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RESUMO. A bactéria Salmonella Typhimurium é o sorovar não tifóide mais identificado na
clínica, contendo ampla resistência aos antimicrobianos encontrados na indústria.
Mecanismos de resistência e virulência desta bactéria estão associados a captação de
poliaminas a partir de transportadores ABC - uma superfamília de proteínas integrais
responsáveis pela captação e transporte de nutrientes. A identificação e caracterização de
transportadores ABC de poliaminas e vitamina B12 da bactéria Salmonella Typhimurium
contribui para o desenvolvimento de novos fármacos destinados ao controle do crescimento
bacteriano. A partir de análises in silico, as proteínas constituintes de transportadores ABC
foram identificadas e caracterizadas e iniciou-se a caracterização de 3 transportadores ABC
tipo importadores. Foram identificados a localização das proteínas dos transportadores ABC
de poliaminas e vitamina B12, como também a caracterização de cada proteína. Foram
construídos modelos por homologia para PotD, PotF e BtuF com as proteínas moldes
depositadas no PDB: 1POT (PotD de E. coli); 1A99 (PotF de E. coli K-12) e 1N4A (BtuF de
E. coli), com identidade de 93,83%, 94,19%, e 81,20%, respectivamente. Através dos
modelos pode-se identificar regiões de hélice-alfa, fita-beta e coil nas SBPs. Identificou-se
também os aminoácidos dos bolsões de ligação dessas SBPs. Neste trabalho pode-se verificar
e caracterizar dois transportadores de poliaminas e um de vitamina B12 como também seus
possíveis substratos, o transportador PotABCD como um provável transportador de
espermidina, PotFGHI como de putrescina e ButCDF de vitamina B12.
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ABSTRACT. The bacterium Salmonella Typhimurium is the most identified non-typhoid
serovar in the clinic, containing broad resistance to antimicrobials found in the industry.
Resistance and virulence mechanisms of this bacterium are associated with the uptake of
polyamines from ABC transporters - a superfamily of integral proteins responsible for the
uptake and transport of nutrients. The identification and characterization of ABC transporters
of polyamines and vitamin B12 from the bacterium Salmonella Typhimurium contributes to
the development of new drugs to control bacterial growth. From in silico analyses, the
constituent proteins of ABC transporters were identified and characterized and the
characterization of 3 importing type ABC transporters began. The location of the ABC
polyamine and vitamin B12 transporters proteins were identified, as well as the
characterization of each protein. Models were constructed by homology for PotD, PotF and
BtuF with the template proteins deposited in the PDB: 1POT (PotD from E. coli); 1A99 (PotF
from E. coli K-12) and 1N4A (BtuF from E. coli), with identity of 93.83%, 94.19%, and
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81.20%, respectively. Through the models it is possible to identify regions of alpha helix, beta
strand and coil in SBPs. The amino acids of the binding pockets of these SBPs were also
identified. In this work we can identify and characterize two polyamine transporters and one
of vitamin B12 as well as their possible substrates, the PotABCD transporter as a possible
spermidine transporter, PotFGHI as a putrescine transporter and ButCDF for vitamin B12.

Keywords: ABC Transporter. PotD. PotF. BtuF.

INTRODUÇÃO

Transportadores ABC são importantes para sobrevida de bactérias resistentes como
Salmonella enterica sorovar Typhimurium

A Salmonella enterica é uma bactéria gram-negativa da família Enterobacteriaceae,
de respiração anaeróbica facultativa. Entre os principais sorovares não tifoides isolados dessa
bactéria está o sorovar Typhimurium, que é comumente encontrado em isolados de alimentos
vegetais e animais de consumo humano, sendo o patógeno que mais causa doença por
alimentos contaminados (JAJERE, 2019; DOS SANTOS, et al., 2019; GALÁN, 2021). A
infecção pela Salmonella Typhimurium acarreta em gastroenterites autolimitantes e até
septicemia, em casos mais graves, ocasionando em mortes (ANDERSON; KENDALL, 2017;
JAJERE, 2019). Nestes casos, a doença pode estar relacionada a isolados bacterianos do
patógeno com resistência antimicrobiana, sendo comum o sorovar Typhimurium ser um
sorovar multirresistente (ANDINO; HANNING, 2015; NIRANJAN, BHASKAR, 2017).

