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RESUMO

Azospirillum brasilense ¢ uma bactéria fixadora de nitrogénio encontrada em
associagdo com diversas gramineas de interesse agricola como milho, trigo, sorgo e arroz.
O processo da fixagdo bioldgica do nitrogénio neste microrganismo € altamente regulado tanto
por amonia quanto por oxigénio. Uma das proteinas envolvidas na cascata de regulagdo da
fixagdo de nitrogénio ¢ a GInB, produto do gene g/nB. A proteina GInZ, produto do gene ginZ, é
uma paraloga de GInB: GInB e GInZ possuem alta similaridade (66% identidade ¢ 92%
similaridade) porém fung¢des distintas. Para a caracterizagdo de GInZ, o gene glnZ foi
amplificado a partir do DNA gendmico de Azospirillum brasilense e oligonucleotideos
sintetizados quimicamente com base na sequéncia do gene depositada no banco de dados
GenBank. O fragmento amplificado foi clonado em vetores de expressdo resultando em
plasmideos recombinantes que superexpressaram a proteina GInZ na sua forma nativa ou com
uma sequéncia contendo seis residuos de histidina (His tag). A purificagdo da proteina GInZ
nativa foi realizada em dois passos cromatograficos. Primeiramente utilizou-se a coluna de troca
idnica Q-Sepharose e em seguida a coluna de afinidade HiTrap Heparin, ambas conectadas a um
sistema de FPLC. A proteina GInZ-His foi purificada em apenas um passo cromatogréfico, na
coluna de afinidade HiTrap-Chelating-Niz‘F. Ensaios de uridililagdo in vitro com a proteina GInZ
purificada foram realizados e mostraram que esta proteina ¢ uridililada pelo extrato livre de
células de A. brasilense, assim como pela proteina GInD de Escherichia coli parcialmente
purificada. A uridililagdo da proteina GInZ-His parece ser dependente dos moduladores 2-
cetoglutarato, ATP e UTP e ¢ inibida por glutamina. Com a proteina GInZ de A. brasilense
purificada, anticorpos policlonais contra esta proteina foram produzidos. Esses anticorpos
apresentaram uma alta especificidade tanto para a proteina GInZ nativa quanto para sua forma

His-tag.
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ABSTRACT

Azospirillum brasilense is a nitrogen-fixing bacterium found in association with
several important crops such as maize, wheat, sorghum and rice. The nitrogen fixation
process in this organism is highly regulated by both oxygen and ammonia. One of the
proteins involved in the control of nitrogen fixation is GInB, product of the ginB gene.
The GInZ protein, product of the g/nZ gene, is a GInB paralogues: GInB and GInZ show
high similarity (66% of identity and 92% of similarity) but play different roles. To
characterize GInZ, the ginZ gene was amplified using genomic DNA of 4. brasilense as
the template and oligonucleotides chemically produced based on the gene sequence
deposited in the GenBank. The fragment amplified was cloned into expression vectors
resulting in recombinant plasmids which overexpressed GInZ in either native form or
with a histidine tag. The purification of native GInZ was made in two FPLC steps: ion
exchange Q-Sepharose chromatography followed by the affinity column HiTrap Heparin.
The GInZ-His tag protein was purified by a single chromatography step using a Hi-Trap
Chelating Ni** column. /n vitro uridylylation assays with the purified GInZ showed that
this protein was uridylylated by a cell-free extract of A. brasilense, and also by a partially
purified Escherichia coli GInD protein. Uridylylation of the GInZ-His tag protein was
dependent on the modulators 2-ketoglutarate, ATP and UTP and was inhibited by
glutamine. Polyclonal antibodies against the GInZ protein were obtained and they

recognized both the native GInZ and GInZ-His tag proteins.
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1. INTRODUCAO

1.1 FIXACAO BIOLOGICA DO NITROGENIO

Como um constituinte de aproximadamente todas as biomoléculas, o
nitrogénio é um elemento essencial para a vida. Quatro quintos da atmosfera terrestre ¢
constituido por nitrogénio molecular (N,), a forma mais abundante deste elemento,
porém, este ¢ metabolicamente indisponivel para a maioria dos seres vivos. Desta
forma, o desenvolvimento de formas metabolicamente utilizdveis de nitrogénio ¢
essencial para o crescimento e sobrevivéncia de todos os organismos.

