificacdo

16 Ciclos de Amplificacéo
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2.3.2.2. Transformacao em células competentes E. coli XL1blue

Ap0s a reacdo de PCR, o produto foi digerido com a enzima de restricdo Dpn 1.
Cerca de 10 pl do produto de PCR digerido, que contém os plasmideos com as
respetivas mutaces, foram adicionados a 100 ul de células competentes E. coli
XL1blue, incubados em gelo durante 30 minutos e submetidos a um choque térmico de
42°C, durante 45 segundos, seguido dum arrefecimento, em gelo, por mais 2 minutos.
Ap0s esta etapa, juntou-se 1 ml de meio LB liquido e incubou-se durante 1 hora, a 37°C,
150 rpm, para facilitar o crescimento. Por fim, plaguearam-se as células em meio LB

solido, que ficaram na estufa, durante a noite, a 37°C.

2.3.2.3. Extracao e quantificacdo de DNA plasmidico

As colonias resultantes de cada mutante foram repicadas e crescidas durante a
noite, em meio LB liquido, 37°C, 150 rpm. Os plasmideos com as mutacfes foram
extraidos da bactéria com o kit QIAprep® Spin Miniprep kit (QIAGEN), de acordo com
as instrucbes do fabricante, quantificados num espectrofotdémetro Nanodrop 2000
(Thermo SCIENTIFIC) e sequenciados para verificar potenciais erros, tendo sido
posteriormente transformados e expressos em E. coli KNabc para testes de

complementacio e monitorizagio da atividade de antiporter Na*/H".
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2.4. Experiéncias de complementacéo

2.4.1. Preparacao de células competentes - Estirpe E. coli KNabc

A estirpe E. coli KNabc tornou-se competente atraves do método quimico com
CaCl,. As células foram crescidas durante a noite, em meio LBK liquido com os
antibioticos que selecionam a estirpe, kanamicina (ROTH) 50 pg/ml, cloranfenicol
(ROTH) 20 pg/ml e eritromicina (ROTH) 1 pg/ml, a 37°C, 150 rpm. No dia seguinte,
inoculou-se o pré-indculo em 100 ml de meio LBK liquido com os respectivos
antibiodticos, nas mesmas condigdes, e seguiu-se a ODggo até atingir 0.5. Nesta altura, as
células foram colocadas em gelo, durante 20 minutos, e posteriormente centrifugadas
por 10 minutos a 1089 x g, 4°C (Beckman Coulter Avanti™ , rotor JA-25.50). O pellet
foi suspenso em 10 ml de CaCl, 0,1M (MERCK), e colocou-se em gelo por 20 minutos,
repetindo-se a centrifugacdo nas mesmas condicgdes referidas anteriormente. De seguida,
ressuspendeu-se o pellet em 4 ml de CaCl, 0.1M, e repetiu-se 0 passo anterior de
centrifugacdo. Por ultimo, o pellet foi novamente ressuspendido em 0.5 ml de CaCl, 0.1
M e em 15% de glicerol, e dividido em aliquotas que foram congeladas em azoto

liquido e conservadas a -80 °C para uso posterior.

2.4.2. Transformacdo em células competentes - Estirpe E. coli KNabc

As células E. coli KNabc, previamente competentes, foram transformadas com o
plasmideo pISC-2 possuindo varios insertos distintos: 0 nmnhaC, o nmnhaE selvagem,
0 gene nhaE com as respetivas mutacGes, e ainda apenas o plasmideo pISC-2 sem
inserto (controlo negativo e positivo quando crescido e induzido em meio LB ou meio
LBK, respetivamente). O processo de transformacao foi efetuado de igual forma para

todas as variagdes do plasmideo:

Cerca de 90 ng de plasmideo foram adicionadas a 100 pl de células competentes
de E. coli KNabc e incubadas em gelo durante 30 minutos. De seguida, esta suspensédo
foi submetida a um choque térmico (incubacdo a 42°C - 30 segundos, seguida de
arrefecimento rapido em gelo por mais 2 minutos). Apds esta etapa, adicionou-se 1 ml

de meio LBK liquido a suspensédo de células ja transformadas. Por fim, plaquearam-se
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as células em meio LBK solido, que ficaram durante a noite a 37°C, para permitir a

formacéo de colonias.

2.4.3. Expressao e crescimento dos transformantes

As células E. coli KNabc, transformadas com os plasmideos (sec¢do 2.4.2)
foram crescidas durante a noite, em meio LBK liquido com ampicilina, a 37°C, 150
rpm. Procedeu-se a inoculagdes em novo meio LBK liquido, com o mesmo antibidtico,
que foram incubadas a 37°C, 150 rpm até atingirem uma ODggo de 0.7, monitorizando-
se 0 crescimento celular num espectrofotometro MULTISKAN GO (Thermo
SCIENTIFIC). De seguida, adicionou-se arabinose (Sigma) 15 mM ao meio, de forma a
induzir a expressdo da proteina recombinante, continuando a indugdo durante a noite,
nas mesmas condicBes. Foram efectuadas posteriormente complementacdes em meio
solido e meio liquido. Para as complementacdes em meio solido, 50 ul das culturas
induzidas de E. coli KNabc contendo o gene que codifica 0 NhaE, E. coli KNabc
contendo o plasmideo pISC-2 foram depositadas em placas com meio LBK sélido com
ampicilina e 15 mM de arabinose a diferentes pHs, 6.5, 7 e 8 e com diferentes
concentracdes de NaCl e LiCl. Procedeu-se do mesmo modo para E. coli K-12, mas sem
a adicdo de antibitticos e arabinose. Adicionaram-se as placas 1.0 M de NaCl para
todos os pHs e também 1.5 M a pH 7. A concentracdo adicionada de LiCl foi de 0.4 M
para todos os pHs testados. Para verificar a resisténcia em meio liquido, as culturas
induzidas foram inoculadas em novo meio LBK liquido com ampicilina e 15 mM de
arabinose, onde o KCI foi substituido pelas concentracdes desejadas de NaCl (Panreac),
0.7 M e 1.0 M, ajustadas a pH 6.5, 7 e 8, e também 340 mM de NaCl e 200 mM de
LiCl a pH 7 onde E. coli K-12 foi utilizada como controlo positivo. As curvas de
crescimento foram monitorizadas a OD de 600 nm. Para cada experiéncia, foram

realizadas pelo menos duas réplicas bioldgicas.

27



MATERIAL E METODOS

2.5. Estudo da atividade de antiporter Na*/H"

2.5.1. Preparacao de vesiculas invertidas

Na preparacéo de vesiculas invertidas, a expressdo da proteina foi efetuada como
descrito anteriormente (seccdo 2.4.3.), com uma alteracdo: a inducdo com arabinose
decorreu a 20°C, 120 rpm, durante aproximadamente 20 horas. Posteriormente, seguiu-
se um protocolo adaptado de Rosen, 1986. Brevemente, as celulas foram recolhidas
numa centrifuga Beckman Coulter Avanti™, rotor JA-10, a 10000 x g, durante 10
minutos, seguindo-se de duas lavagens sucessivas com Tampéo B (10 mM Tris-HCI pH
7.5 (ROTH), 140 mM cloreto de colina (Sigma), 250 mM sacarose (Sigma) e 0.5 mM
DTT (Sigma), sendo ressuspendidas no mesmo tampdo. Apds a adicdo de 5 mM de
MgCI; (Riedel-deHaén) e uma quantidade minima de DNase (Roche) (= 5 pg/ml), as
células foram partidas uma vez numa french press (Thermo Electron Corporation FA-
032 40k - Standard Cell) a uma presséo interna de 12000 psi. Centrifugaram-se
(centrifuga Beckman Coulter Avanti™, rotor JA-25.50), as células, a 8000 x g durante
10 minutos, transferindo-se o sobrenadante para novos tubos de centrifuga, procedendo-
se a uma nova centrifugacdo nas mesmas condi¢cdes. O sobrenadante da ultima
centrifugacdo foi ultracentrifugado a 148167 x g (Beckman Coulter Optima™, 45-Ti)
durante 1 hora. O pellet formado, foi ressuspendido em Tampdo B, e novamente
ultracentrifugado, nas mesmas condigdes, por mais 1 hora, de forma a depositar a maior
quantidade de vesiculas possivel. Por fim, as vesiculas foram suspensas em Tampdo B,
aliquotadas, congeladas em azoto liquido e armazenadas a -80°C para utilizacdo nos

ensaios de atividade.

2.5.2. Determinacdo da quantidade de proteina

De modo a medir a quantidade de proteina nas vesiculas invertidas, usou-se o
método do BCA, através do Pierce™ BCA Protein Assay Kit (Thermo SCIENTIFIC),
de acordo com as instrucdes do fabricante. O ensaio realizou-se numa placa de 96 pocos
contendo as vesiculas invertidas anteriormente preparadas (sec¢do 2.5.1.) e diferentes

concentragdes de albumina de soro bovino (2 mg/ml, 1.6 mg/ml, 1.2 mg/ml, 0.8 mg/ml,
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0.6 mg/ml, 0.4 mg/ml, 0.2 mg/ml, 0.1 mg/ml e 0 mg/ml) utlizada como padréo para a
construcdo da curva de calibracdo. A absorvancia foi medida a 562 nm num
espectrofotometro MULTISKAN GO (Thermo SCIENTIFIC). A curva de calibracdo
gera uma equacdo polinomial de segundo grau, através da qual é possivel calcular as

concentracdes de proteina para as absorvancias medidas.

2.5.3. Determinacéo da atividade de antiporter Na*(Li*)/H*

A atividade de antiporter Na*/H" do NmNhaE selvagem, dos seus mutantes e do
NmNhaC foi estimada em vesiculas invertidas de E. coli KNabc, onde a expressdo dos
transportadores foi previamente induzida conforme anteriormente descrito (secgio
2.5.1.). Aproximadamente 20 pg de vesiculas foram adicionadas numa mistura de
reacdo contendo, 140 mM de KCI, 5 mM de MgCl,, 50 mM de tampé&o Hepes (sigma),
ajustado a diferentes valores de pH, 6.5, 7, 7.5, 8, 8.5 e 9 com KOH, e 0.5 uM de laranja
de acridina (sigma). A adicdo de 10 mM de lactato de potassio (sigma), oxidado pela
lactato desidrogenase, presente na membrana citoplasmatica da bactéria, gerou um
gradiente de pH que provocou o quenching da fluorescéncia, devido a internalizacdo de
H*, monitorizavel pelo laranja de acridina, que passa para o interior da membrana por
difusdo, originando o declinio da fluorescéncia. O quenching atinge posteriormente um
estado mais estdvel ao qual é possivel adicionar o ido em estudo. A atividade de
antiporter Na'(Li")/H" resultante da adicdo de NaCl (ROTH) ou LiCl (sigma) a
concentracdo desejada, desfaz até certo ponto o gradiente de pH gerado, permitindo o
efluxo do laranja de acridina, que provoca o dequenching da fluorescéncia, atingindo-se
posteriormente um novo estado mais estavel. A razdo entre o dequenching e o
quenching do laranja de acridina provocado pela adigdo de lactato consiste na
determinacédo da atividade de antiporter. A adi¢do de 0.02 mM de CCCP restabelece o
gradiente de pH para valores iniciais. A variacao da fluorescéncia foi monitorizada num
espectrofluorimetro (Cary Varion Eclipse) ao comprimento de onda de excitacdo de 492
nm e ao comprimento de onda de emissdo de 528 nm. Para elaborar as cinéticas do
NmNhaE selvagem e respetivos mutantes, foram adicionadas varias concentragdes dos
i6es NaCl e LiCl (0.1 mM, 0.3 mM, 0.5 mM, 0.7 mM, 1mM, 1.5 mM, 2.5 mM, 4 mM e
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6 mM). Foram efetuadas duas réplicas bioldgicas de cada mutante e pelo menos trés
replicados técnicos para cada concentracdo de ido. Os valores obtidos foram utilizados
para produzir graficos de Lineweaver-Burk (Lineweaver & Burk, 1934), de onde podem
ser calculados os respetivos parametros cinéticos, K, € Vmax. Para elaborar os perfis de
pH do NmNhaE, 4 mM dos i6es em estudo foram adicionados a mistura de reacdo com
valores de pH 6.5, 7, 7.5, 8, 8.5 e 9. Foram efetuados pelo menos trés replicados

técnicos para cada pH.
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Em 2006, Melo e colaboradores descobriram um novo grupo de Nhas, o NhaE,
ao estudarem o RmNhaE, a partir da comparacdo de sequéncias de aminoécidos de
antiporters Na'/H* de grupos conhecidos (NhaA, NhaB, NhaC e NhaD) (Melo et al.
2006). No mesmo estudo, foi também efetuada uma pesquisa no genoma de N.
meningitidis por antiporters Na*/H", tendo-se identificado duas ORFs com similaridade
aos antiporters RmNhaE e NhaC de Bacillus subtilis, as ORFs NMB0570 (nmnhaE) e
NMBO0536 (nmnhaC), respetivamente. A comparacdo das sequéncias de aminoacidos
destes hipotéticos antiporters Na*/H" de N. meningitidis com varios grupos de Nhas,

confirmaram a similaridade com os antiporters Na*/H" dos grupos E e C (Figura 9).