As bactérias, como Salmonella Typhimurium, contém vários mecanismos de
patogenicidades, que aumentam sua sobrevida e sua virulência, os transportadores de cassete
de ligação ao ATP (ABC - ATP-binding cassete) são exemplos disso, estes tipos de
transportadores que são encontrados em organismos procariontes e eucariontes, em bactérias
estão relacionados com a resistência a antimicrobianos e a diferentes fatores de virulência
(COSTA, et al., 2015; HOLLENSTEIN; DAWSON; LOCHER, 2007; BOGOMOLNAYA, et
al., 2013). Os transportadores ABCs são pertencentes de uma superfamília de proteínas
integrais de membrana responsáveis por transportar vários tipos de moléculas para dentro e
fora da célula, tais transportadores são encontrados desde organismos procariontes até os
eucariontes. Nas bactérias, por exemplo, os transportadores ABC estão relacionados com a
resistência a antimicrobianos e a diferentes fatores de virulência (HOLLENSTEIN;
DAWSON; LOCHER, 2007; BOGOMOLNAYA, et al., 2013)

Os transportadores ABCs são constituídos de dois domínios de ligação a nucleotídeos
citoplasmáticos (NBDs - Nucleotide-Binding Domain), denominados de ATPases, que são
responsáveis por hidrolisar o ATP (adenosina trifosfato) para a reação, e dois domínios
transmembranares (TMDs - Transmembrane Domains), conhecidos como permeases, que
servem de canal através da membrana para o substrato (HOLLENSTEIN; DAWSON;
LOCHER, 2007; DAVIDSON e CHEN, 2004). Os transportadores importadores tipos I e II
ainda possuem uma outra proteína responsável por ligar o substrato ao canal, denominada de
proteína de ligação ao substrato (SBP - substrate binding protein) (LOCHER, 2009,
LOCHER, 2016).

As SBPs são responsáveis por se ligar e capturar várias moléculas essenciais para a
célula e seus mecanismos de virulência e sobrevida de certos patógenos, desta forma elas são
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um ótimo alvo para estudos e criação de novos transportes de antimicrobianos (LEWIS;
WEEN; MCDEVITT, 2012; CLARKE et al., 2002).

Os transportadores ABC estão envolvidos na captação de diversos nutrientes
essenciais para as bactérias, como íons de ferro e metal, aminoácidos, carboidratos e
poliaminas (BERNTSSON et al., 2010). As poliaminas mais encontradas em bactérias são as
espermidina e putrescina e sua obtenção ocorre através de transportadores específicos ou de
biossíntese (ESPINEL; GUERRA; JELSBAK, 2016; GUERRA et al.,2020). Estudos relatam
a importância das poliaminas para a virulência e sobrevida bacteriana da Salmonella
Typhimurium, enquanto a vitamina B12 é um importante cofator enzimático para processos
metabólicos em bactérias, que pode ser absorvida do ambiente através de transportadores
específicos (ESPINEL; GUERRA; JELSBAK, 2016; PIENKO; TRYLSKA, 2020;
RÓWNICKI, et al., 2017).

METODOLOGIA

As proteínas transportadoras de poliaminas e vitamina B12 de Salmonella
Typhimurium foram identificadas a partir de busca no banco de dados Kegg (Kyoto
Encyclopedia of Genes and Genomas - https://www.genome.jp/kegg/). As sequências de
nucleotídeos e aminoácidos de cada proteína foram analisadas por alinhamento de sequências
do BLAST (Basic Local Alignment Search Tool - https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi -
ALTSCHUL et al., 1997) e Clustal (https://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalo/ - LARKIN et
al., 2007) a fim de comparação dos aminoácidos envolvidos na ligação das poliaminas e
vitamina B12 e construção da árvore filogenética de ambas. As sequências das proteínas
usadas para alinhamento foram obtidas pelo Kegg ou pelo banco PDB (Protein Data Bank -
https://www.rcsb.org/) para aquelas proteínas que possuem estrutura resolvida. A estrutura e
localização das proteínas constituintes dos transportadores foram analisadas a partir do mapa
genômico de Salmonella Typhimurium disponível no Kegg.