Um grupo de microrganismos procariticos, denominados diazotrofos,
possui a habilidade de reduzir o dinitrogénio atmosférico a amonia, num processo
conhecido como Fixa¢do Biolégica do Nitrogénio. Atualmente, este processo
microbiano relacionado & agricultura estd sendo bem estudado e explorado
tecnologicamente, ja que a produgdo de fertilizantes nitrogenados, uma outra forma de
obtengdo de nitrogénio biologicamente assimildvel, é extremamente onerosa. Além
dos beneficios econdmicos, a reducdo nas aplicagdes dos fertilizantes nitrogenados
leva a uma melhoria da qualidade ambiental, com menor aporte de nitratos para as

aguas superficiais e subterraneas.

1.20 GENERO Azospirillum

O género Azospirillum, pertencente a subclasse o das proteobactérias
(YOUNG et al., 1992), é constituido por bactérias diazotroficas isoladas da rizosfera
de muitas gramineas e cereais, como milho, trigo, sorgo, arroz, bananeira e
abacaxizeiro, em todo o mundo, tanto em regides temperadas quanto tropicais
(DOBEREINER e DAY, 1976; DOBEREINER, 1991; CRUZ et al., 2001). Essas
bactérias sdo Gram-negativas, de vida livre, microaerofilicas e altamente moveis,

sendo que podem apresentar um uUnico flagelo polar (quando crescidas em meio
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liquido) ou também flagelos laterais (quando crescidas em meio solido) (KRIEG e
DOBEREINER, 1984). Sete espécies dentro do género Azospirillum ja foram
descritas: A. lipoferum, A. brasilense (DOBEREINER et al., 1978), 4. amazonense
(DOBEREINER et al., 1983), 4. halopraeferens (DE LEY et al., 1987) e A. irakense
(KHAMMAS et al., 1989), 4. largimobile (DEKHIL et al., 1997) e 4. dobereinerae
(ECKERT et al., 2001).

Virios estudos de inoculagdo com o género Azospirillum demonstram que
estas bactérias podem influenciar positivamente o crescimento vegetal, o rendimento
agricola e também o conteudo de nitrogénio das plantas (citado em STEENHOUDT e
VANDERLEYDEN, 2000). Estes efeitos positivos tém sido atribuidos a diversos
mecanismos, entre eles a fixacdo bioldgica do nitrogénio e a producdo de fitormonios,
porém o mecanismo exato ainda ndo foi totalmente esclarecido (HOLGUIN, 1999).

Uma vez inoculadas as raizes vegetais, as bactérias Azospirillum induzem
varias mudan¢as na morfologia € no comportamento do sistema radicular. H4 um
aumento visivel no numero e tamanho das raizes laterais favorecendo as trocas de
nutrientes ¢ agua entre a planta e o solo. Isto resulta na promog¢do do crescimento
vegetal (PEDROSA, 1988; OKON e VANDERLEYDEN, 1997). Uma explica¢do para
esta observacdo seria a producdo de fitormonios pelas bactérias, entre eles, as auxinas
(TIEN et al., 1979). O acido indol-acético (AIA) € quantitativamente o mais
importante fitorménio produzido por Azospirillum. A produgido de fitormonios pelas
bactérias diazotroficas inoculadas parece ser a causa das mudangas morfologicas das

raizes das plantas (JAIN e PATRIQUIN, 1985; OKON e KAPULNIK, 1986).

1.3 O COMPLEXO ENZIMATICO DA NITROGENASE

A maquinaria bioquimica requerida para o processo da fixagdo bioldgica do
nitrogénio ¢ representada pelo complexo enzimatico da nitrogenase. A nitrogenase €
composta por duas metaloproteinas, a proteina Ferro (Fe) ou dinitrogenase redutase € a