C. limicola | Br. inens
L. iry
D. hafniense
5. fumaroxidans
Dea. desulfuricans
Burkholderia sp.
M. meninigitidis
A_ vinelandii
B. subtilis
Marinomonas sp.
Mi. degradans L
. loihionsi M. meningitidis
Al amylolytica
Ha. elongata
L. interrogans
V. cholerasa
H. chejuensis ¥. pseudotuberculosis
Mea. capsulatus
Br. linens
Bh. sphaemides
. Marinomonas sp.
P°. heminoscers | Sulfitobacter sp.
Y. pestis | Rh. sphaercides
E. carotovora |
E. coli
V. cholerasa | S. glossinidius
A. pleuropneumoniag|
A. farmraducens

Figura 9. Representacdo ilustrativa da relagdo entre varios antiporters do tipo Nha distribuidos em diferentes grupos.
As ORFs NMB0536 e NMB0570 que codificam os antiporters Na*/H* de N. meningitidis, estdo diferentemente
agrupados, NhaC e NhaE respetivamente. Esta imagem foi retirada da Figura 4 de Melo et al. 2006.

Decidiu-se estudar as duas ORFs, NMB0570 e NMB0536, para confirmar que
codificam proteinas com atividade de antiporter Na*/H*, através de uma abordagem de

expressao e caracterizacdo funcional. O melhor conhecimento destes dois antiporters
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Na'/H" vai permitir perceber o seu papel em N. meningitidis, bem como a médio prazo
podera contribuir para o entendimento da relacdo entre as proteinas transportadoras de

Na’ e a patogenicidade da bactéria.

Durante este trabalho, os dois genes, entretanto clonados em plasmideos pISC-2,
foram transformados numa estirpe de E. coli deficiente em antiporters Na*/H", e por
isso, incapaz de resistir a concentracdes maiores que 200 mM de NaCl e 10 mM de
LiCl, a estirpe E. coli KNabc (Nozaki et al. 1996). Desta forma, pretendeu-se verificar
se a expressdo de cada um dos antiporters Na*/H" de N. meningitidis, em E. coli KNabc,
permite que esta estirpe, resista quando exposta a concentragdes de Na* e Li* superiores
ao seu limite de resisténcia, verificando-se também a variacdo do crescimento em
funcdo do pH do meio de cultura. Entretanto, efetuou-se uma abordagem a nivel
molecular do transporte de ides, Na* e Li*, com a caracterizagdo da atividade de
Na*(Li*)/H" em vesiculas invertidas de E. coli KNabc, com os antiporters Na*/H*
previamente expressos. A atividade de antiporter Na'(Li*)/H* do NmNhaE, permitiu
calcular os parametros cinéticos, K, € Vmax, bem como verificar a influéncia do pH na
atividade dos dois ides, Na* e Li*. A caraterizacio do NmNhaE foi realizada em
colaboracdo com o Pedro Sousa (Sousa et al. 2013), sendo importante realcar que,
apenas nesta etapa houve colaboracéo de outro investigador. Além disso, foram também
ao longo deste trabalho construidos 10 mutantes pontuais do gene que codifica o
NmNhaE, inserido no plasmideo pISC-2. Estas mutacGes foram efetuadas em residuos
de aminoacidos selecionados por se julgar serem importantes na funcdo do
transportador, ou a nivel do mecanismo de transporte de Na® ou Li* através da
membrana, ou ainda a nivel da sua resposta a variacdo do pH. Os testes realizados
nestes mutantes pontuais foram semelhantes aos usados para testar a funcionalidade do
NhaE selvagem. Os plasmideos que possuem os mutantes do NhaE foram
transformados em E. coli KNabc, tendo-se testado a sua resisténcia ao NaCl a diferentes
valores de pH. Foram igualmente determinadas as suas atividades de antiporter Na'/H"
calculando os parametros cinéticos, K e Vmax, assim como a amplitude da atividade de
antiporter Na'/H" de cada residuo de amino acido a diferentes valores de pH. Esta
experiéncia foi realizada em vesiculas invertidas de E. coli KNabc onde foi induzida a

expressdo de cada mutante.
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3.1. Caracterizacéo dos antiporters Na'/H" de N. meningitidis

3.1.1. Antiporter NhaC de N. meningitidis

3.1.1.1. Resisténcia ao Na* de E. coli KNabc onde foi induzida a expressdo do
NmNhaC

Para a caracterizacdo do antiporter NhaC de N. meningitidis, E. coli KNabc foi
transformada com o plasmideo pISC-2 onde a ORF NMB0536, codificante do NhaC de
N. meningitidis, foi inserida (E. coli KNabc_plSCnhaC). E. coli KNabc foi também
transformada com o pISC-2 (E. coli KNabc_plISC) e usada como controlo negativo,
quando sujeito a 340 mM de NaCl, e como controlo positivo quando crescida em LBK.
Os transformantes foram crescidos em meio LBK liquido com 340 mM de NaCl aos

valores de pH 6.5, 7 e 8, tendo sido previamente expressos.

Observou-se que este antiporter € capaz de complementar a estirpe E. coli
KNabc em 340 mM de NaCl para todos os pH testados (Figura 10). E. coli KNabc onde
a expressdo do NmNhaC foi induzida, cresce melhor em meio LBK liquido a pH 7
(Figura 10), observando-se que o crescimento é retardado a pH 8 (Figura 10). Pode
constatar-se também que, apesar de haver um menor crescimento a pH 8, este é duas

vezes superior em relacdo ao controlo positivo, E. coli KNabc_pISC em LBK.
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Figura 10. Representaco gréfica da resisténcia de E. coli KNabc ao Na* em meio LBK com NaCl, onde a expressdo
do NmNhaC foi induzida,. E.coli KNabc onde o NmNhaC foi expresso é capaz de resistir em NaCl 340 mM aos
valores de pH 6.5 7 e 8. E.coli KNabc_pISCNhaC (===); Controlo negativo, E.coli KNabc_pISC em meio LB340
mM (===); Controlo positivo, E.coli KNabc_pISC em meio LBK (—=—).
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3.1.1.2. Atividade de Na*/H"

A atividade de antiporter Na’/H" do NmNhaC, foi testada em vesiculas
invertidas de E. coli KNabc onde o antiporter NhaC foi previamente expresso.
Inicialmente, efetuou-se um ensaio controlo, apenas com a adi¢do de 10 mM de lactato
de K™ e CCCP, para verificar que o quenching gerado pelo lactato era estavel durante o
tempo necessario para o ensaio, de modo a ndo influenciar o dequenching desencadeado

pela adicdo do Na* (Figura 11.A).

Verificou-se que a adicdo de 10 mM de lactato originou o quenching da
fluorescéncia, como explicado anteriormente (seccdo 2.5.3), mas apos a adicdo de NaCl
ndo se observou qualquer dequenching, resultante da atividade de antiporter Na*/H", a
pH 7 e 7.5 (Figura 11.B).
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Figura 11. Ensaio da atividade de transporte de Na" em vesiculas invertidas de E. coli KNabc onde a expressdo do
NmNhaC foi induzida. Ndo se verificou atividade de Na*/H" em vesiculas de E. coli KNabc onde o NmNhaC foi
expresso a pH 7. A adigdo de lactato de K™ originou o quenching da fluorescéncia e o0 CCCP originou o dequenching
da fluorescéncia previsto. As setas indicam a altura em que os reagentes sao adicionados a mistura de reagéo, como
descrito na seccdo 2.5.3. A- Ensaio controlo, com adigio de lactato de K* e CCCP. B — Ensaio com a adigéo de
NaCl, mas sem resposta de antipoter Na*/H" visivel. O mesmo sucedeu a pH 7.5. 5
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3.1.2. Antiporter NhaE de N. meningitidis

3.1.2.1. Resisténcia ao Na* e Li" de E. coli KNabc onde foi induzida a expressdo do
NmNhaE

Para a caracterizacdo do NmNhaE, E. coli KNabc foi transformada com o
plasmideo pISC-2 onde a ORF NMBO0570, codificante do NhakE de N. meningitidis, foi
inserida (E. coli KNabc_plISCnhaE). O pISC-2, sem inserto, foi transformado em E. coli
KNabc e utilizado como controlo negativo quando exposto a NaCl ou LiCl, ou como
controlo positivo quando E. coli KNabc_pISC foi crescida em meio LBK. A estirpe E.
coli K-12 foi também usada como controlo positivo. Anteriormente ao teste a
resisténcia ao NaCl e LiCl, a expressdo dos transformantes foi induzida com 15 mM de
arabinose. Testou-se inicialmente a complementacdo de E. coli KNabc_pISCnhaE, E.
coli KNabc_pISC e E. coli K-12 monitorizando o crescimento em meio LBK liquido,
contendo NaCl 340 mM (Figura 12.A) e LiClI 200 mM (Figura 12.B), durante
aproximadamente 12 horas. Com o intuito de verificar se E. coli KNabc_pISCnhaE
conseguia resistir a concentracdes mais elevadas de NaCl e LiCl em diferentes pH,
foram efetuadas experiéncias em meio sélido, a pH 6.5, 7 e 8, com NaCl 1.0 M,e 1.5 M
para pH 7, e LiCl 0.4 M. Posteriormente, a variacdo do crescimento em funcéo do pH
do meio, foi observada em meio liquido a pH 6.5, 7 e 8 em NaCl 0.7 M e 1.0 M,

monitorizando as curvas de crescimento durante aproximadamente 12 horas.

Constatou-se que 0 NmNhaE consegue conferir resisténcia ao Na" e ao Li* a
uma estirpe de E. coli em que os antiporters NhaA, NhaB e ChaA foram deletados
(Figura 12 e 13), entre pH 6.5 e 8 (Figura 13). Observou-se que o crescimento atinge
uma ODgq final mais elevada a uma maior concentracdo de NaCl, do que a uma menor
concentragdo de LiCl (Figura 12). A concentragéo de NaCl de 0.7 M, o crescimento da
bactéria varia consoante o pH, sendo o seu méximo atingido a pH 7 (Figura 13.A). A
uma concentracdo de NaCl de 1.0 M observou-se que o crescimento é duas vezes
inferior do que a 0.7 M, e contrariamente, ndo se verificou diferengas na taxa e
amplitude dos crescimentos a diferentes valores de pH (Figura 13.B). E importante
referir que, a sobrevivéncia chega a ser visivel em concentra¢cdes muito elevadas, como

em NaCl 1.5 M, concentragéo a qual E. coli K-12 ndo sobrevive (Tabela 5).
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Figura 12. Representagdo gréfica da resisténcia de E.coli KNabc ao Na* em meio liquido, a pH 7, com NaCl e LiCl,
onde a expressdo do NmNhaE foi induzida. A- NaCl 340 mM ; B- LiCl 200 mM. E.coli KNabc_pISCnhaE

(—e—); Controlo negativo, E.coli KNabc_pISC (=#==): Controlo positivo, E.coli K-12 (——).
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Figura 13. Representacio grafica da resisténcia de E.coli KNabc ao Na*, em meio liquido, com elevadas
concentracBes de NaCl, a diferentes valores de pH, onde a expressdo do NmNhak foi induzida. A- NaCl 0.7 M; B-
NaCl 1.0 M. E.coli KNabc_plSCnhaE pH 6.5 (===); E.coli KNabc_pISCnhaE pH 7 (=&—); E.coli
KNabc_plSCnhaE pH 8 (=&=).
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Tabela 5. Resisténcia ao Na" e Li* de E. coli KNabc onde a expressio do NmNhaE foi induzida, em meio solido
a valores de pH 6.5, 7 € 8.

pH 6.5 pH7 pH 8
NaCl (M) 1.0 1.0 15 1.0
KNabc_plISC - - - -
KNabc_plSCnhaE + ++ ++ ++
E. coli K-12 + ++ - -
LiCIl (M) 0.4 0.4 0.4
KNabc_plISC - - -
KNabc_plISCnhaE ++ ++ ++
E. coli K-12 ++ ++ _

+ Cresceu pouco; ++ Cresceu muito; - néo cresceu

3.1.2.2. Caracterizagdo cinética do transporte de ides Na* e Li*

A atividade de antiporter Na*/H" e Li*/H" do NmNhaE, foi medida em vesiculas
invertidas preparadas de E. coli KNabc_plSCnhaE. Através desta técnica, foi-nos
possivel observar a atividade de antiporter Na'/H* deste transportador, seguindo o
dequenching da fluorescéncia do laranja de acridina ap6s a adicio dos catides Na* e Li",
a diferentes concentragdes (Figura 14.A) (0.1 mM, 0.3 mM, 0.5 mM, 0.7 mM, 1mM,
1.5 mM, 2.5 mM, 4 mM e 6 mM). Os pardmetros cinéticos do antiporter, obtidos a pH 7
e 7.5, foram extrapolados através de um grafico de Linewearver-Burk (Figura 14.B),

construido a partir da linearizacdo do grafico de Michaelis-Menten.
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Figura 14. Caracterizagdo cinética do NmNhaE. A- Ensaio de transporte de E.coli KNabc onde a expressdo do
NmNhaE foi previamente induzida, realizado a pH 7. A atividade de antiporter Na*/H" aumenta como aumento da
concentracdo de NaCl, adicionada até uma concentragdo saturante do ido. O mesmo sucede para o LiCl e para pH
7.5. A adigdo dos reagentes esta indicada na figura. Adicao de 0.1 mM de NaCl (esss=); 0.5 mM de NaCl ( ); 4
mM de NaCl (emmmm). B- Grafico a partir do qual foram extrapolados os parametros cinéticos, V. € K, para o
Na*do NmNhaE a pH 7.
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Verificou-se que o NmNhaE possui um Ky, para o Na* de 0.24 + 0.07 mM, a pH
7ede0.14+£0.04,apH 7.5 eum Vpy de 32 £ 10 %DQ e de 16 + 3 %DQ,apH 7e 7.5,
respetivamente. O K, para a ligagio do i%o Li* é de 0.62 + 0.07 mM, apH 7 e de 0.45 +
0.13mM, apH 7.5, e 0 Vmax €de 19 £+ 1 %DQ e 11 £ 1 %DQ, para pH 7 e pH 7.5,
respetivamente (Tabela 6) (Sousa et al. 2013).