Proteínas de membranas e proteínas secretadas pelas células necessitam de uma região
que sinaliza seu direcionamento até o local de atuação, esta região é o peptídeo sinal e,
geralmente se encontra na região N-terminal das proteínas, sendo clivado quando a proteína
chega ao seu destino (VON HEIJNE, 1990). As análises de bioinformáticas são mais
eficientes quando utilizada a sequência de aminoácidos da proteína funcional, logo, é
necessário identificar o peptídeo sinal nas proteínas para realizar as análises sem essa região
da sequência. Para isso, as sequências de aminoácidos das proteínas obtidas no banco de
dados Kegg foram analisadas pelo programa SignalP 5.0
(http://www.cbs.dtu.dk/services/SignalP/ - ARMENTEROS et al., 2019) a fim de identificar
as regiões de peptídeo sinal a serem removidas.

As proteínas permeases do transportador ABC de poliaminas e vitamina B12 foram
identificadas a partir do programa online TMHMM
(http://www.cbs.dtu.dk/services/TMHMM/ - KROGH et al., 2001) para avaliar as
características dos aminoácidos presentes na sequência FASTA das proteínas, buscando por
regiões hidrofóbicas, características de regiões transmembranas (KROGH et al, 2001).

Para gerar os modelos tridimensionais das proteínas do transportador ABC foi
utilizado o método de modelagem por homologia por meio do programa Swiss Model
(https://swissmodel.expasy.org - WATERHOUSE et al, 2018). As sequências de aminoácidos
das proteínas foram utilizadas para buscar no Banco de Dados de Proteínas (PDB - Protein
data bank), proteínas com estrutura resolvida e com maior cobertura de sequência e
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identidade com as proteínas de interesse para servir de molde para a modelagem da estrutura
terciária. Os modelos gerados foram validados pelo diagrama de Ramachandran e
visualizados e comparados no programa PyMol (https://pymol.org/2/ - DeLANO, 2002).

RESULTADOS E DISCUSSÃO

Através do banco de dados Kegg foram encontradas onze proteínas constituintes de
transportadores ABC de poliaminas e vitamina B12 de Salmonella Typhimurium (Tabela 1).
Com essa análise foi possível identificar três transportadores, o transportador PotABCD, o
transportador PotFGHI e o transportador BtuCDF, como a décima primeira proteína, ABC
transporter, se encontra sozinha foi dada prioridade para esses três transportadores
identificados nesta pesquisa.

Tabela 1 – Dados de proteínas encontradas no banco de dados Kegg.
Nome da
Proteína

Código no
Kegg

Número de
Nucleotídeos

Número de
Aminoácidos

Localização no Mapa
Genômico

PotA STM1226 1137 378 1.312.020 a 1.313.156
PotB STM1225 864 287 1.311.173 a 1.312.036
PotC STM1223 780 259 1.308.739 a 1.309.518
PotD STM1222 1047 348 1.307.668 a 1.308.714
PotF STM0877 1113 370 948.388 a 949.500
PotG STM0878 1134 377 949.588 a 950.721
PotH STM0879 954 317 950.731 a 951.684
PotI STM0880 846 281 951.681 a 952.526
BtuC STM1340 981 326 1.419.562 a 1.420.542
BtuD STM1342 750 249 1.421.185 a 1.421.934
BtuF STM0206 801 266 241.270 a 242.070

ABC
transporter

STM4494 1092 363 4.742.189 a 4.743.280

Proteínas do transportador PotABCD de espermidina; Proteínas do transportador PotFGHI de
putrescina; Proteínas do transportador BtuCDF de vitamina B12. Fonte: Kegg.

Transportadores PotABCD e PotFGHI conservam os aminoácidos do bolsão e
provavelmente são captadores de poliaminas.

Através do Kegg pode-se analisar o mapa genômico do transportador PotABCD. Desta
forma, foram identificadas as proteínas PotA, PotB, PotC e PotD que se encontram em
sequência no genoma e a proteína SifA que se encontra no meio da sequência das proteínas do
transportador (Figura 1A). As proteínas do transportador PotFGHI também se encontram
próximas (Figura 2A).