proteina Ferro-Molibdénio (MoFe) ou dinitrogenase (DEAN et al., 1993). A proteina
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Fe é composta por duas subunidades idéntidas (y,), codificadas pelo gene nifH, de
aproximadamente 62 kDa, ligadas covalentemente a um nucleo 4Fe-4S (EADY, 1986;
HOWARD e REES, 1994). A proteina Fe € a tnica e especifica doadora de elétrons
para a proteina FeMo, sendo que esta transferéncia esta acoplada a hidrolise de ATP
(HOWARD e REES, 1996). O sitio ativo para a reducdo do dinitrogénio estd presente
na proteina MoFe. Estruturalmente, a proteina MoFe ¢ um tetrdmero (o,f3,) com uma
massa molecular total de aproximadamente 240 kDa, sendo que a subunidade o
(codificada pelo gene nifD) possui cerca de 55 kDa e a subunidade B (codificada pelo
gene nifK) cerca de 60 kDa (HOWARD e REES, 1994; ROBERTS et al., 1978; KIM e
REES, 1994). A proteina FeMo possui 2 4&tomos de molibdénio, 30 atomos de ferro e
32 atomos de enxofre organizados em dois tipos de centros redox: o nucleo P (FeS) e o
cofator ferro-molibdénio (FeMoco) (SCHINDELIN et al., 1997; SMITH e EADY,
1992). O cofator FeMoco localiza-se no interior das subunidades o € o par de centros
P na interface entre as subunidades a e B (KIM e REES, 1994). Os elétrons passam da
proteina Fe, anteriormente reduzida por um doador de elétrons (flavodoxina ou
ferredoxina), para o nucleo P da proteina FeMo em um processo dependente de
Mg ATP. O nucleo P transfere entdo estes elétrons intramolecularmente ao cofator
FeMoco que € responsavel pela ligacdo e redugdo do substrato (N,) (HOWARD e
REES, 1996).

Separadas, as proteinas Fe e FeMo ndo sdo capazes de catalizar o processo
da fixacdo biologica do nitrogénio. Entretanto, quando juntas, na auséncia de amoénio,
sob temperatura adequada, baixas tensdes de oxigénio e fonte de poder redutor
(elétrons) (POSTGATE, 1982) elas sdo responséaveis pela redugdo do dinitrogénio
atmosférico a amoénia seguindo a estequiometria estabelecida por SIMPSON e

BURRIS (1984):

N
Ny+ 8¢ + 8H™ + 16 MgATP ———» 2NH; + 16MgADP + 16Pi + H,
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Devido ao elevado gasto energético desta reagdo, os diazotrofos regulam
tanto a sintese do complexo enzimatico da nitrogenase quanto a sua atividade em
resposta a varios fatores ambientais, dentre eles, a tensdo de oxigénio, ja& que a
nitrogenase € bastante sensivel ao O,, e a disponibilidade de nitrogénio fixado. O
controle da expressdo dos genes estruturais do complexo enzimatico da nitrogenase €

feita de maneira bastante intrincada, envolvendo varias cascatas de genes regulatérios.

1.4 GENES nif

A organizagdo dos genes nif, envolvidos na fixa¢do de nitrogénio, segue
diferentes padrdes de acordo com o nivel de adaptagdo ou fisiologia do organismo
(MERRICK, 1992; PEDROSA et al., 2001).

Em Klebsiella pneumoniae, o diazotrofo melhor estudado, existem 20 genes
nif organizados em 8 operons contiguos (nifJ, nifHDKTY, nifENX, nifUSVW, nifZM,
nifF, nifLA e nifBQ) (MERRICK, 1988; 1989; 1992). Destes 20 genes identificados,
pelo menos 14 sdo essenciais para a produg@o da nitrogenase ativa (MERRICK, 1988).
Neste microrganismo, os produtos dos genes nifLA sdo responsaveis pela regulacdo da
transcri¢do de todos os outros genes nif. A proteina NifA ¢ a ativadora de transcri¢do
atuando na auséncia de amonia e oxigénio, enquanto que na presen¢a destes, sua
atividade € inibida pela proteina NifL (MERRICK, 1992).

Em Azospirillum brasilense, diferente do que ocorre em K. pneumoniae, 08
genes nif estdo espalhados em regides distintas do genoma (SINGH et al., 1989;
GALIMAND et al., 1989; PASSAGLIA et al., 1991). Em A. brasilense foram isolados
e sequenciados os genes nifHDKTorfInifY que fazem parte de um unico operon
(QUIVIGER et al., 1982; de ZAMAROCZY et al., 1989; SCHRANK et al., 1987,
PASSAGLIA et al, 1991). Aproximadamente a 3 kb a jusante do operon
nifHDK TorfInifY foram localizados os operons nifENXorf3, orf2nifUSVorf4, fixABC e
nifW (GALIMAND et al.,, 1989; ELMERICH et al., 1988; FRAZZON et al. 1995;
MILCAMPS et al., 1993) compreendendo uma regido de aproximadamente 30kb.
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Além destes genes, em outra regido do genoma, foram identificados os genes nif4.,
nifB e nifM (LIANG et al., 1991; ELMERICH et al., 1997; FRAZZON et al., 1995).
Em Azospirillum brasilense o gene nifA faz parte do operon monocistronico nif4 nio
havendo evidéncias para existéncia de um gene homoélogo ao nifL neste
microrganismo. Os genes dral e draG, que codificam as proteinas responsaveis pelo
controle pods-traducional da nitrogenase, foram localizados a montante do operon

nifHDK TorfInifY (ZHANG et al., 1992).