Tabela 6. Parametros cinéticos do NmNhaE em E. coli KNabc, onde a expressao do NhaE foi previamente induzida.
(Adaptado de Sousa et al. 2013)

NacCl LiCl
K (mM) 0.24 +0.07 0.62 + 0.07
pH7
Vinax (Y0DQ) 32+10 19+1
K (mM) 0.14 +0.04 0.45+0.13
pH 7.5
Vinax (Y0DQ) 16+£3 11+1

3.1.2.3. Variacéo da atividade de antiporter Na*(Li*)/H" em func&o do pH

A atividade de antiporter Na*/H" foi medida em vesiculas invertidas de E. coli
KNabc onde a expressdao do NmNhaE foi previamente induzida, a diferentes valores de
pH, apbs a adicdo de 4 mM de NaCl e LiCl (Figura 15). Observou-se que 0 NmNhaE
tem um perfil de atividade idéntico para ambos os iGes. A atividade de antiporter foi
observada de pH 6.5 a 9. Verificou-se ainda que a pH 7 a atividade é maior, sendo esta a
atividade 6tima de translocacio dos ides Na* e Li*. A pH 6.5, a atividade ¢ inferior aos
restantes valores de pH, sendo que a partir de pH 7 a atividade diminui até pH 8.5,
subindo novamente a pH 9 (Figura 16).
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Figura 15. Representagéo gréfica da variacio da atividade de antiporter Na*/H* do NmNhaE de acordo com o pH
e com a adicdo de 4 mM de NaCl em vesiculas invertidas de E. coli KNabc onde a expressdo do NmNhaE foi
induzida. Observa-se que as maiores atividades de antiporter Na*/H" pertencem aos valores de pH 7 e 9.A adigéo
dos reagentes esta indicada na figura. pH 6.5 (====); pH 7 (=====); pH 7.5 (emm==); pH 8 (====); pH 8.5 (emm=);
pH 9 (=——). Para o ido LiCl adicionou-se a mesma concentracdo de 4 mM, tendo-se observado um resultado
semelhante, ndo representado nesta figura.
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Figura 16. Representacdo grafica da variagéo da atividade de antiporter Na*/H* do NmNhaE
de acordo com o pH. Variacéo da atividade com adi¢do de 4 mM de LiCl (™). Variacéo da
atividade com adi¢do de 4 mM de NaCl (). (Adaptado de Sousa et al. 2013)
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3.1.3. Introducdo de mutacgdes pontuais no gene nhakE codificante do
NmNhaE

Procedeu-se ao estudo da importancia funcional e estrutural de residuos
selecionados do NmNhaE, através da introducéo de mutagcfes pontuais na sua sequéncia
codificante, por mutagénese dirigida. Foram selecionados 10 residuos de aminoécidos,
apos a comparacgdo de alinhamentos entre sequéncias de aminoacidos do NmNhaE com
outros antiporters deste, e de outros grupos, considerando também trabalhos anteriores
que associam residuos especificos a estrutura, atividade ou resposta ao pH em

antiporters Nha de outros organismos.
3.1.3.1. Selecdo de residuos de aminoacidos

Foram realizadas duas comparacGes de sequéncias de aminodacidos: i) A
sequéncia de aminoacidos do NmNhaE foi comparada com as sequéncias de
aminoéacidos de alguns antiporters pertencentes aos tipos NhaA, NhaB, NhaC , NhaD e
NhaE (ver Anexo 1), onde estudos deste tipo ja foram realizados. ii) Comparou-se as
sequéncias de aminoacidos de 50 proteinas com elevada similaridade com o NmNhaE e
por isso considerados hipotéticos antiporters NhakE (ver Anexo 2). Da analise destes
dois alinhamentos foram selecionados 10 residuos de aminoacidos para mutagénese
dirigida, de forma a estudar o seu envolvimento na estrutura e funcionamento da
proteina. O primeiro alinhamento identificou 0 G174 e o V258 (Figura 17), o primeiro
conservado em 19 das 20 sequéncias analisadas (95,0%), e na posi¢do do segundo,
observa-se sempre a presenca de um residuo hidrofébico em todas as sequéncias
analisadas (20 sequéncias, 100%) (Ver Anexo 1). Uma vez que sdo residuos
conservados em antiporters de grupos diferentes, é possivel supor que estes residuos
estardo envolvidos no mecanismo do transporte de Na*. Entre antiporters do tipo NhaE,
pode-se observar a conservacao de alguns residuos acidicos, dos quais foram escolhidos
0 E91 e 0 D182 (Figura 18), que por terem carga negativa poderdo estar envolvidos no
mecanismo de translocacdo do ido Na*. O residuo E91 encontra-se conservado em 42

das 50 sequéncias do alinhamento (84,0%), sendo necessario evidenciar que nas
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restantes sequéncias (8/50, 16,0%), na mesma posicao, foi identificado igualmente um
residuo acidico, o aspartato (ver Anexo 2). Ja o residuo D182 encontra-se conservado
em todas as sequéncias (100%) (ver Anexo 2). Além disso, estes dois residuos de
aminoacidos sdo também conservados no VcNhaD, E100 e D199, respetivamente.
Neste antiporter de V. cholerae a mutacdo E100A originou uma proteina com menor
atividade de antiporter Na*/H" e um perfil de pH alterado para shift alcalino, enquanto
D199A provocou a inativacio do antiporter para o Na’ e para o Li*. Foi também
escolhido outro residuo de glicina, G413 (Figura 18), por se pensar estar envolvido na
translocacdo do Na'. G413 é conservado em 43 das 50 sequéncias analisadas entre
NhaEs (ver Anexo 2), e também conservado em E. coli (G338), onde se verificou que a
mutacdo para serina provocou um shift no perfil de pH, para um valor de pH mais acido
(Rimon et al. 1998), e H. pylori (G385), onde o mesmo tipo de mutagdo originou uma
proteina sem atividade (Tsuboi et al. 2003). Por fim, para identificar residuos que
pudessem estar envolvidos na resposta ao pH, optou-se por escolher residuos que
estivessem proximo de um pK, fisiologico (Padan et al. 2004; Habibian et al. 2005).
Além disso, em E. coli um residuo de histidina, H225, foi extensivamente associado a
resposta ao pH, capaz de alterar o perfil de pH do EcNhaA para pH acidico, quando
mutado para arginina (Gerchman et al. 1993; Padan et al. 2004). Posteriormente, outros
residuos de histidina foram também associados a dependéncia do pH noutros
organismos, como H233 no HpNhaA (Tsuboi et al. 2003) e H93 e H210 no VcNhaD
(Habibian et al. 2005) e mais recentemente as H87 e H88 foram também estudadas no
NhaH de H. dabanensis (HdNhaH), tendo-se verificado que causavam um shift acidico
no perfil de pH (Jiang et al. 2013). Por isso, da mesma comparagdo de sequéncias,
foram também selecionados cinco residuos de histidina com o intuito de compreender
se existe alguma relacdo entre estes residuos e a sua resposta ao pH. Os residuos
escolhidos foram H161, H201, H272, H356, H361 (Figura 18), conservados em 35
(70,0%), 32 (64,0%), 2 (4,0%), 9 (18,0) e 1 (2,0%) das 50 sequéncias, respetivamente

(ver Anexo 2).
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Figura 18. Comparagdo entre se

quéncias de aminodcidos do NmNhaE e algumas sequéncias similares
consideradas hipotéticos NhaEs. Destacados a vermelho encontram-se os residuos de aminoacidos escolhidos para
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mutagénese dirigida. A verde, esta representada a sequéncia de aminoacidos do antiporter NhakE de N. meningitidis.

A preto, encontram-se os residuos de aminoacidos totalmente conservados em todas as sequéncias comparadas. A

graduacéo da cor cinzenta reflete diferentes niveis de conservagao dos residuos, conservado do mais escuro para o
mais claro (Alinhamento completo disponivel no Anexo 2) (Ver Anexo 3 para correspondéncia de codigo de uma
letra de cada aminoacido).
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Foi efetuada uma analise topoldgica do NmNhaE através do programa TopCons,
que utiliza a combinacdo de véarios outros programas de previsdo topoldgica no seu
algoritmo (Bernsel et al. 2009). Com este tipo de programa é possivel prever o nimero
de hélices transmembranares, a posicdo do C e do N-terminal fora da membrana e
também a localizagdo de residuos de aminoacidos selecionados. Esta andlise sugere que
0 NhaE possui 11 TMS, com o N-terminal localizado no citoplasma e o C-terminal no
periplasma (Figura 19). A verificar-se, trata-se de uma topologia diferente do Unico
antiporter cuja estrutura foi até agora resolvida, o ECNhaA, que € constituido por 12
TMS, com o N e o C-terminal situados no citoplasma (Hunte et al. 2005). Outros
programas revelaram uma topologia diferente, como é o caso do programa TMHMM,
que indica 12 TMS, com N e C-terminal no citoplasma, ou o0 programa TM-Pred que

revela 13 TMS, com o N-terminal no citoplasma e o C-terminal no periplasma.

Nt

Citoplasma \ /\:91 m m

28 77 92 145 }111681 221 252 304 325 423 448

I I (IO | IV | V| VI | VID (VT [ IX] X | | XI
G174

48 57 102 125 180 201 272 284 345 403 468

Espago N 182 U !
periplasmatico HB56 Ct

Figura 19. Representacéo da topologia do NmNhaE, com 11 TMS, calculado pelo programa TopCons (Bernsel et
al. 2009). A cores estdo representadas as posi¢Oes dos residuos que foram selecionados para a mutagénese dirigida.
A vermelho, os residuos que poderéo estar envolvidos no mecanismo de translocacdo do Na*. A verde, os residuos
que poderdo estar envolvidos no mecanismo do pH (Adaptado de Sousa et al. 2013).

De acordo com a previsédo, os residuos de aminoacidos com carga negativa E91
e D182 estdo localizados em loops hidrofilicos, em fronteira com o TMS Ill e TMS V,
respetivamente (Figura 19). Os residuos de histidina H161, H201 e H272 encontram-se
dentro dos TMS V, VI e VII, também em fronteira com os loops IV, V e VII,
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respetivamente (Figura 19). Por sua vez, os residuos G174, V258 e G413 encontram-se
dentro dos TMS V, VII e X, respetivamente. Os dois restantes residuos de histidina
H356 e H361 encontram-se num grande loop hidrofilico existente entre 0 TMS IX e X,

situado do lado periplasmico da membrana (Figura 19).

De acordo com as razdes enunciadas, 0s aminoacidos selecionados para mutacéo
foram os E91, H161, G174, D182, H201, V258, H272, H356, H361 e G413 (Tabela 7).
Os aminoéacidos substituintes, foram selecionados e introduzidos na sequéncia selvagem
por mutagénese dirigida. A selecdo teve como base alguns critérios. Os residuos foram
substituidos por grupos que alterassem a propriedade da cadeia lateral sem alteracdo do
tamanho. Assim, os residuos E91 e D182 foram mutados para glutamina (E91->Q91) e
asparagina (D182->N182), respetivamente, de modo a perderem a sua carga negativa
do grupo carboxilico, por substituicdo de um grupo amida. Assim sera possivel verificar
se 0 grupo carboxilo é importante na constituicdo dos residuos de aminoacido. As
histidinas foram substituidas por leucinas (H161->L161, H201->L201, H272->L272,
H356->L356 e H361->L361), fazendo com que a carga positiva da cadeia lateral
deixasse de existir, sem alterar subjetivamente o seu tamanho. As glicinas 174 e 413
foram substituidas por serinas (G174->S174 e G413->S413), possuindo agora uma
cadeia lateral polar. O mesmo acontece com a valina 258, substituida por treonina
(V258->T258). A sua cadeia lateral apolar foi substituida por uma cadeia lateral polar,
que em principio ndo afetara o seu tamanho. A mutagénese dirigida originou os
mutantes designados por E91Q, H161L, G174S, D182N, H201L, V258T, H272L,
H356L, H361L e G413S.
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Tabela 7. Principais caracteristicas dos 10 residuos de aminoacidos selecionados para mutagéo no NhakE.