Para identificar as permease que estão no transportador PotABCD e no transportador
PotFGHI utilizou-se as sequências de aminoácidos no programa on-line TMHMM, que
identificou 6 regiões hidrofóbicas e transmembranas das proteínas PotB, PotC (Figura 1B e
Figura 2C, respectivamente); e PotH e PotI (Figura 2B e Figura 2C, respectivamente), o que,
que de acordo com Igarashi e Kashiwagi (1999), caracterizam as proteínas que constituem o
canal do transportador tipo ABC.
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A identificação das ATPases foi realizada através do programa SMART, que analisa a
sequência de aminoácidos e identifica as as regiões que mais se repetem na sequência. Foram
identificados os domínios AAA na sequência de PotA e PotG, sugerindo que ambas sejam
proteínas ATPases uma vez que, de acordo com Ogura e Wilkinson (2001), o domínio AAA é
característico de proteínas capazes de hidrolizar ATP.

O programa SignalP 5.0 foi utilizado para encontrar os peptídeos sinais das proteínas
dos transportadores PotABCD e PotFGHI, na qual foi identificado o peptídeo sinal apenas nas
proteínas PotD e PotF. O SignalP5.0 mostrou que a PotD tem peptídeo sinal entre os
aminoácidos de número 1 ao 23 da sequência, enquanto PotF apresenta peptídeo sinal entre
os aminoácidos de número 1 e 26. A remoção da região de peptídeo sinal das proteínas,
mantém a sequência funcional de PotD e PotF que passam a ter 325 e 344 aminoácidos,
respectivamente.

Após obter a sequência funcional da PotD e PoF utilizou-se o programa PSIPRED e
FoldIndex para predizer sua estrutura secundária e comparar com os resultados entre estes
dois programas. O programa FoldIndex identificou 6 regiões desordenadas na PotD (Figura
2D) e uma na PotF (Figura 1D). O PSIPRED sugere que ambas as proteínas apresentam
regiões com hélice-alfa, folha-beta e regiões em coil em sua estrutura (Figura 1E e 2E,
respectivamente).

O alinhamento múltiplo de sequências (Figura 3) de SBP captadoras de poliaminas de
bactérias resistentes, revelou regiões de conservação na sequência de aminoácidos dentre as
proteínas. As regiões de conservação do bolsão foram analisadas a partir da modelagem por
homologia adiante.

Modelos tridimensionais a partir da modelagem por homologia das SBPs foram
gerados, utilizando a proteína SBP de espermidina/putrescina da E. coli (1POT - código PDB)
como molde para a proteína PotD (Figura 4A), com 93% de identidade e 93,8% de cobertura
de sequência. Para a PotF (Figura 4C) foi utilizada a SBP de putrescina também de E. coli
(6YE0 - código PDB), a qual apresenta identidade de 94,19% e cobertura de sequência de
92%. Ambos os modelos gerados indicaram proteínas globulares formadas por dois domínios
unidos por duas fitas betas, corroborando com as análises do PSIPRED. Esta arquitetura das
proteínas periplasmáticas foi observada por Quiocho e Ledvina (1996) em proteínas SBP do
tipo II.

Os aminoácidos conservados em PotD são Trp34, Thr35, Glu36, Tyr37, Ser83, Tyr85,
Asp168, Glu171, Ser211, Trp229, Trp255, Asp257, Tyr293, Gln327(Figura 4B). Esses mesmos
aminoácidos também são encontrados no bolsão de ligação da 1POT de E. coli na pesquisa de
Sugiyama e colaboradores (1996), de forma que pode-se sugerir, diante destes dados, que a
PotD de Salmonella Typhimurium é uma proteína ligadora de espermidina. Outras pesquisas
demonstram a relação do aminoácido Trp para ligação da espermidina com o bolsão de
ligação da SBP (WU et al., 2012), que em PotD o Trp é identificado 3 vezes no bolsão de
ligação. Para a proteína PotF foram identificados no bolsão os seguintes aminoácidos: Trp37,
Ser38, Asp39, Tyr40, Ser85, Glu185, Trp244, Asp247, Phe276, Asp278, Tyr314 (Figura 3D). Nos estudos
de Vassylyev e colaboradores (1998) foram identificados na SBP de putrescina de E.coli,
código 1A99, os mesmos aminoácidos conservados, de forma que pode-se sugerir que a PotF
é uma proteína ligadora de putrescina.