1.5 ASSIMILACAO DE AMONIO

O amonio € o composto nitrogenado de mais facil utilizacdo na maioria dos
procariotos ¢ também aquele que proporciona a maior velocidade de crescimento se
comparado a outras fontes nitrogenadas (MERRICK e EDWARDS, 1995).

A amonia captada do meio extracelular ou obtida pelo processo de fixagdo de
nitrogénio ¢ assimilada na forma de glutamato e glutamina, compostos que servirdo
como doadores de nitrogénio para a biossintese de compostos celulares nitrogenados.
Dos dois sistemas envolvidos no processo de assimilagdo de amodnio a glutamato e
glutamina, aquele catalisado pelas enzimas glutamina sintetase (GS) e glutamato
sintase (GOGAT) (MERRICK e EDWARDS, 1995) € o mais importante relacionado a
regulac@o do processo de fixa¢do de nitrogénio.

Em condi¢des de baixa concentragdo de nitrogénio fixado, a amoénia €
assimilada na forma de glutamina que, posteriormente, dd origem a glutamato,

conforme mostrado nas reagdes abaixo:

GS
NH,;" + L-glutamato + ATP ——® L-glutamina + ADP + Pi

GOGAT
L-glutamina + 2-cetoglurato + NADPH ——— 2 L-glutamato + NADP”
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Este sistema € regulado através da atividade da enzima GS e ¢ essencial para
a manutencdo da homeostase de nitrogénio intracelular. A atividade da enzima GS é
controlada a nivel da transcricdo de seu gene (g/nA), através da concentra¢do de
determinados metabdlitos, ou por regulacdo covalente, através da adenilagdo de suas
subunidades. A adenililacdo da enzima GS, realizada pela adenililtransferase (ATase
ou GInE), provoca a inativacdo da mesma e ocorre quando o nivel intracelular de
nitrogénio aumenta.

O segundo sistema de assimilagdo de amoénio € catalisado pela enzima
glutamato desidrogenase (GDH) e somente € utilizado em condig¢bes de excesso de
nitrogénio fixado. Quando comparada com o sistema de assimilacio GS/GOGAT, cujo
Kwu € aproximadamente 0,1 mmol/L, o Ky da enzima GDH ¢ alto (cerca de 1 mmol/L),
desta forma, a enzima torna-se ineficiente na assimilagdo de aménio para o
crescimento celular sob condi¢des limitantes de nitrogénio (MERRICK ¢ EDWARDS,
1995). A reacdo catalisada pela enzima GDH esté abaixo representada:

GDH
NH," + 2-cetoglutarato + NAD(P)H g——— glutamato + NAD(P)"

1.6 SISTEMA Nitr

O sistema Ntr controla o metabolismo geral de nitrogénio, regulando a
utilizacdo de fontes alternativas de nitrogénio como nitrato e aminoacidos (citado em
DRUMMOND et al., 1983). Este sistema de transdugdo de sinal em resposta a
presenga de nitrogénio tem sido melhor estudado em Escherichia coli (MERRICK e
EDWARDS, 1995; NINFA e ATKINSON, 2000). Em enterobactérias fazem parte do
sistema Ntr as seguintes proteinas: NtrB (produto do gene ntrB), NtrC (produto do
gene ntrC), GInD ou Utase (produto do gene g/nD), proteina GInB (produto do gene
ginB), GInK (produto do gene ginK), GInE ou ATase (produto do gene gink) e

glutamina sintetase (GS) (produto do gene g/nAd). Essas sete proteinas interagem em
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um complexo mecanismo em cascata (MERRICK e EDWARDS, 1995), representado

esquematicamente na Figura |.