Caracter

. - N . Conservacdo Conservagao Provéavel
Residuos  Posicao Mutacado daL;:tgcrj:Ila em Nhak em Nha Funcao
Loop,
entre a - . . Translocag&o
E91 L% E915Q1 Acidico  42/50 (84%)  6/20 (30%) o Na*
e lll
H161 Hi'/'ce H161>L161  Bésico 35/50 (70%)  3/20 (15%) Res";:lta a0
G174 H‘i'/'ce G174>S174  Hidrofébico  50/50 (100%)  19/20 (95%) Tragg'&‘;ﬁgao
Loop,
entre a .~ 0 0 Translocagéo
D182  g.o% DIB2INIB2  Acidico  50/50 (100%)  11/20 (55%) o Mok
e Vi
H201 Hf/'l'ce H201>L201  Bésico 32/50 (64%) 4120 (20%) Res";ljta a0
Hélice . L .Res“?'“f’ _Resic,ju_o Translocagao
V258 VI V258->T258 Hidrofdbico hidrofdbico hidrofdbico de Na*
49/50 (98%)  20/20 (100%)
ez PO HaasLaze Bésico 2050 (4%)  1/20 (5%) ReSpF‘)"jta 20
Loop,
H3se ~ SNU€a  ases) 356 Basico 9/18 (18%) 1/20 (5%)  Hespostaao
hélice pH
IX e X
Loop,
H361 ir;tlrlij H361>L361  Bésico 1/50 (2%) 1/20 (5%) Res";ljta a0
IX e X
G413 H‘;i'ce G413>S413  Hidrofobico  43/50 (86%)  11/20 (55%) Tragz'ﬁz’l‘?ao
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3.1.4. Anélise dos mutantes pontuais do NmNhaE

3.1.4.1. Resisténcia ao Na*

Com o intuito de verificar as diferencas existentes na resisténcia ao NaCl, a
diferentes valores de pH, do antiporter NhaE, apos a introducdo de mutagdes pontuais
no gene nhak, E. coli KNabc foi transformada com o plasmideo pISC_nmnhaE
contendo as diferentes mutagOes pontuais referidas na sec¢do 3.1.3.1. O pISC-2 e 0
pISC_nmnhaE foram ambos transformados em E. coli KNabc (E. coli KNabc_pISC e E.
coli KNabc_pISCnhaE) e usados como controlo negativo e positivo, respetivamente. Os
transformantes foram crescidos em meio LBK liquido com NaCl 500 mM a valores de
pH 6.5, 7 e 8, e a indug&o dos antiporters NhaE foi conseguida pela adi¢cdo de 15 mM de

arabinose, como descrito anteriormente (Material e Métodos — seccdo 2.4.3.).

Verificou-se que a maior parte dos mutantes selecionados, permitem que a
estirpe E. coli KNabc cresca nestas condicbes (Figura 20), indicando que os residuos
E91, D182, H272, H356, G413, H161, V258 e H361 ndo serdo importantes para a
atividade de Na'/H". A excecdo é feita aos mutantes G174S e H201L, que ndo
cresceram em NaCl 500 mM, a qualquer um dos valores de pH testados (Figura 20). As
células E. coli KNabc onde a expressao dos mutantes D182N, H272L, H356L, G413S e
H161L foi induzida, exibem um perfil de crescimento em NaCl 500 mM semelhante ao
NhaE selvagem (Figura 20), isto é, a pH 7 apresentam um crescimento mais elevado e a
pH 8 apresentam menor crescimento. No dltimo mutante referido ndo existe grande
diferenca entre o crescimento a pH 6.5 e 7. Observou-se que tal como em E. coli
KNabc, que expressa o NhaE selvagem, todos os mutantes que permitem E. coli KNabc
resistir em NaCl 500 mM apresentam um crescimento mais baixo a pH 8, ou seja, uma
ODgqo inferior. No entanto, em alguns casos, a diferenca entre a ODggo @ pH 8 em
relacdo ao valor da ODggo a pH 6.5 e 7 € menor, que a diferenca observada no NhaE
selvagem (Figura 20). S&do os casos dos mutantes pontuais H161L, D182N, V258T,
H356L e G413S. Por outro lado, as células E. coli KNabc que expressam 0s mutantes
H361L, V258T e E91Q, apresentam um perfil de pH diferente (Figura 20). Se no

primeiro, a diferenca de ODgqo final do crescimento entre pH 6.5 e 7 ndo existe, nos dois
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ultimos o crescimento a pH 6.5 é maior que a pH 7, sendo bastante evidente no mutante
E91Q, em que a ODggoa pH 6.5 € maior um valor que a pH 7.

8,0 -
6,0
2 4,0
)
2,0 ;
' : 36110 138
0 - - ' H356L

0 -
6. H272L
PH 6.5 - o V2T
PH 7 G17agD 182N
pH 8 ' HI61L
- E91Q
NhaE

Figura 20. Representagio grafica da resisténcia de E. coli KNabc ao Na*, em meio liquido, com NaCl, a diferentes
valores de pH, onde a expressdo dos mutantes do NmNhaE foi induzida. A maioria dos mutantes do NmNhaE que
estdo expressos em E. coli KNabc conseguem resistir em NaCl 500 mM, aos pHs 6.5, 7 e 8, apenas os mutantes
G174S e H201L ndo crescem nestas condigdes. Esta representado o valor medido da ODgg a0 fim de 12 horas de
crescimento de E. coli KNabc.

3.1.4.2. Caracterizagdo cinetica dos mutantes pontuais do NmNhaE

Procedeu-se a caraterizacdo cinética dos mutantes pontuais do NmNhaE capazes
de conferir resisténcia a0 Na* a estirpe de E. coli KNabc, medindo-se a atividade de
antiporter Na*/H", a pH 7, em vesiculas invertidas de E. coli KNabc onde a expresséo
dos transportadores mutantes pontuais foi induzida, da mesma forma como se procedeu
para a expressdo da proteina selvagem e descrito anteriormente (Material e Métodos —
seccdo 2.4.3.). Nos mutantes H161L, D182N, H356L e G413S ndo se observou
qualquer atividade de transporte. Determinou-se a amplitude do transporte em resposta
a adicdo de diferentes concentracdes de NaCl a pH 7 (Figura 21), para 0s mutantes
E91Q, H272L, V258T e H361L. A amplitude determinada para cada concentracdo de
NaCl resultou numa cinética de Michaelis-Menten para cada mutante (Figura 22.A), que
por linearizacdo originou o grafico de Linewear-Burk (Figura 22.B) do qual pode-se
extrapolar os parametros cinéeticos Vmax € Ky, (Tabela 8).
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Figura 22. RepresentacOes dos graficos a partir do qual sdo calculados os parametros cinéticos. Foram efetuadas
duas réplicas bioldgicas para cada mutante, e pelo menos trés replicados técnicos. A- Cinética de Michaelis-
Menten. B- Gréafico de Linewearver-Burk. Mutante E91Q (M); Mutante V258T (4); Mutante H272 (#); Mutante

H361L (®).
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Apo6s o céalculo dos parametros cinéticos, verificou-se que o mutante H272L
mostra um Ky, de 0.41 mM e um Vpa de 11.8 £ 0.3 %DQ (Tabela 8). O K, deste
mutante é duas vezes superior ao K, do selvagem. Pelo contrario, os restantes mutantes,
E91Q, V258T e H361L apresentam valores de K semelhantes ao do selvagem. O
primeiro tem um K de 0.25 mM e os restantes de 0.32 + 0.06 mM (Tabela 8). A
diferenca em relacdo ao selvagem estd no Vmax (12.3 %DQ) que é quase duas vezes
inferior nestes mutantes, 6.3 = 0.4 %DQ, 7.9 £ 0.6 %DQ e 7.6 %DQ (Tabela 8),

Tabela 8. Parametros cinéticos dos mutantes pontuaisPéd8Mnakrealcimioeosara o Na*. Estes parametros foram

1 lagdl | A | [ 140 9290
CarlurauUsapartm uusyrarntus tas T Tyuras 14D 22D,

pH7 pH 7.5
K (MM) Vinax (%DQ) Km (mM) Vinax (%DQ)
NhaE 0.24+0.07 32+10/12.3* 0.14+0.04 163
E91Q 0.25 6.3+0.6 ND ND

respetivamente.
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H161L
G174S
D182N
H201L
V258T
H272L
H356L
H361L
G413S

SA
SA
SA
SA
0.32+0.06
0.41
SA
0.32+0.06
SA

SA
SA
SA
SA
7.9+0.6
11.8+0.3
SA
7.6
SA

ND
ND
ND
ND
ND
ND
ND
ND
ND

ND
ND
ND
ND
ND
ND
ND
ND
ND

SA- sem atividade; ND- ndo determinado; * V,.x calculado como controlo para as experiéncias dos mutantes do

NmNhaE.

3.1.4.3. Efeito das mutacdes na resposta do NmNhaE ao pH

Determinou-se a atividade de antiporter Na'/H* para os varios mutantes a

diferentes valores de pH (6.5-9), em resposta a adicdo de NaCl 4 mM as vesiculas

invertidas de E. coli KNabc onde a expressdo dos mutantes do NmNhaE foi induzida.

Tal como anteriormente, nem todos 0s mutantes apresentaram atividade de antiporter
Na'/H". As atividades foram medidas nos mutantes E91, V258T e H272L, apH 7 e 7.5.

Dos resultados obtidos, observou-se que existem diferengas nestes mutantes em relacéo

ao NmNhakE selvagem, para as atividade a pH 7 e 7.5 (Figura 23). Os mutantes V258T e

H272L apresentam uma atividade de antiporter Na*/H" a pH 7.5 inferior ao selvagem,

12

10
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verficada principalmente no mutante V258T, que também tem atividade de antiporter
Na'/H" inferior & do NhaE selvagem a pH 7. Por outro lado, o mutante E91Q tem uma
atividade de antiporter Na*/H" inferior a pH 7, em comparagdo com o NhaE selvagem,

contudo parecida a atividade do NhaE selvagem a pH 7.5 (Figura 23).

Figura 23. Representacdo grafica da variagio da atividade Na*/H* do NhaE e seus mutantes a pH 7
e 7.5. NhaE (= £ -); E91Q (- €~ -); V258T (= %\~ -); H272L (- <- -).
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4.1. Discussao

4.1.1. Expresséo dos antiporters NmNhaC e NmNhaE em E. coli KNabc

O estudo que envolveu os dois antiporters Na*/H* de N. meningitidis, NhaC e
NhaE, revelou que existem algumas diferencas em relagdo a sua tolerancia ao NaCl, que
nos permitem afirmar que o NmNhaE é o antiporter Na*/H" principal do tipo Nha em N.
meningitidis. De facto, quando a expressdo do Nhak foi induzida em E. coli KNabc,
observou-se que o crescimento em meio LBK liquido, com NaCl 340 mM a pH 7,
atingiu uma ODggo de 8 apds 12 horas de crescimento (Figura 12.A). Nas mesmas
condicdes, verificou-se uma ODggo de 5 num crescimento de E. coli KNabc onde foi
induzida a expressao do NhaC (Figura 10), o que indica que o NhaE é mais ativo que o
NhaC, nestas condicGes. O perfil de crescimento da estirpe KNabc onde a expressao do
NmNhaE foi induzida varia com o pH, atingindo uma maior taxa e amplitude de
crescimento a pH 7 (Figura 13.A). O mesmo sucede quando a expressdo do NmNhaC é
induzida, apresentando melhor performance de crescimento a pH 7 (Figura 10), mas
sempre inferior a performance observada quando a expressdo do NmNhak é induzida. A
sensibilidade ao pH sugere que estes transportadores sdo importantes na manutengéo do
pH interno de N. meningitidis. A uma concentracdo de NaCl 0.7 M ainda se observa
esta variacdo do perfil de crescimento em funcdo do pH, o que ndo se verifica a NaCl
1.0 M (Figura 13.B), provavelmente porque a esta concentra¢do, o transportador se
encontra saturado. A resisténcia conferida pelo NhaE a estirpe KNabc a elevadas
concentracdes de NaCl e a larga gama de valores de pH a qual esta cresce, sugerem que
este antiporter Na'/H" desempenhara um papel importante na resisténcia ao Na*, que Ihe

podera permitir invadir ambientes onde outras bactérias ndo conseguem sobreviver.

Quando a sua expressdo € induzida, o NhaE também € capaz de conferir
resisténcia ao Li* & estirpe KNabc. Quando o NmNhaE é expresso, a E. coli KNabc é
capaz de sobreviver pelo menos até de 0.4 M de LiCl entre pH 6.5 e 8, condi¢des onde
E. coli K-12 ndo cresce. As concentracdes usadas de LiCl sdo inferiores as usadas de

NaCl, dado que o Li* é mais toxico para a célula que o Na* (Figura 12, secgdo 3.1.2.1).
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4.1.2. Atividade de antiporter Na*/H* em vesiculas invertidas de E. coli KNabc

Com o estudo da atividade de antiporter Na'/H* em vesiculas invertidas de E.
coli KNabc, procurou-se aprofundar o conhecimento sobre a cinética dos antiporters
Na’/H" de N. meningitidis. Para 0 NmNhaC, nio foi possivel observar atividade de
antiporter Na*/H" ap6s a adicdo de NaCl as vesiculas invertidas de E. coli KNabc onde
foi induzida a expressdo do NmNhaC. Contudo, uma vez que o NmNhaC confere
resisténcia ao Na" & E. coli KNabc, a falta de atividade ndo indica que a proteina nio
estd funcional. Além disso, ndo podemos descartar a hipotese deste transportador

permutar outros ides.

O NmNhaC foi comparado com outro antiporter Na*/H* do mesmo grupo,
revelando algumas diferencas. O NmNhaC permite que E. coli KNabc cresga NaCl
entre pH 6.5 e 8, enquanto o NhaC de Bacillus sp. G1 confere resisténcia entre pH 8 e
10 suportando elevadas concentragOes de NaCl, de 0.2 a 2 M (Liew et al. 2007). Sendo

Bacillus sp. G1 um organismo alcalofilo € de esperar esta diferenca.