Os aminoácidos que são substituídos entre PotD e PotF, (Thr35, Glu36 e Trp255 por
Ser38, Asp39 e Phe276), que podem ser observados no alinhamento, de acordo com Vassylyev e
colaboradores (1998), é o que diferencia a ligação de espermidina em PotD para putrescina
em PotF. A árvore filogenética das PotF demonstra que ambas têm similaridade, entretanto as
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PotF de Salmonella Typhimurium e Klebsiella pneumoniae contêm maior similaridade entre
suas sequências que a proteína ydcS de Klebsiella pneumoniae. Na Figura 5 pode-se analisar
que as proteínas PotD de Klebsiella pneumoniae e PotD de Salmonella Typhimurium têm o
mesmo ancestral, apresentando maior similaridade em sua sequência do que a proteína PotD
de Streptococcus pyogenes. Segundo Berntsson e colaboradores (2010), de acordo com a
topologia, similaridade de sequência e a árvore filogenética, pode-se classificar a PotD e PotF
como pertencente ao cluster D-II,  que engloba proteínas ligadoras de poliaminas.

Figura 1 - A: Representação parcial do Mapa Genômico do Transportador PotABCD, contendo as proteínas
PotA, PotB, SifA, PotC e PotD; Fonte: Kegg. B e C: Predição de regiões transmembranas de PotB e PotC,
respectivamente. Em vermelho estão as regiões transmembrana das proteínas, azul são regiões citoplasmáticas e
em rosa regiões extracelulares de ambas as proteínas. D: Análise do FoldIndex. Regiões ordenadas em verde e 6
regiões desordenadas representadas em vermelho da sequência de aminoácidos da SBP PotD. E: Análise do
PsiPred de PotD. Cinza representa as regiões em coil, em amarelo as regiões de fita-beta e hélice-alfa
representadas em rosa. Fonte: Próprio Autor.
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Figura 2 - A: Representação parcial do Mapa Genômico do Transportador PotFGHI, contendo as proteínas PotF,
PotG, PotH e PotI; Fonte: Kegg. B e C: Predição de regiões transmembranas de PotH e PotI, respectivamente.
Em vermelho estão as regiões transmembranas das proteínas, azul são regiões citoplasmáticas e em rosa regiões
extracelulares de ambas as proteínas; D: Análise do FoldIndex. Regiões ordenadas em verde e uma região
desordenada representada em vermelho da sequência de aminoácidos da SBP PotF; E: Análise do PsiPred. Cinza
representa as regiões em coil da sequência da SBP PotD, em amarelo as regiões de fita-beta e hélice-alfa
representadas em rosa. Fonte: Próprio Autor.

Transportador BtuCDF apresenta exceções na tridimensional para o transporte de
Vitamina B12.

Através do Kegg pode-se analisar o mapa genômico do transportador BtuCDF. Desta
forma, foi identificado que as proteínas do transportador estão localizadas em regiões
genômicas diferentes (Figura 6A e B).

A proteína permease analisada pelo programa on-line TMHMM apresentou 9 regiões,
na qual uma delas apresenta um pico mais largo, podendo condizer com 10 hélices (Figura
6C), na pesquisa de Davidson (2002), também foram observados 10 hélices no transportador
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de vitamina B12 em E. coli, essa maior quantidade de hélices, 10 ao invés de 6 hélices, é
utilizada para acoplar melhor a molécula de vitamina B12 e para estabilizar um canal maior.
De acordo com esses dados pode-se sugerir que a BtuC é a permease do transportador, pois
ainda de acordo com Igarashi e Kashiwagi (1999), regiões transmembranas e hidrofóbicas
caracterizam as proteínas que constituem o canal do transportador tipo ABC.