1.6.1 A cascata do sistema Ntr

Em E. coli a proteina GInB desempenha um papel central no controle do
sistema Ntr, interagindo com as proteinas GInD, NtrB e GInE e também com os
efetores ATP e 2-cetoglutarato em resposta aos niveis celulares de nitrogénio e
carbono (KAMBEROV et al., 1994; ATKINSON et al., 1994).

A proteina GInD, com atividades de uridililtransferase e enzima removedora
de uridilil, possui a fun¢do de sensoreamento dos niveis de nitrogénio para o sistema
Ntr através da relagdo celular de glutamina/2-cetoglutarato (ATKINSON et al., 1994).
Esta enzima bifuncional catalisa a uridililagdo reversivel da proteina GInB (ADLER et
al., 1975; BUENO et al., 1985; KAMBEROV et al., 1994). Em condi¢des limitantes
de NH,4" a proteina GInD possui atividade de uridililtransferase e catalisa a adi¢do do
grupamento UMP a proteina GInB, enquanto que em condi¢des de excesso de NH,",
GInD adquire atividade de enzima removedora de UMP (de MEL et al.,1994). A
atividade de uridililtransferase de GInD em E. coli requer 2-cetoglutarato e ATP e é
inibida por glutamina, ja sua atividade de enzima removedora de uridilil € ativada na
presenga de glutamina (KAMBEROV et al., 1994).

Em baixas concentragdes de ions amoOnio, quando a relagdo 2-
cetoglutarato/glutamina € alta, o 2-cetoglutarato induz uma mudanga conformacional
na proteina GInB que adquire uma conformac@o favoravel a sua uridililagdo pela
proteina GInD. A proteina GInB-UMP ndo interage com a proteina NtrB que, entéo,
catalisa a fosforilagdo da proteina NtrC, ativando-a. A proteina NtrC fosforilada
(NtrC-P) é o ativador de transcrigdo dos operons nifLA e ginAntrBC em K
pneumoniae (REITZER e MAGASANIK, 1985). GInB-UMP interage com a
adenililtransferase (ATase) que catalisa a desadenilagdo da glutamina sintetase,

ativando-a (BROWN et al, 1971; KAMBEROV et al, 1995; MERRICK e
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EDWARDS, 1995). A glutamina sintetase desadenilada passa entdo a produzir
glutamina (KEENER e KUSTU, 1988), situacio em que a assimilagio de NH, ¢
maxima.

Em condi¢des de excesso de nitrogénio fixado a proteina GInD de E. coli
liga glutamina, o que inibe sua atividade de uridililtransferase e ativa a de enzima
removedora de UUMP, tfavorecendo a desuridililagdo de GInB (de MEL et al.,1994). A
proteina GInB desuridililada estimula a atividade de fosfatase da proteina NtrB, que
destosforila NtrC-P, inativando-a. Ao mesmo tempo, GInB desuridililada age sobre a
ATase, que passa a catalisar a adenililagdo da glutamina sintetase. A glutamina
sintetase adenilada € inativa (MERRICK e EDWARDS, 1995). Neste caso, a principal
via de assimilagio de NH, passa a ser a glutamato desidrogenase (MERRICK e
EDWARDS, 1995).

van HEESWIIK e colaboradores (1996) verificaram que na auséncia da
proteina GInB em E. coli, em condi¢des de limitacdo de nitrogénio, a enzima
glutamina sintetase poderia ser desadenililada tdo bem quanto na estirpe selvagem.
Este resultado é explicado pela presenga da proteina GInK que, neste caso, substituiu
funcionalmente GInB. Assim como GInB, a interacdo GInK-ATase € inibida frente a
altas concentracdes de 2-cetoglutarato (JIANG e NINFA, 1999; ATKINSON e
NINFA, 1999). A interagdo de GInK com a proteina NtrB também ¢ semelhante a
GInB (van HEESWIJK et al., 1996; ATKINSON e NINFA, 1999). Em E. coli, na
auséncia de GInB, GInK age através de NtrC para regular seu proprio promotor €
outros promotores ntr (ATKINSON e NINFA, 1998). Em K. pneumoniae, a proteina
GInK ¢ requerida para liberar a proteina NifA do efeito inibitério de NifL (JACK et
al., 1999; HE et al., 1998). Em Azotobacter vinelandii, GInK-UMP, em resposta a
limitagdes de nitrogénio, previne o efeito inibitorio de NifL sobre NifA (RUDNICK et
al., 2002; LITTLE et al., 2000). |