O NmNhaE apresentou atividade de antiporter Na'(Li*)/H* em vesiculas
invertidas de E. coli KNabc onde a sua expressao foi induzida, e os pardmetros cinéticos
foram calculados a pH 7 e 7.5 (Tabela 6). A pH 7, o NmNhaE tem um K,,de 0.24 + 0.07
MM e UM Vpax de 32 + 10 %DQ para 0 Na" e um Ky, de 0.62 = 0.07 mM e um Vi de
19 + 1 %DQ para o Li*. A pH 7.5 0 K, é de 0.14 + 0.04 mM para o Na* e de 0.45 +
0.13 mM para 0 Li* € 0 Vyax € 16 + 3 %DQ para 0 Na* e 11 + 1 %DQ para o Li*. O
menor K, para os dois ides a pH 7.5, tem uma repercussdo negativa na velocidade de
translocacdo dos ides, isto porque provavelmente, o aumento da afinidade de ligagéo
dificulta a libertacdo dos ides Na* e Li*, diminuindo por isso a velocidade do transporte.
O menor K, para o Na* do que para o Li*, acompanhado de um maior Vs sugere que
este transportador permuta preferencialmente o Na*, de acordo com o sugerido pelo
comportamento do crescimento de E. coli KNabc onde a expressdéo do NhaE foi
induzida. De facto, o ambiente onde a bactéria N. meningitidis normalmente habita,
nasofaringe e sangue suporta esta necessidade, visto que ¢ mais rico em Na* do que em
Li*, corroborando a sugestio anterior de que o NmNhaE desempenha um papel

importante na homeostasia do Na™.
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A comparacdo do NmNhaE, com o Unico antiporter Na'/H® previamente
estudado noutro organismo, o NhaE do organismo termdéhalofilo R. marinus, evidenciou
também algumas diferencas. O NmNhaE é capaz de translocar Li*, ao contrario do
RmNhaE (Melo et al. 2006). Quando a sua expressao € induzida em E. coli KNabc, o
NmNhaE confere resisténcia a esta estirpe numa gama de pH 6.5 e 8, enquanto o

RmNhaE apenas permite que E. coli EP432 cres¢a em pH 6.5 —7.5 (Melo et al. 2006).

A atividade de antiporter Na*(Li")/H" em vesiculas invertidas de E. coli KNabc
onde a expressdo do NmNhaE foi induzida, varia num largo espectro de valores de pH,
entre pH 6.5 e 9, sendo o0 seu maximo a pH 7. Nao havendo estudos de atividade de
antiporter Na'/H* em vesiculas invertidas de outro antiporter Na*/H* do tipo NhaE, a
comparacdo da atividade de antiporter Na'/H* do NmNhaE é aqui comparada com
antiporters Na'/H" de outros grupos. O EcNhaA, tem um pH 6timo de 8.5 (Padan et al.
2004) e 0 VcNhaD de pH 7.5 (Herz et al. 2003), diferente do NmNhaE. Apenas o NhaB
de V. colerae tem um pH 6timo de 7 (Herz et al. 2003). Dos antiporters Na*/H" aqui
comparados, nenhum apresenta um espectro de valores de pH tdo largo como o
NmNhaE. O EcNhaA, o EcNhaB e o VcNhaD possuem atividade entre pH 7 a 8.5
(Padan et al. 2004; Pinner et al. 1993; Herz et al. 2003).

4.1.3. Papel dos residuos de aminoacidos mutados no NmNhaE

Mutaram-se os residuos E91, H161, G174, D182, H201, V258, H272, H356,
H361 e G413. Tendo como objetivo, estabelecer a relevancia de diferentes residuos de
aminoacidos na atividade e estrutura do NmNhaE. Os residuos de aminoacidos que
regulam a resposta ao pH, tém normalmente um pKa dentro de um pH fisiolégico, como
¢ 0 caso dos residuos de histidina. Quando mutados, é suposto alterarem o perfil de pH
do antiporter sem afetar o K, do mesmo. Os residuos de aminoécidos que afetam a
translocagédo dos catides, estdo normalmente dentro de TMS e sdo normalmente capazes
de interatuar com os ides a translocar. A alteracdo destes aminoacidos, afeta as
propriedades cinéticas dos antiporter Na*/H*, nomeadamente a sua K, aumentando-a
drasticamente sem afetar a resposta ao pH do antiporter Na'/H" (Padan et al. 2004;
Habibian et al. 2005).
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Considerando que em N. meningitidis 0 NmNhaE permutara habitualmente Na*
por H*, efetuou-se a caracterizagdo do antiporte Na'/H* nos mutantes pontuais. No
entanto, o Li* pode também ser importante para a funcéo e estrutura da proteina, visto
que ja foi sugerido que este ido pode ter um sitio de ligacio diferente do Na*, devido a
diferencas no raio i6nico ndo hidratado e ao facto do ido Li* necessitar de menos
residuos de coordenagdo que o Na* (Jiang et al.2013), ndo podendo o seu estudo ser
descartado num proximo trabalho.

H361, V258 e E91 importantes na resposta ao pH?

Os mutantes H361L, V258T e E91Q cresceram em meio LBK liquido com NaCl
500 mM, quando a sua expressdo foi induzida em E. coli KNabc, embora a sua
amplitude de crescimento seja menor que a do Nhak selvagem (Figura 20). O facto de
terem crescido nestas condicdes, sugere que estes residuos de aminodcidos ndo sdo
cruciais para a atividade de transporte do NmNhaE. Verificou-se que quando a
expressao dos mutantes H361L, V258T e E91Q é induzida em E. coli KNabc, o seu
crescimento atinge uma ODggo mais elevada a pH 6.5, ao contrario do NhaE selvagem
que cresce melhor a pH 7. Este comportamento do crescimento é mais evidente no
mutante E91Q (Figura 20). Pode-se presumir, que estes residuos de aminoacidos
poderdo ser importantes na dependéncia do pH, permitindo que o transportador tenha
uma melhor performance a valores de pH mais elevados, nomeadamente entre 7 e 7.5, a
gama de pH da nasofaringe e sangue, onde a N. meningitidis normalmente habita. O K,
para o Na* destes mutantes a pH 7, 0.25 mM para 0 E91Q e 0.32 + 0.06 mM para 0s
restantes, sofreu um aumento ligeiro em relacdo ao NhaE selvagem, 0.24 £ 0.07 mM
(Tabela 8). O mesmo ndo sucede a0 Vmax a pH 7, que baixou em relagdo ao NhaE
selvagem (12.3 %DQ), 6.3 + 0.4 %DQ, 7.9 £ 0.6 %DQ e 7.6 %DQ para E91Q, V258T e
H361, respetivamente (Tabela 8, sec¢édo 3.1.4.2). O facto de ndo haver grande alteracao
no Ky, para o Na* nos mutantes H361, V258 e E91, e 0 Vjnay determinado para o Na* ser
inferior a0 Vmax determinado para o NhaE selvagem, podera indicar que estes residuos

sdo importantes na resposta ao pH.

Pusemos a hip6tese do residuo V258 ser importante na translocagdo do Na*, uma

vez que este tipo de residuo de aminoacido (residuo hidrofébico), surge com elevado
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grau de conservacao no alinhamento de sequéncias de aminoacidos entre antiporters de
diferentes grupos (Figura 17) e também com base na sua posi¢do no interior do TMS
VIl (Figura 19). Contudo, os valores dos pardmetros cinéticos e as atividades
determinadas a pH 7 e 7.5 indicam um possivel papel na resposta ao pH. No mutante
V258T, as atividades de antiporter Na*'/H" medidas a pH 7 e 7.5, sdo inferiores as do
NhaE selvagem (Figura 23). A pH 7.5, a atividade é cerca de trés vezes mais baixa que
no NhakE selvagem (Figura 23). Estas diferencas na atividade a pH 7 e 7.5 em relagdo ao
NhaE selvagem e juntamente com o facto do K, para o Na* ndo se alterar em relacéo ao
NhaE selvagem, podem indicar que esta a ocorrer uma alteracdo no perfil do pH do
transportador, corroborando um eventual papel do V258 na resposta ao pH. Além disso,
um residuo valina, o V254 do EcNhaA foi também associado a resposta ao pH
(Gerchman et al. 1999; Padan et al. 2004).

O E91 € um residuo de aminodacido bastante conservado entre antiporters do tipo
NhaE, e devido ao seu caracter acidico, podera ter um papel na translocacio do Na™.
Verificou-se que a atividade de antiporter Na'/H* do mutante E91Q a pH 7 é
ligeiramente inferior a determinada para o NhaE selvagem, mantendo-se semelhante a
do NhaE selvagem a pH 7.5. Os valores do Ky e do Vmax calculados a pH 7 para o
mutante E91Q, e a elevada ODgq Vverificada a pH 6.5 em relacdo a pH 7 e 8, podem
indicar que este residuo estd envolvido na reposta ao pH. No residuo conservado do
VcNhaD, E100 que quando mutado para alanina provoca uma menor atividade de
antiporter e um shift de pH para valores mais alcalinos (Habibian et al. 2005). Além
disso, outros residuos de acido glutdmico ja foram anteriormente associados a resposta
ao pH, nomeadamente os residuos E252 (Tzubery et al. 2004; Padan et al. 2004) e E241
(Gerchman et al. 1999; Padan et al. 2004) do EcNhaA que também se encontram em
loops, como o E91 do NmNhaE (loop entre os TMS 11 e Ill), fortalecendo que este
residuo poderd estar envolvido na reposta ao pH.

Relativamente ao residuo de aminoéacido H361, tendo em conta que 0 Viax para o
Na® diminuiu em relacio ao NhaE selvagem, e o K, para o Na' se se alterou
significativamente, € muito provavel que este residuo esteja também envolvido na
resposta ao pH. O facto deste residuo se encontrar num grande loop hidrofilico do lado

periplasmatico da membrana, apoia também esta provavel funcéo.
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Funcéo do Residuo H272

Como anteriormente referido, os residuos de histidina tém vindo a ser associados
a resposta ao pH (Padan et al. 2004; Habibian et al. 2005), por isso era presumivel que
0 H272 tivesse esse papel no NmNhaE. A pH 7, verificou-se que o K, para o Na*
aumenta em relacdo ao NhaE selvagem e 0 Vimax mantém-se constante (Tabela 8). A pH
7.5, a atividade de antiporter Na'/H* diminui em relacdo ao NhaE selvagem, embora a
pH 7 a atividade mantem-se semelhante. A substituicdo da histidina por um residuo
hidrofobico, sem carga positiva, a leucina, faz com que o transportador tenha uma
menor afinidade para o Na’, sugerindo que o H272 tem um papel na translocacdo do
Na®. Contudo, a diminuicio da atividade a pH 7.5 podera também indicar que o H272
esteja envolvido na reposta ao pH. A contribuicdo de um residuo de histidina tanto na
resposta ao pH como na translocacdo do Na* ja foi demonstrado e descrito para a H93
do VcNhaD (Habibian et al. 2005).

Residuos sem atividade de antiporter Na'/H*, H161, D182, H356, G413 G174 e
H201

Quando expressos em E. coli KNabc, os dois mutantes pontuais, G174S e
H201L, ndo conseguiram que esta tolerasse NaCl 500 mM ao contrario do observado
para 0 NhaE selvagem (Figura 20), o que sugere que os residuos G174S e H201L sdo
cruciais para a atividade do transportador. Por outro lado nos mutantes, H161L, D182N,
H356L e G413S ndo se observou atividade de antiporter Na'/H". Contudo, estes
mutantes conseguiram conferir resisténcia a0 Na“ a E. coli KNabc quando a sua
expressao foi induzida, sugerindo que H161, D182, H356 e G413 ndo sdo cruciais na
translocagdo do Na'.

A hipotese inicial sugeria que a H161 e a H356 estariam envolvidas na resposta
ao pH. Uma vez que ndo se obteve atividade de antiporter Na'/H" ndo é possivel
confirmar o seu papel no transportador, mas com base no crescimento verificado em E.
coli KNabc quando a expressao dos mutantes pontuais destes residuos foi induzida, e
uma vez que estes residuos tém um pKa dentro de um pH fisioldgico, o papel da
hipdtese inicial continua a ser a mais adequada para explicar a eventual funcdo destes

residuos no antiporter Na*/H". Além disso, a localizagdo da H356 no loop hidrofilico
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entre os TMS IX e X, onde se encontra também o residuo de aminoacido H361 (Figura

19) sugere igualmente um possivel papel na resposta ao pH.

A elevada conservacdo do residuo D182 em antiporters do tipo Nhak e o facto
de ser um residuo acidico apontavam para que o mutante D182N perdesse a atividade
de antiporter Na'/H" quando expresso em E. coli KNabc. Isto acontece no residuo
conservado, D199 no VcNhaD (Habibian et al. 2005), que quando mutado para alanina
D199A, provocou a inativacio do antiporter para o Na* e Li*. Apesar do residuo D182
ndo estar posicionado no interior de um TMS, como acontece no residuo conservado no
VcNhaD, D199, este encontra-se muito perto do TMS V (figura 19), tendo ja sido
demonstrado, num estudo anterior, que a atividade de antiporter Na* e Li* é abolida
num residuo com esta localizacdo, D344 do VcNhaD (Oustroumov et al. 2002), um
residuo muito préximo do TMS X. No mutante D182N isto ndo acontece, quando a sua
expressdo é induzida na estirpe KNabc, esta é capaz de resistir em NaCl 500 mM
(Figura 20). Contudo, a substitui¢cdo por outro residuo que nao a asparagina, como por
exemplo a alanina, poderia ter esse efeito (Jiang et al. 2013). Uma atividade de
antiporter Na'/H" mais baixa relativamente a0 NmNhaE poderia sugerir um papel na
translocacdo do Na®, e o facto de ndo termos obtido atividade neste mutante podera

indicar isso.