Figura 3: Alinhamento múltiplo de sequências de aminoácidos das SBPs de poliaminas, contendo PotD e PotF
da bactéria Klebsiella pneumoniae (kpn); PotD de Streptococcus pyogenes (spy); PotD e PotF de Salmonella
Typhimurium (stm); circulado em vermelho estão os aminoácidos do bolsão de ligação.
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Figura 4 - A: Modelo tridimensional da SBP de espermidina/ putrescina de E.coli, código PDB: 1POT em cinza,
alinhado com o modelo criado por homologia da SBP PotD de Salmonella Typhimurium em rosa forte, molécula
de espermidina em verde localizada na região do bolsão de ligação das SBPs. B: Representação dos aminoácidos
do bolsão de ligação da PotD de Salmonella Typhimurium alinhados com os aminoácidos do bolsão de ligação
da SBP 1POT, os aminoácidos conservados em ambos os bolsões são: Trp35(Trp34), Thr36(Thr35), Glu37(Glu36),
Tyr38(Tyr37), Ser83(Ser83), Tyr85(Tyr85), Glu171(Glu171), Ser211(Ser211), Asp168(Asp168), Trp229(Trp229), Trp255(Trp255),
Asp257(Asp257), Tyr293(Tyr293), Gln327(Gln327). C: Modelo tridimensional da SBP de putrescina de E. coli, código
PDB: 1A99 em marrom, alinhado com o modelo criado por homologia da SBP PotF de Salmonella
Typhimurium em azul, molécula de putrescina em verde localizada na região do bolsão de ligação das SBPs. D:
Representação dos aminoácidos do bolsão de ligação da PotF de Salmonella Typhimurium alinhados com os
aminoácidos do bolsão de ligação da SBP 1A99, os aminoácidos conservados em ambos os bolsões são:
Trp37(Trp37), Ser38(Ser38), Asp39(Asp39), Tyr40(Tyr40), Glu185(Glu185), Trp244(Trp244), Asp247(Asp247), Phe276(Phe276),
Asp278(Asp278), Tyr340 (Tyr340 ). Fonte: Próprio Autor
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Figura 5: Árvore filogenética das SBPs de poliaminas de Klebsiella pneumoniae (kpn); PotD de Streptococcus
pyogenes (spy); PotD e PotF de Salmonella Typhimurium (stm), na qual pode identificar que as SBPs de kpn e
stm originam do mesmo ancestral e mantém uma maior similaridade em suas sequências em comparação com
spy. Fonte: Próprio Autor.

Para identificar a ATPase foi realizado uma análise pelo programa SMART, onde foi
identificado o domínio AAA na sequência da proteína BtuD, essa região é responsável pela
ligação do ATP e também pela sua hidrólise, que de acordo com Ogura e Wilkinson (2001),
caracteriza as ATPases.

Para identificar o peptídeo sinal das proteínas do transportador BtuCDF foi utilizado o
programa SignalP 5.0, no qual somente identificou peptídeo sinal na proteína BtuF. O
programa apresentou que o corte para remoção do peptídeo sinal deve ser feito entre os
aminoácidos das posições 1 a 23 da sequência. A remoção do peptídeo sinal, de BtuF gera
uma proteína funcional com 326 aminoácidos

A sequência funcional da BtuF foi analisada pelos programas PSIPRED e FoldIndex
para prever suas estruturas secundárias. O programa FoldIndex não identificou região
desordenada na proteína BtuF (Figura 6D) e o programa PSIPRED identificou que a BtuF tem
regiões hélice-alfa, fitas betas e coil (Figura 6E).

Para a modelagem molecular por homologia foi utilizada a SBP de vitamina B12 de
E.coli (1N4A - código PDB) como molde para a BtuF, que contém 81.20% de identidade e
100% cobertura de sequência. Os modelos gerados (Figura 7) foram analisados pelo programa
PyMol para visualizar as proteínas alinhadas, ambos modelos foram validados pelo diagrama
de Ramachandran.

A SBP BtuF contém duas regiões globulares ligadas por um interdomínio constituído
de alfa-hélice, de forma que não se pode classificar essa SBP conforme a classificação de
Quiocho e Ledvina (1996). Essa topologia da BtuF é similar a da SBP de manganês, a PsA de
Streptococcus pneumoniae e a SBP de zinco, a TroA de Treponema pallidum e, de acordo
com Borths e colaboradores (2002), são classificados em um terceiro grupo destinado a SBP
que contém a referida  estrutura.