Na Figura 2 esta representado um esquema do sistema Ntr em Azospirillum
brasilense. Diferentemente do que ocorre nas enterobactérias, 4. brasilense ndo possui

a proteina NifL que ¢ a proteina controladora de NifA. Neste organismo a proteina
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NifA parece ser inibida diretamente por amonia e oxigénio (ARSENE et al., 1996). A
proteina GInB ¢ requerida para a atividade de NifA. Mutantes de A4. brasilense,
contendo o gene g/nB interrompido, apresentam fendtipo Nif negativo mesmo quando
a proteina NifA € expressa constitutivamente (de ZAMAROCZY et al., 1996). Quando
o dominio N-terminal da proteina NifA ¢ deletado, a regulagdo por amoénia e o
requerimento da proteina GInB desaparecem, sugerindo que esta regido seja a
responsavel pelo sensoreamento dos niveis de amonia (ARSENE et al., 1996).

Uma caracteristica diferencial na via regulatoria de A. brasilense é que
mutantes ntrC e ntrB apresentam um fenotipo Nif positivo (LIANG et al., 1993;
MACHADO et al, 1995). Diferentemente do que ocorre em K. prneumoniae, a
transcri¢cdo do gene nifA de A. brasilense ndo depende de NtrC, ocorrendo na presenca
de oxigénio e amonia (FADEL-PICHETH et al., 1999). Esta resposta em A. brasilense
sugere a existéncia de um mecanismo que controla a atividade da proteina NifA e
parece envolver a proteina GinB (LIANG et al., 1992). Em mutantes g/nB, embora o
gene nif4 seja transcrito, a transcri¢do do gene nifH ndo ocorre, ndo havendo, portanto,
a sintese do complexo da nitrogenase. Nestes mutantes, a proteina NifA de K.
pneumoniae, na auséncia de NifL, foi capaz de restaurar o fendtipo Nif positivo,
enquanto que a proteina NifA de A4. brasilense ndo restaura este fenotipo (de
ZAMAROCZY et al., 1993). Isto indica que a proteina NifA de 4. brasilense é
expressa de uma forma inativa e que a proteina GInB € requerida para sua ativagao.

Em alguns microrganismos diazotréficos, como o A. brasilense, hd um
mecanismo de regulagdo poés-traducional da atividade da enzima nitrogenase. Em
condi¢des de excesso de NH,", este mecanismo envolve a ADP-ribosilagdo reversivel
da proteina Fe do complexo da nitrogenase, catalisada pela enzima dinitrogenase
redutase ADP-ribosil transferase ou DRAT. A ADP-ribosilacdo da proteina Fe leva a
sua inativacio (MERRICK ¢ EDWARDS, 1995; ZHANG et al., 1993). A atividade da
proteina Fe ¢ restaurada quando a concentragdo de aménio diminui pela remogdo do
grupamento ADP-ribosil da proteina Fe através da proteina DRAG ou dinitrogenase

redutase glicohidrolase ativadora. Mutantes ntrC de A. brasilense sdo incapazes de



Introdu¢dao 10

produzir esta resposta pos-traducional a nitrogenase, indicando que a proteina NtrC
possa estar envolvida em algum passo do sistema sinalizador (PEDROSA e YATES,
1984; ZHANG et al., 1997). Em A. brasilense a proteina NtrC controla a expressdo do
gene g/nZ (de ZAMAROCZY, 1998). O gene ginZ de A. brasilense codifica para a
proteina GInZ, descrita por de ZAMAROCZY e colaboradores (1996), e ¢ similar ao
gene g/nK de E. coli. Em A. brasilense foi sugerida a participagdo da proteina GInZ no

controle da atividade da nitrogenase em resposta a amonia (KLASSEN et al., 2001).

1.7 REGULACAO DA EXPRESSAO DOS GENES nif

A transcri¢do dos genes nif requer a proteina ativadora NifA e a holoenzima
RNA polimerase-oN (MERRICK, 1992). Esta transcricdo ocorre através de promotores
que possuem seqiiéncias conservadas (par de dinucleotideos GG e GC) nas regides
-25/-24 e -13/-12 em relagdo ao inicio de transcricdo (MERRICK e CHAMBERS,
1992; FISCHER, 1994). O fator ¢" ou o> da RNA polimerase ndo € capaz de ativar a
transcri¢do sozinho, ele necessita de uma proteina ativadora que, no caso da fixacdo
biologica do nitrogénio, é representada pela proteina NifA. Em conjunto com NifA, a
RNA polimerase-o54 catalisa a formag¢do do complexo aberto para o inicio de
transcri¢io em uma reag¢do dependente da hidrolise de ATP (BUCK et al., 1986;
MORRET e BUCK, 1989; SANTERO et al., 1989; POPHAM et al., 1989; BUCK e
CANNON, 1992; AUSTIN et al., 1990).