Era de esperar que o residuo de aminoacido G413, conservado entre antiporters
do tipo NhaE, e também nos NhaA de E. coli e H. pylori, estivesse envolvido na
translocacdo do Na’. A sua localizagdo topoldgica a meio do TMS X (figura 19), é
semelhante no EcNhaA e no HpNhaA, em que os residuos conservados ao G413, o
G338 e 0 G385, respetivamente, estdo ambos situados a meio do TMS XI (Rothman et
al. 1996; Padan et al. 2004; Kuwabara et al. 2006). Quando a expressdo do mutante
G413 ¢ induzida, E. coli KNabc é capaz de tolerar NaCl 500 mM. Contrariamente, uma
mutacdo semelhante no G385, do HpNhaA, ndo permitiu o crescimento da bactéria. Por
outro lado, pode indicar, que este residuo podera ser importante na dependéncia do pH
como no residuo conservado, G338, no EcNhaA, que provoca um shift no perfil de pH,
para pH mais acido (Rimon et al. 1998).
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O residuo de aminoacido G174 ¢ bastante conservado entre antiporters do tipo
Nha, podendo ter um papel relevante na translocacdo de Na*. Provavelmente, a troca de
uma glicina por um residuo polar e maior, como a serina, dentro do TMS V (Figura 19),
podera perturbar 0 ambiente hidrofébico no interior do TMS. O mesmo nédo acontece,
quando se alterou os residuos G413 e V258 que estdo também ambos no interior de um
TMS, o TMS X e VII, respetivamente. Apesar de sofrer a mesma mutacao que o residuo
G174, quando a expressdo do mutante G413S foi induzida, conferiu resisténcia a E. coli
KNabc ao contrario do G174S. No residuo V258, a substituicdo de um residuo apolar,
valina, por um residuo polar, treonina, ndo aboliu a atividade de de antiporter Na'/H" ou
a capacidade de permitir que E. coli KNabc crescesse em meio com NaCl. Assim, talvez
0 residuo de aminodcido G174 esteja situado num TMS mais importante para a
atividade, por exemplo perto de um sitio de ligacio ao Na*, como acontece no EcNhaA
em que o residuo G174, conservado no EcNhaA (G166), esta proximo dos residuos
D163 e D164, importantes para a translocacao dos ides (Padan et al. 2004; Hunte et al.
2005; Kuwabara et al. 2006; Padan et al. 2009).

O residuo H201, contrariamente ao que era esperado na nossa hipotese inicial,
que o considerava ser importante para a resposta ao pH, mostrou-se também importante
na translocagdo do Na’. A sua substituicdo por leucina, L201, aboliu o crescimento da
E. coli KNabc onde a expressdo do transportador mutante tinha sido induzida. Pela
primeira vez, os resultados sugerem que um residuo de histidina seja critico para a
atividade de um antiporter Na*/H" Nha, embora outro residuo positivo, a arginina, ja
tenha sido considerado crucial para a atividade no HdNhaH (Jiang et al. 2013) e no
NhaP1 de Methanococcus jannaschii (Hellmer et al. 2003; Padan et al. 2004). Estes
dois residuos, G174 e H201, afetando o antiporte Na*/H", poderdo ser importantes para
a estrutura da proteina, ou para alteragdes conformacionais que possam ocorrer durante
a translocacdo. Além disso, é também possivel especular que os TMS V e VI poderédo

ser importantes na translocac&o e coordenacio do Na®.
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4.2. Conclusodes e consideracoes finais

Nesta dissertacdo, confirmou-se que as duas ORFs NMB0536 e NMBO0570
codificam antiporters Na*/H", do tipo NhaC e NhaE, respetivamente. Estes, quando
expressos numa estirpe deficiente em antiporters Na'/H*, permitem-lhe crescer na
presenca de concentracdes elevadas de NaCl. As diferencas existentes nos dois
antiporters Na'/H" em termos de resisténcia ao NaCl, sugerem que o NmNhaE ¢ o
antiporter principal do tipo Nha em N. meningitidis, a participar na homeostasia do Na*
e do pH. Considerando que N. meningitidis ndo possui sistema Mrp pode-se especular
que estes sejam os principais antiporters Na'/H* da bactéria. O NmNhaE pode
transportar tanto Na® como Li*, mas possui uma maior afinidade para o Na'. A
atividade do NmNhaE ¢é também altamente dependente do pH, com atividade entre pH
6.5 até 9, com um maximo de atividade a pH 7. De facto, esta atividade, numa larga
gama de valores de pH, e as elevadas concentragbes de Na* que este transportador
consegue suportar sugerem que a bactéria N. meningitidis possui uma vantagem para
resistir ao Na* em diferentes ambientes. O estudo de mutantes pontuais do NmNhaE
mostrou que alguns residuos poderdo modelar a reposta deste transportador ao pH
(como E91, V258 e H361), enquanto outros serdo importantes na coordenacio do Na*
(como G174 e H201). O residuo H272 podera ter uma dupla funcdo, participando tanto
na translocacio do Na® como na resposta ao pH. Ndo se observou atividade de
antiporter Na*'/H" nos mutantes dos residuos H161, D182, H356 e G413, contudo a
expressao dos mutantes dos residuos H161, D182, H356 e G413 em E. coli KNabc
possibilitou o crescimento desta estirpe em meio com NaCl, deixando em aberto uma
influéncia no transporte, cuja importancia esta por esclarecer. Ainda, os TMS V e VI
parecem ser importantes na translocacio do Na'. A determinacdo da atividade de
antiporter Na'/H* em alguns destes residuos e noutros residuos do NmNhaE igualmente
importantes, podera fornecer uma resposta mais completa e ajudar a compreender
melhor como é efetuado o antiporte, e quais os residuos importantes no sitio de ligagdo
ao ido. A posteriori, e a médio prazo, estes dados poderdo ser importantes, na prevengdo

e combate a infecdo por parte desta bactéria.
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ANEXOS

Anexo 1- Alinhamento de sequéncias de aminoacidos do NmNhaE e outros antiporters Na*/H" de varios
grupos do tipo Nha (NhaA,NhaB, NhaC e NhaD) usados como referéncias para cada grupo de antiporter.

80



%)
@)
=<

Ec WNhah

P sp.lhai

Vo WNhah

Hp Whah

Ec NhaB

Ep NhaB

Hi WhaB

Vo WhaB

Nm WhaC

Ef WhaC

Bf WhaC

He Whal

Ealhal

Vo Nhal

Mc Whal

Nm NWhaE

Dw NhaE

Mt NhaE

Em NhaE

B sp.HhaC

Ec Nhah
P sp.Hhai
Vo WNhah
Hp Whah
Ec WhaB
Ep NhaB
Hi WhaB
Vo NhabB
Hm NhaC
Ef WhaC
Bf WhaC
He Whal
AalhalD
Vo Nhal
Mc Whal
Nm NWhaE
[ WhaE
Mt NWhaE
Bm WhaE

B sp.HhaC

* 20 * 40 * &0 * 80 * 100 * 12
..................................................... MKHLERFF350A556T ILTTART LAMTMANS CA TSGWYHRDFLETEVOLEVGSLE THENMLLET NDL
.............................................................................. MIMANSGATSGWYHDFLETE FTRLVESKSS-KNMLLNINDR
.................................................... MSDMIRDFFEMESAGGILLVIARA T AMVIANSAMGE G- ¥OAFLHTYVFG-—-—----—-MSVSHRINDG
........................................... MNLKKTENALSLTLENFIKSESFGGI FLELNAVLAMVVANS FLKE S- YFALWHT PFGFQIGDFFIGFSLENWI DDV
................................ MANFLGOSPDWYKLALI IFLIVNELIFL- ISPFVAGWLLVAEFIFTLAMALKC ¥ PLLPGELLAT EAVF IGMT SAEHVREEVRANLEY
..................... MEISYG--RALWRNFLGOS PDWYKLALI IFLIVNELVEA-VAPFVAGWLLVVEFI FTLAMALKCY¥ PLLEGGLLAT EALLIGMT SEARVREEIAGNLEY
................. MIKIMEFTMTHIQAFMENFLGASPEWYKLATVVELI INETVFFFISPF IAGWLLVAEF I FTLAMALKCY PLOPGELLATEAT T TGMTHAKHVEAE IMANFEY
..................... MEMSLE--NAFIKNFLGHAPDWYKVAIIAFLI INFIVEFF INPFLAGWLLVVEFI FTLAMALKCY PLOPGGLLAT EATA TGMT SEGOVHHELVANIEV
...................................................................... MFAFKSLLOMPRGEALAVVVALIAAMEYTI ISLENLPHMS I TAATIVVLI
...................................................................... MKSTKPTVSFA--ESLGILIALIAILGYLIIGOKLTPHIPILFVEMLLL
....................................................................... MEKKATVGFT-—--LLLLGVMMAIT IASMFVLKVEPHI FLVVCLLIAR
........................... MLTNHRSPHWLRHSARWEGFLVIALE TLLFSPLAQRAS -~ AGELDLTS5LEGFIAVT LELAL YV VMAE EKLHMEKSKEVL VAL GLIHAMI &

|||||||||||||||||||||||||||| MOSLRCVSWLAG-———--—-——--LLCLLFSTFVFRAS--AAPL DL TS SLVGFVC IA TR VAAY VL VMGEEKLEMRKSKPVLVAAGLINILIG
|||||||||||||||||||||||||||| MIGRIAL--——---———--———-LELTLFSPLSLASTFDGOALDETHSTIGY AALLIFATAY TLIVMLEEY LOLRKSKFVLLAAGLIWAMIG
|||||||||||||||||||||||||||| MHASEMIFFRAVAA————————-RGLTVMAPLL SAVTDLSESLDLSGHFVGY LATA L FGVAY GFVVLEEVLE LRESKFMMIA AR T.TWVATE
|||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| MEHLF-—-—--—-LEFSLMLFEASVY AR ———-DLDGAN LN LLWGLFFALILLSIALGPLFFSHTWHHHYGKI TAFWTLLE

|||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| MKRLSPALIAATLSLLLAFIAAFASGGHHDLDGSVLIVAWALFFACMLLSTAVHMPLALPHFWHHHF GEVSAFWALAF
|||||||||||||||||||| MEFY Y GIGPEIVESEKGOVEM S IKRVAVLTLLLCGSFLELGGVANRATG--HELGEMLEP LWSVLEFVGMLLS IR INP LVNASWWE HHMGEVS LEWS LVE
MNAPHLERFGSGLARMLGE LYV LWL LEVASALAQE A PR A L PR TEAVE AR HA P DT S AT VAHREEARHR AR DEHGPRFFVWLVLP EV I LLVMIATGFLEY PHHWHAHY FEY ANG—-LG5L
|||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||| MEHIGWLILSRQCEVHNISDYNKEGL Y ILRDCHLIGCFY CILWLDASHRGCFOTVISFEVSFETLDOPSFAGFVES

* 140 * 1a0 * 180 * 200 * 220 * 2
IMAVFFLLVGLEVEREIMOGSLA-——--——————————————— SLRORRAFEVIAA TGN IVEALLY LAFNY ADFITREGWAI FARTD I AFALGVLALLGSAVFLALKIFIMATATT DL
IMAVFFLLVGLEVEREIMOGSTA— - —————— SLROAAFPVIAATGGMIVEALLY LATNYADPTTROGWAI PARTD I AFALGVLATLGSAVFFALKI FMMAT.LTT DDL
IMAVFFLLIGLEVERELLEGALK-——--——————————————- SRETAIFPAIRAVGGMLAPAL T YVAFNFNDERAT QGWAI PFARATD I AFALGTMATL GERVEVILEVFLLALLTTDDL
IMATLFFIMIGLEIKRELLFGELS———--—————————————-- SFREASFEVIAATGGMIAPGLIYFFLNANTE-50HGFGIFMATD I AFALGVIMILGERVEFTALEVFLITLAWVADDL

L LLMFMVAGIYFMECLLLF IFTRLLLS IRSKML L LSFCVARAF LI AF LDAL TNV VV I SVAVEF Y GI THRVAS SR——TEDTD Lo DD SHIDKHYKVN LEQFRGFLRES IMMHL GMGTAT
LLLLIFMVAGIYFMEOLLLFVFTRLLLGIRSKML LI LAFC LARAF L3 AF LDAL TNV VV I SVAVEF Y GI THRVASAR —— FODND LLOD SHIECHYRENLEQFRGFLRS IMMHL GRMGTAT
ILLLIFMVAGIFFMKOLLL Y VF TELLVKIRSKIALSIAFCFSAAFLIAF LOAL TWWAV I I SVAMGE Y GV YHEVASGNNL IDAVD I SDDRKI IECOHET LEKF RAFLRSTMMHA GMGTAT
L L LVEMVAG I Y FMKOLLLE IFTKILLGIRSKVL LS I AR SVIARF LSAF LDAL TV AV ISVAVGE Y SIYHEVASEOSVHSSEDHTHDEGISELTRDDLENYRAFLRSLLMHAGMGETAL
LY GLARGLEYNDMOQGMIGA LNOGMGAT YLFFF IGLMV AL MMSG--—- Al FT LMY Y GFG LI SP T Py ESSFALCSVIGY S IGSSLITCATVGVAFMGMA R R OADMAM TR GATVSEAEE
LY GEWEGFSWDEIHEGIMEGIKPGIIFIIIFLLIGVLVATWILSG———-TIFTIMVYGFKI I SVEFFLE TV EVV C ALV GV IVES S FT TV S TMG IAFLGIGHILGEFDHAMT A GAVV SGAFL
WFGRYLRVGWNDLESAMINGILKIGIKFIFILALVGIVIAVWMMSG———-TVETLLFYGLSITSPENFAVSTLLICMIVESFTGSSFITVGT IGVAMMGEGTALGIDPAT AR GAVVCGACE
WV —— Y VHAGLFDASEEAFSETLLEY SELLLFLLVAMT Y INAMEERREVF DK LEAWLVEKGFSYRSLFWITGILAFWI 5S—— T IANNLT TAMLMCAVWVLEMAE GDKRFENLCC TNV VA SHA
WV ——YISEDIPFDVIEAAF RN L L EFAE LML L LVAMT Y INALEERRLFDALRANM IR KG S YQNLEW ITGFLSFF I S——FIADN LI TALLMCAVWVMENAE CDKRFLNLCCVH TV IARNR