O alinhamento múltiplo de sequência entre as SBP de transportadores ABC de
vitamina B12 de bactérias de interesse à saúde, (Figura 8A). Para esse alinhamento múltiplo
foi utilizado o programa Clustal e também para construção e análise da árvore filogenética
dessas proteínas (Figura 8B). Através do alinhamento múltiplo de sequência em conjunto com
método de comparação no Pymol e pesquisa na literatura de SBPs com estruturas resolvidas,
pode-se identificar que os aminoácidos do bolsão de ligação de BtuF são: Pro9, Tyr28, Trp63,
Asp220, Arg224 e Trp174 (Figura 7B). De acordo com Karpowich e colaboradores (2003) esses
mesmos aminoácidos estão relacionados com a ligação da Vitamina B12 a SBP ButF de E.
coli. Esses aminoácidos estão conservados na sequência da BtuF, de forma que pode-se
sugerir que a ButF é uma proteína ligadora de Vitamina B12.
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Figura 6 - A e B: Representação parcial do Mapa Genômico do Transportador BtuCDF, onde a proteína BtuF se
encontra em região diferente das proteínas BtuC e BtuD, a ButF está entre os nucleotídeos 241.270 até 242.070,
enquanto BtuC e BtuD estão localizados entre os nucleotídeos 1.419.562 até 1.420.542 e 1.421.185 até
1.421.934, respectivamente; Fonte: Kegg. C: Análise do programa TMHMM da proteína BtuC onde mostra em
roxo as regiões transmembranas da proteína, em azul são regiões citoplasmáticas e em laranja são as regiões
extracelulares. D: Análises das regiões ordenadas da BtuF, não foram identificadas regiões desordenadas. E:
Cinza representa as regiões em coil da sequência da SBP BtuF, em amarelo as regiões de fita-beta e hélice alfa
representadas em rosa. Fonte: Próprio Autor.

Na Figura 8B pode-se analisar que as proteínas ButF de Klebsiella pneumoniae, ButF
de Salmonella Typhimurium e E.coli têm o mesmo ancestral, apresentando uma maior
similaridade em sua sequência. Segundo Berntsson e colaboradores (2010), de acordo com a
topologia, similaridade de sequência e a árvore filogenética, pode-se classificar a BtuF como
pertencente ao cluster A-II, que engloba SBPs ligantes de metais quelados.



http://ensaios.usf.edu.br

Figura 7 - A: Modelo tridimensional da SBP de vitamina B12 de E. coli, código PDB: 1N4A em rosa claro,
alinhado com o modelo criado por homologia da SBP BtuF de Salmonella Typhimurium em verde cintilante,
molécula de vitamina B12 em vermelho localizada na região do bolsão de ligação das SBPs. B: Representação
dos aminoácidos do bolsão de ligação da BtuF de Salmonella Typhimurium alinhados com os aminoácidos do
bolsão de ligação da SBP 1N4A, os aminoácidos conservados em ambos os bolsões são: Pro9, Tyr28, Trp63,
Asp220, Arg224 e Trp174. Fonte: Próprio Autor

Figura 8 - A: Alinhamento múltiplo de sequências de aminoácidos das SBPs de vitamina B12, contendo BtuF da
bactéria Klebsiella pneumoniae (kpn); BtuF de de E. coli (eco) e ButF de Salmonella Typhimurium (stm);
circulado em vermelho estão os aminoácidos do bolsão de ligação. B: Árvore filogenética das SBPs de vitamina
B12 de kpn, eco e stm, na qual pode identificar que as SBPs originam do mesmo ancestral e mantêm uma maior
similaridade em suas sequências. Fonte: Próprio Autor.

CONCLUSÃO

O trabalho mostrou ser importante para elucidação dos constituintes dos
transportadores ABC PotABCD, PotFGHI e BtuCDF, e a caracterização de seus bolsões de
ligação. A árvore filogenética das SBPs de poliaminas demonstraram que ambas as proteínas
vieram do mesmo ancestral e através alinhamento múltiplo demonstrou a similaridade das
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sequências de SBPs e que a maioria dos aminoácidos dos bolsões de ligação são conservados
entre elas, isso também visto no caso das SBPs de vitamina B12, de forma que possibilita
novos projetos que buscam mecanismos que inibam a ligação do substrato com a SBP, sendo
assim, um possível mecanismo para combater a resistência bacteriana relacionada ao
transportador ABC e consequentemente combater o patógeno.
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