NifA é uma proteina cuja atividade € controlada pelos niveis de aménio e
oxigénio na maioria dos diazotrofos. Em K. pneumoniae, um microrganismos da
subclasse v das Proteobactérias, a atividade de NifA ¢ controlada por NH; e O,
através da proteina NifL (DIXON et al., 1997). Naqueles organismos aonde NifLL ndo
foi encontrada, como por exemplo, A. brasilense e H. seropedicae, o controle por
NH," e O, parece ser exercido pela propria proteina NifA (; FISCHER et al., 1988;
ARSENE et al., 1996).

A transcri¢do do gene nif4 depende de outra proteina ativadora, a proteina
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NtrC. Em K. pneumoniae, o operon nifLA ¢ ativado pela proteina NtrC fosforilada que
é controlada pelo o sistema Ntr (MERRICK, 1992). Assim como em K. pneumoniae, a
transcricdo do gene nifA em Herbaspirillum seropedicae ¢ dependente de NtrC
fosforilada e do fator o* (WASSEN et al., 2000). Esta transcrigio ¢ regulada por
amonia mas independe dos niveis de oxigénio (SOUZA et al., 1999). Entretanto, em 4.
brasilense, a transcri¢do do gene nif4 é independente de NtrC (LIANG et al., 1991; de
ZAMAROCZY et al., 1993; MACHADO et al., 1995; FADEL-PICHET et al., 1999).

1.8 AS PROTEINAS SINALIZADORAS DA FAMILIA P,

As proteinas sinalizadoras Py fazem parte da mais ampla familia de proteinas
transdutoras de sinal da natureza conhecidas até o momento (NINFA e ATKINSON,
2000). Os genes que codificam para as proteinas da familia P, foram encontrados em
diversas classes bacterianas, em Archea e recentemente em plantas superiores. Estas
proteinas ajudam a coordenar a assimilagdo de nitrogénio através da regulacdo da
atividade de enzimas em resposta a diversos sinais dos niveis de carbono e nitrogénio
celulares (NINFA E ATKINSON, 2000).

E. coli e outros membros da subclasse y das Proteobactérias, como K.
pneumoniae, possuem os genes codificadores das proteinas sinais GInB e GInK
(HOLTEL e MERRICK, 1988; JACK et al, 1999). Azotobacter vinelandii €
Haemophilus influenzae possuem apenas um gene que codifica para uma proteina tipo-
Py (MELETZUS et al., 1998).

Dentro da subclasse o das Proteobactérias, incluindo alguns membros dos
géneros Azospirillum, Rhizobium, Bradyrhizobium, Gluconacetobacter, Rhodobacter €
Rhodospirillum, dois genes que codificam para proteinas tipo-P;; foram encontrados,
os genes ginB (cotranscrito com ginA) e o ginK (ginZ) (formando um operon com
amtB) (BOZOUKLIAN e ELMERICH, 1986; JOHANNSON ¢ NORDLUND, 1996;
KRANZ et al., 1990; MARTIN et al.,, 1989; MICHEL-REYDELLET et al., 1997,
1998; ZINCHENKO et al., 1994; KLIPP et al., 2000; PERLOVA et al., 1999; QIAN et
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al., 1998; TATE et al., 1998). Em Azospirillum brasilense o gene similar a glnK foi
denominado g/nZ (de ZAMAROCZY, 1996).

Em Herbaspirillum seropedicae e Azoarcus sp., representantes da subclasse
B das proteobactérias, também foram descritas proteinas tipo-Py. H. seropedicae
possui dois genes tipo-Py, o glnB e o glnK. enquanto que no microrganismo Azoarcus
sp. foram encontrados um gene homologo a g/nB e dois homologos a ginK (BENELLI
et al., 1997; NOINDORF, 2002; MARTIN et al., 2000).

Em todas as arqueobactérias cujo genoma j& foi seqiienciado miltiplas
copias de genes tipo-Py; foram encontradas (THOMAS et al., 2000).