WY TGS TEVAR AL EEN L LEY AE LLLF LLVAMT Y IS AMEERR LF DA LK AWM INRGENFHTLEW ITGWLAFF I S——FIADN LI TALLMCAVVMEN GCEN FKEMSLACTH IV IARNER
W -—YHKEGMSDVAEL L T RHIW L DY GELLLFLIVSIAY INAMEEREVFDSLESWLVIRGFSYROLFWVT GI LAFLT 5——3VSNNMT TAMLMCAVVMAN GREN FREMGLSCVI T VAR ANA
LIFFSLVFGASAGIHTVARAINEEYTFFILLLLALYTISGSIL—————- VWEDLNGTPKLNTALLAVGTALASTME——TTG——--AAMIMIRFLLEANCNR TREWHIVIFFIFLVANT
WP CAAVFEMOTATYOVLHT FLLEYVEFLILLFALFIVAGSVRE——————- LEGSLVGTEVVITATLAVGT LLASWME—T TG——--AAMLLIRFLLRANSHRRFEWMHSVWEF IFLVANT
FWPFLIAFGEGTAFTQANMEVY LLDYLPFITLLFGLFVVAGSGII——————— LEGTLRGHNPGVIVLLLLVGTILSSWIG—TTG——--ASMLMIRFVIRANENRRYKAHITTFFIFLISHI
FMSLYYIFGLGS——-TTPMVHAIEEYLSFIALVASLFIAASGIY ———--——— ININAKGTPENNAILLFVGSLVANLIA——-TTG——--RAAMLFVRSYMRLNKGR - LEFYHLI FF T FLVANY

MIENGISINDWELY IMLFLVFLGIVASLITFSGGGOAF SHWAEKR ———-ITTREGSLEF LFFVLGIVIF IDDY FHALTVGH T SRPLIDRYEVIRAK LS Y IVD ST SAPICVIAFMSSHEAYT
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* Zaid * ZE80 * 300 * 320 * 340 *
T LEYTHDLSMASLGVARVA L AVIAVLNLCGARRT G- ——————————————m WY ILVEN VIR TAVLESGVHATLAGY IVGE
GAITIIA-————————————— LEYTHDLSMASLGLAAVAFAVIAVLNLCGARRT O ——————————————————————————————————— WY ILVE W TAVLESGVHATLAGV IVEE
BVWWIIA-————————————— LEYSSDLSTIALTIGEIMTGVLFMLNAKHAVIK L ———————————————————————————————— = —— LY LVAGLIIMN IAVLESGVHATLAGVVIGE
GATWVIA-————————————— LEYTTNLEFAWLLGALGWMVILVEAVLNRLMMRS LI -——————————————————————————————————— FYLLL N ECWHOSGIHATIARVILAF

GEVMTMVGEPONLI IAKAACWHEGDFFLEMS EVIVEVLICGLLT CLLVEKLEWF GYGETLPEK--—-VREVLOQFDDOSRHCR TRODKI AL IWOATTG

GEVMTHMVGEPONLI TAKARCWHEGEFFL

W LVTALALHLAEVGLIGLIV

FEMAFVTVEVMWCGLLT CLLVEKYRLFGYGEPLEFT - - —-VEEVLODFDDRSRACR SROEQLALLA QAN TGN L INALAFHLAEVGLIGLSV

BLKMSPLSDTTGISAS IVGIDLEEH IKNMMY T TIPAWLISARIMLWLLEHVALQDL - ————————————— NSVESFRSQLEATGLVHGYSLI PEALLVIALE
GNNISELSDTTNLAAGTGEVNLEER I LHMMY TVI PAFT TS TVGY TFLEHOSGSADL-————————————— QSVDRMVOTLEQEFWIS BT TLLEVAVL FIBFAHKKVELT FTLLVGSTVLY
BLKMSPLSDTTNFAPGIVGVDLEDH IRHLLWT TVE SEVETVIHF LMIGRSQAT ST T———mmmmmmmmmm QDIQAMLTALDSQFTLSVLTELS PLINVISLAMRRFPT I FVLVVGILTGI
BGAFSPFGDITTLMVWOAKLVEEQEFFELLGEALVNY LWPATVMSLE TKNRKPAR— - ——mmm = mmm = e m m e LEEHIWLKRGARRIVLLELW TV I SWLCHTMLNLEEALGMMT
BGAFSPFGDITTIMVWOAGLVRIDEFLVLEFPALVNYLEPANYMS FEVERKROPSA—— = mmmmmmmmm = mmm e VYEDVELKRGALRILTLFLLTIR TAVLCESLLEL PEVLGMMM
BGAFSPFGDITTIMVWOAGHVSELEFMDLEL PSLANY LRPALYMSLEVEHQT PSS m —mmmmmmmmm m e mm e IQEVVELKRGAKRIVVLELFTMLSAIGFHAFFHEPEVIGMMM
BGAFCPFGDITTIMVWOKGIVEEW T FFKLE I BSVVNEVEIPAGIMY FAVEKGHPAE = —mmmmmmmmm = e m e e IPSKITLRRGAKRIVLLFLETL TAWGFONGLOLPARVGMMA
BGGLTPLGDPPLFLGFLKGVDEMA TVKHMEAFVLI STARLLTAF Y FIDNRFFHQES——————mm—m == IAQDTPAQQOEKPEKIAIFGKWNFLLLS GV GANLMS G~~~ LHKP———--
BGSLTPLGDPPLFLGFLKGVSEEWT T SHLLMKT ILVSVEL [AAFFVLDTVLENRE———————=m==m == GREVEPENAESGEKLGLDGVINLELLGGYALNLMS G~~~ LHKP—-—-~
BGALTPVGDPPLFLGYLRGVEEEWIMR-LILEMGFNVLILL THY YFLDS Y FYRKE—— === === === KVPRAKGGODFLRVEGLONLI YLGIMVGAWI L5G--- ILAKNEAFA
BGELTEIGDPPLFLGFLRGVEFEWT LTHVWEVHLE TVLLT LAVF YW I DARNKIE S ——— - ——m - mmmm e e EDEDPSQELVOTRERKNF LWV LSWE I D EHVEEWVE-————
IGIFASIFARNOIIEFSFLOAFIYTIPINFYALIALI FIVLVIVENIDVGAMKOHEDRAKKENQLTDPAXGEVEGSLSEDLTMARGRVSQEFT PILV L AT GMMLY TGAOGASHDGY
£ &

0 * 330 * 400 * 420 % 440 * 460 *

351123 0k - RSPAKRLEHVLEDWVANLIEPLFAFANACHSEOGVTLDGLTSILE——————————— LGIIAG----LLIG
30113 20k SR PSEAKRLEHVLHEWVANLILPLFAFANACYSLOEVTLDGLT STLE——————————— LGTTAG--—-LLIG
AIPLEEHKEE ——————————————m——mmmm - mmm—m o= HSPLKHLEHALEDYVAELILEVFAFANAGTSLOGVSLAGLT SMLE——————————— LGVALG----LFLG
MIPVEI PRDSKNVELLELGKRYLE TS SGALLSKEQQE T LHS TEEKASALOSPLERLEHF LA TS GYF TMP L FAFANL CYEND - 55 INLEWDRV L~ —————————— LGVILG--—-LCLG
IILATSLTE——————————mm—mmmm—mmmm o e VIDEHATGHAFTESLEETALLTWFFSVVANIIDOQLES PI IQFVLOASEH-AQLSLE¥ TFNG--——LL55
IELATTFSG-——mmmmmmmmmmmmmmm e m e e e VIDEHATGHAFTEALPETALL TVFFATVANIIDOOLET FVIEFVLOAS PH-AQLSLEYLFNG---—LL55
IEFATSFTG-———mmmmmmmmmmmmmmmmmmm m e e e e VIDEHT IGHAFQE SLPETALLVWEFSVVANIIDOKLES PITHFVL SAEEN-TOLALFYLFNG--——LL55
IELATAFTG-———mmmmmmmm === m e mmm e e e VIEEHSLGHAFEEALPETALLAVFFS IVAVIZDOE LFKFVIDAVLNVEDHGTOLALFYVANG--——LLSM
ANTYLHS-TPDLRQLG- === m=mmmm—mmm WY GEYHLESEAFKDVVKL I SRGELESMFFTQTIVILGMSLGELLFALGVIPSLEEATR TFLTNAGRETF SVEMT S— -~ VGVNE
IBAFTNDHHLSLAKVS ———mmm = mmmmmmmmm - TILMSGYVAD-TGDOSIDTLLSRGGIESMLESARLI ILALGLGGLLEKFNIVAT LIDKI KGYVHNPAKL I ALTALSS-~-VGINL
ITARFVOENADVVRNF - -———m—mmmmmmmmm - TIIONGFSME-TGNEVIDGIVNRGGLOSMMNS I SEVMIALTLGGYIORI GVIDTLLOSANKKI IFTWTFDCSDS TS5 -~ IGVNY
GHGFLOFFGYYLRQS—— === === mmm—mm e LPRSLERKRTRY SORGDWRKLESLGSVVEEDVE TRIARSEWD TLEFFY GVVMSWGGLGEMGY LALLSETLY TEWD -~ - EVWAN
GUEYLOFFBYFLRMT —————m o mmmmmmm e 1EG3LARKRAMARREGDOEKLKRLGGVVEEIVE SRV SRAEWD TLLFFY GTVMCHGELAFLGYLOLMSDLLYE GWH - -~ ETSAN
GUAYLOFFGYFLRKT — == =m=mmmmmmmmmm e LARSLAKKTAIAMAKNDEAALKRIGSVVEEDVERSISHAEWD TLEFFY GVVMCHGGLS LLGY LELVSEILY TEWN - -~ FIWAN
GLTYLOLFBYFLHLT——m——m o mmmmmmm e HRDEPAVE--IDPLAGEAVTEEEPESTFREDVEHELARMEWD TLLFFY GVVLCWGEINE IGYLHRLSDFLYGELG- -~ AT SAN
EHPEFETLBSRYLLO-———————m—mmmmmm oo NLVEDVILIALTLZVSMATTEKOVEAGNE FNEE FTARVCKLFLGEFIT I FEVLS T LKA GEAGLL GGV - VS LVHD TAGH P THVMY F
B -FHVYBTEVELQ-———————mmmmmmmmm e NLARDLGLLGTARLSLKLTSTECRRLNEFTHG P IEEVAKL FAGTFWSMT PATAT LKA GEAGELARY-THMVTHD - GOEVNTMYF
DOTENLYBITI FRAGEE—————————- AVVLEYTHITROLATLLALFLSWHT TSHD TRKDNEF TH G FIKEVA T LELCTFMTMI PALAT LHARGA-ELG—————— LTHP——--—— AQFF
——DLHELYHTEFET R —m—— - mmm e e o — EIIMFSVAVLAYKLADNREALRKNE FTEE EIREVGHLF LI FATMOPALOLT SLFARDHAE QL TV E—— - ————————— MFY
D TVLTVME YTDIGLELLI G- ———————— SATALVVTMEMT LMARPHKSDFGKEVMAGT OSMLPA T GILVEARTT IEMIGLLETGNY LASLI DOS THEGFLEVLLFLVAFAFSGLATS
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a0 * 500 * 520 * 540 * 560 * 58 *
KPLGISLFCWLALRLKLRHLPEGTT————————————————— YOOTMVWCEILCGIGFTMS ———————— IFIASLAFGSVDPELINWAKLGILVGSL S SAVIGY SWLEVELEPS
KPLGISLFCWLALRLKLAHLPEGT[———————————————————— YOOTMVWEIVCEIGFTMS ——————————— IFIASLAFGSVDPELINWAKLGILVGSES SAVIGY SWLEVELEFS
KPLGIFSFSWAAVELGVEKLPEGIN——— - ——————— FEHIFAWSWLCGIGFTMS ————————— TFISSLAFGOANERYDTYARLGITMGSTTARLL.GYSLLRLSLPLE
KPLGIFLITFISEKLKITARPKGIS————————————————-] WWHILGAGLLAGIGFTMS ————————— MEISHLAFT SERKDAMEVAKIATLLGSRISCITGALYLFALDKRL
ISDNVEVGTEY INEAKARMESGRATIT——————————————————— LKOYELLAVATNTGTHLPSVAT FNGORAFLFLLTSATAPLIRL S YGRMVEWMA LEY TEVL TLWE LLCVEFTLAPY
ISDHVEFVGIMY INEAKTRTFHGVIS————————————————— LEOFEMLAVATINTGTHLPSVAT FNGORAFLFLLTSATAPLIRLSYGRMVEWMA L.EY TEVL TLWE LLCVE FTLMEV
ISDNVEVATMY TNERKALT.THGVIA——————————————————— PHOFELLSWAINTGTHLPSVAT PNGORAFLFRL.TSSISPLIRLSYGRMVYMA L EY TAVLSITGLIATEFTLELL
VEDNVEVEINY ITEVETAIMEGMTI S —————————————————— =~ RDOFDLLAVATNTGTHLESVAT FNGORAFLFLLTSATAPLIRLSYGRMVIMA FEY TRALSIWEFIGIMFLLEFM
LIGEQYLSIRLSGETFKPVYDHLG————————————————— LHSENLSRTLEDACTWINPLVEWSVCGVE ISHRALGVPVWEY LPYAFFCY LS TAL TRLFGWTGLTLS ———EH-—
LVEEQYLSIELPGETFKSSFTRLG————————————————————— IDKEYLTRILADACARVNSLI PFWGVSGTF IMG T LEVGALEY LPYAFFPLLCPVITW I LGIFFEROOGENERRE
VIGEQYLSILLEGKTFESFYTHIN-——————————————mm = VAEENLSRTLEDASTLVNPLI FWGVSGAFFAS TLEVIVIDY LPFAFFLFLS PFMTILFGY LG I GVEKEQSTEN
IVLGLVSSWWDNI PVMFRVISMFP—— —————————————————— DMSMENWLLITLTAGWEEELL SVESAL CVALMEOAR G —— - T Y TFASHMR-WAFVIA LG YWVA SWVVHLMTINAD
ILLGVISAVIDNI FVMEFLVLAMOP——— - - ———— EMSHGHWLLITLTAGVEESLL S IGSAL CVARMEOARG——— Y Y TEFGHLE-HAFVIFIGY I ASTAVHLWLNAD
VLVELLSSVWDHNIFVMFAVLEMOP - ————————————————————— EMSLGHWLLVT LTAGVEEELL S IGSAL CVALMEAAHG - ——-KY TFLSHLE-WTEFVILLGYWVSIVLHLLLNED
TLVEVISALWDNIFVMFAI LSMHP—————————————————————— EMSTGOWLLVI LTAGVEESLL SVESAL CVALMEOA G ——— VY TEVIHLE-WAPAILLGYLASTGAHFLLNAR
WMSGILSAFLDHAPTYLVEFHMAG—————————————— GDACATMTGTLFHSLLAVSMGSVEMGALTY IGHAFNFMVE AT AR R GVEMPTEF G YMM-WSVAFLTFVFIVHT LIFFVFEL
WLIGILSSFLRDHAFTYLVFFHNIAG—————————————— GOAMHIMHN-DIPETLARISLGAVEFMGANT Y IGHAFNFMYE SIAFE OGVEMPSEFEGYMA-WSCGILVPCFILVIWLFFM-——
WATGALSSFLDHAFTYLVFLTIATSLEG—————————. ATTGVET ILGVVAPEMLLATISCGAVEFMGANT Y IGHAFNFMVE SIAEENH IRMPSFFGYMG-WSIGILIFLFILOTLIFFR———
WEIESLSSVLDHAFTY LNFLAR AMGKE G LDVNVFEOVEAF AR ASVHEPEINF Y LOALS IAAVEFGAMT Y I GHAFNF MY AT AR ENKVDME SFMGYVTKY SLEILIFIYFLIYLLFYSGLE
TSWETFGMLEF IR0 AVVVERPTHLIF-—————————————-| MLAAVIAGSIFGDHISPISDTITILSARGSGAIAMDHVITOLEY AT L TAVLATIAFFILGFLGAVIANIVVGILLTIT
600 * E20
V- : 388 Ec, Escherichia coli, WhaR (NF_414560.1)
V-— : 362 P sp.,Pseudomonas sp., MNhalh (RAV4S9149.1)
A » 382 Ve, Vibric cholera, Nhak (085187.1)
AL : 438 Hp, Helicchacter pyleri, Nhal (026076.1)
TEWFMOMGWIATL———————————— : 504 Ez, Eacherichia eoli, WhaB (RRRI4Z218.11)
THWLLAHGWVITPTLP—————————— : 516 Ep, Hlebsiella pneumcniae, NhaB (YP_002237820.1)
TIWLASLGLIIPT—————————— » 522 Hi, Haemophilus influenzae, NhaB (ZP_05548338.1)
TEVFYSLGWISHHVAPRADALLQSGH : 530 Ve, Vibric choleras, NhaB (WHAB_VIBCH)
|||||||||||||||||||||||||| : - Hm, Neisseria meningitidis, NhaC (NF_Z273581.1)
GIMVEL————————————————— » 468 Ef, Enterccoccus faecalis, WhaC (ZF_05501%B89.1)

& : 462 Bf, Bacillus firmun=s, NhaC (RRC45432.1)
SFRIFH--—————————————————— : 4%5 He, Halomcnas elongate, Nhall (YP_0038573%2.1)
LFHIYD--—————————————————— : 483 Ra, Rlkalimones amylolytica, WhaD (ARX&34BZ.1)
EFT-————— - —— : 477 Vo, Vibric cholera, NhaD (ARG48354.3)
M- : 481 Mc, Methylococcus capaulatus, NhaD (YP_114201.1)
L » 473 Nm, Neisseria meningitidis, WhafE (NP_273614.1)
|||||||||||||||||||||||||| : - Dw, Desulfcvibrio wulgaris, NhaE (¥P_009252.1)
|||||||||||||||||||||||||| : - Mt, Moorella thermoacetica, NhaE (YP_439442.1)
PGLDAFFEQLLIB———————————— » 527 Bm, Rhodothermus marinus, NheE (ARY£2129.1)
VFILORVIEEET-—————————————— : 535 B =p., Bacillus sp., MhaC (ABHO3020.1)
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Anexo 2- Alinhamento de sequéncias de 50 proteinas com elevada similaridade com o NmNhaE e por
isso considerados hipotéticos antiporters a usar 0 NmNhaE como query. A asiaticus, Amoebophilus
asiaticus (YP_001958297.1); A spl., Algoriphagus sp. (ZP_01718340.1); A sp2., Anaeromyxobacter sp.
(YP_001380997.1);A vinelandii, Azotobacter vinelandii (YP_002798245.1); B Ellin514, bacterium Ellin
514 (ZP_03629791.1);B japonicum, Bradyrhizobium japonicum (NP_773762.1); B phymatum,
Burkholderia phymatum (YP_001857045.1); B sp., Burkholderia sp.(YP_368456.1); C eutactus,
Coprococcus eutactus(ZP_02207858.1); C flavus, Chthoniobacter flavus(ZP_03133069.1); C testosteroni,
Comamonas testosteroni (ZP_03544348.1); C limicola, Chlorobium limicola (YP_001942426.1); C
phaeobacte, Chlorobium phaeobacteroides (YP_001960386.1); C tepidum, Chlorobium tepidum
(NP_661198.1); D acidovorans, Delftia acidovorans (YP_001565753.1); D  baculatum,
Desulfomicrobium  baculatum (YP_003159209.1); D hafniense, Desulfitobacterium hafniense
(YP_520285.1); D sp., Diaphorobacter sp.(YP_002552833.1); D wvulgaris, Desulfovibrio wvulgaris
(YP_009252.1); E corrodens, Eikenella corrodens (ZP_03713713.1); E hallii, Eubacterium hallii
(ZP_03715974.1); H arsenic, Herminiimonas arsenicoxydans (YP_001099123.1); K oralis, Kingella
oralis (ZP_04602428.1); L cholodnii, Leptothrix cholodnii(YP_001791022.1); L hongkongens, Laribacter
hongkongensis (YP_002795798.1); L intracell, Lawsonia intracellularis (YP_594890.1); L nitroferrum,
Lutiella  nitroferrum  (ZP_03697702.1 and ZP_03699435.1); J sp.,Janthinobacterium sp.
(YP_001352410.1); Nm, Neisseria meningitidis (NP_273614.1); M loti, Mesorhizobium loti
(NP_105654.1); M petroleiph, Methylibium petroleiphilum (YP_001020707.1); M silvestris,
Methylocella silvestris (YP_002362098.1); M thermoacetica, Moorella thermoacetica (YP_429442.1); O
carboxido, Oligotropha carboxidovorans (YP_002290536.1); P aestuarii, Prosthecochloris aestuarii
(YP_002016448.1); P phaeoc, Pelodictyon phaeoclathratiforme (YP_002017089.1); P naphthalen,
Polaromonas naphthalenivorans (YP_981856.1); T intermédia, Thiomonas intermédia (ZP_05500427.1);
R centenum, Rhodospirillum centenum (YP_002297310.1); R eutropha, Ralstonia eutropha
(YP_727038.1); R intestinalis, Roseburia intestinalis (ZP_04745272.1); R marinus, Rhodothermus
marinus, (AAY42129.1); R palustris, Rhodopseudomonas palustris (ZP_06360325.1); R sp.,
Ruminococcus sp. (ZP_04857516.1); S fumaroxidan, Syntrophobacter fumaroxidans (YP_845285.1); V
eiseniae, Verminephrobacter eiseniae (YP_996836.1); V paradoxus, Variovorax paradoxus
(YP_002943689.1); V spinosum, Verrucomicrobium spinosum (ZP_02926838.1); X autotrophi,
Xanthobacter autotrophicus (YP_001416350.1)
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vulgaris
baculatum
intracell
corrodens
oralis
vinelandii
nitroferrum
hongkongens
sp.

arsénic
eutropha
sp.
phymatum
acidovorans
testosteroni
naphthalen
sp.
eiseniae
paradoxus
cholodnii
petroleiph
intermédia
palustris
japonicum
silvestris
carboxido
loti
autotrophic
nitroferrum
centenum
hafniense
fumaroxidan
intestinalis
sp.

hallii
eutactus

thermoacetica:

sp2
phaeobacte
aestuarii
phaeoc
limicola
tepidum
marinus
spl
asiaticus
Ellin514
flavus
spinosum

IETFFGYMM-WSVAFLTPVFIVH
SFFGYMA-WSCGILVPCFILV
SFFGYMA-WSAGILVPSFVLM
IESFFGYML-WSICILFPCFILL
IEGFFGYMA-WSFGILVPLFILH
IBSFFGYMT-WSFGILIPLFILH
SFFGYMG-WSCAILLPWEVLL
GFFGFLL-WAGVILLPLFAGL
IESFFGYML-WSGLILLPLEFVLV
IESFFGYMA-WSCAILIPLFVLM
SFFAYMA-WSCAILIPLFVLM
SFFGYML-YSGTFLVPLEFVIM
IESFFAYLG-WALVVLIPVFLLT
IEGFFGYLA-WSCIVLIPLFIAT
SFFGYMA-WSLGILVPLFVLM
GFFGYML-WSVCVLVPLLVLI
IFSFFGYML-WSGGVLVPLFIIM
IESFFGYML-WSCGILVPLEFVMM
GEFFAYML-WAGAILVPLFIAM
SFFGYMG-WSVVVLIPLFVLS
IESFFGYMA-WSTLVLLPLFAVM
IFSFFGYMV-WSCGILLPLFAVM
SFFGYMG-WSLAILMPCFLLL
GFFGYAL-RVGAVLIPLFLLL
IESFFGYLL-RAGAVLIPLFLLL
IEGFFPYLL-WSGAILLPLFALT
SFFGYMI-WSSLVLLPTFVLV
GEFFGYML-WSGLVLIPTFLIA
SFFGYIG-WSIVFLVPCFALL
IESFFGYIG-WSLAILIPVFLLV
IESFFGYMA-WSLVCLGPLFIVL
SFFGYMV-YSVCILLPLFGIV
SFFGYMFKYSIPVLCTTEFVLV
IESFFGYLL-WSIVSLVPVFIID
IESFFGYML-WSVAFLVPVFIID
SFFGYML-WSLSCLIPVFLID
SFVGYLA-WSVSILVPTFFID
IBSFFGYMG-WSIGILIPLFILD
IEGFFGYMA-YSGAVLVPLEVLV
SFVEYVYKYSLPILVPVFAVI
IFSEFVEYVYKYSIPVLVPLFIVI
IEDFLEYIYKYSLPILLPFFILL
IEDFLEYTIFKYSFPVLIPFFAVI
IFSFVEYIYRYSIPVLLPVFGII
IFSFMGYVTKYSLPILIPIYFLI
IESFFGYIIRFSLPILLPILILI
IBAFFNYIVYFAIPFLLPILFLV
IFSFFVYLFKYAVPILVPLFLLI
HTIENFFLYIIRYSLPILLPILAFV
HTIGFLGYLFCFSIPILVPILAIV
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vulgaris
baculatum
intracell
corrodens
oralis
vinelandii
nitroferrum
hongkongens
sp.

arsénic
eutropha
sp.
phymatum
acidovorans
testosteroni
naphthalen
sp.
eiseniae
paradoxus
cholodnii
petroleiph
intermédia
palustris
silvestris
carboxido
loti
autotrophic
nitroferrum
centenum
hafniense
fumaroxidan
intestinalis
sp.

hallii
eutactus

thermoacetica:

sp2
phaeobacte
aestuarii
phaeoc
limicola
tepidum
marinus
spl
asiaticus
E11in514
flavus
spinosum

473
474
480
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476
484
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480
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Anexo 3- Tabela de aminoacidos com codigo de uma letra.

Cadigo de

Aminoacido
uma letra

Alanina
Arginina
Asparagina
Acido aspartico
Acido
glutdmico
Cisteina
Fenilalanina
Glicina
Histidina
Isoleucina
leucina
Lisina
Metionina
Prolina
Serina
Tirosina
Treonina
Triptofano
Valina
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