Dentro do reino vegetal, a primeira descoberta de um gene da familia Py foi
no genoma do cloroplasto da alga vermelha Porphyra purpurea (REITH e
MUNHOLLAND, 1995). Entretanto, estudos recentes indicam que as proteinas Py
estdo provavelmente largamente distribuidas dentro das plantas superiores. Genes que
codificam para proteinas tipo-P; tém sido identificados em Arabidopsis thaliana,
Ricinus communis, tomate e soja (HSIEH et al., 1998). Em todos estes casos, a
sequéncia da proteina tipo-Py; encontrada possui alta homologia com a proteina

bacteriana GInB.
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FIGURA 1 - CONTROLE DO METABOLISMO GERAL DE NITROGENIO PELO SISTEMA Ntr EM K. pneumoniae
(ADAPTADO DE FISCHER, 1994)

Os simbolos TN e N indicam, respectivamente, condi¢gdes celulares de

excesso e escassez de nitrogénio. TO e YO indicam, respectivamente, alta ou baixa

pressdo parcial de oxigénio no meio.
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FIGURA 2 — CONTROLE DO METABOLISMO GERAL DE NITROGENIQ PELQ SISTEMA Ntr EM A, brasilense

ginB  ginA ntrB  ntrC

S et "

Os simbolos TN e IN indicam, respectivamente, condi¢des celulares de
excesso e escassez de nitrogénio. (+) indica atividade da nitrogenase enquanto que (-)
indica inativagdo da mesma. As linhas tracejadas indicam passos ainda ndo

comprovados experimentalmente.
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1.8.1 As proteinas GInB, GInK e GInZ

As proteinas transdutoras de sinal GInB, GInK e GInZ fazem parte do
sistema regulador do metabolismo nitrogenado (Ntr), respondendo a variagbes na
disponibilidade de nitrogénio e carbono intracelulares (NINFA e ATKINSON, 2000).

O gene estrutural da proteina GInB, o gene g/nB, foi primeiramente clonado
e seqiienciado em E. coli por SON e RHEE (1987). Posteriormente, g/nB foi isolado
de diversos outros microrganismos. A sequéncia de aminoacidos deduzida do gene
ginB, bastante conservada entre os diferentes organismos onde este gene foi
encontrado, prediz um polipeptideo com massa molecular de 12,4 kDa. Estudos
posteriores demonstraram que, na forma nativa, a proteina GInB apresenta-se como
um homotrimero (CHEAH et al., 1994; de MEL et al., 1994; VASUDEVAN et al.,
1994). O sitio de uridililagdo da proteina GInB foi identificado como sendo o residuo
de tirosina 51 (SON e RHEE, 1987). Em A. brasilense ¢ H. seropedicae a proteina
GInB € necessaria para a atividade da proteina ativadora de transcricdo NifA,
entretanto ndo € necessaria para a regulacdo da expressdo ou atividade da glutamina
sintetase (ARSENE et al., 1996; BENELLI et al., 2000).

Uma proteina pardloga de GInB tem sido descrita em diversos organismos
(de ZAMAROCZY et al.,, 1996; MICHEL-REYDELLET et al., 1998; QIAN e
TABITA, 1998; TATE et al., 1998; van HEESWIJK et al., 1996). Esta proteina,
denominada GInK, parece desempenhar um papel distinto de GInB dentro do
metabolismo nitrogenado (ATKINSON e NINFA, 1999). Em enterobactérias, a
proteina GInK ¢ prontamente uridililada pela proteina GInD assim como a proteina
GInB, porém, sua desuridililacdo, quando os niveis celulares de nitrogénio aumentam,
ocorre de maneira mais lenta (ATKINSON e NINFA, 1998; van HEESWIJK et al.,
1996). Em E. coli € K. pneumoniae o gene ginK tem sua expressdo controlada pelo
sistema NtrB/NtrC, diferentemente do gene g/nB cuja expressdo € constitutiva
(ATKINSON e NINFA, 1998; JACK et al., 1999; van HEESWIJK et al., 1996). E

proposto que o papel de GInK em enterobactérias seja o de controlar a atividade de
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NtrB e ATase sob condi¢des limitantes de nitrogénio (ATKINSON e NINFA, 1999).
Em K. pneumoniae € em A. vinelandii, a proteina GInK esta envolvida no controle da
atividade da proteina repressora NiflL, embora sob mecanismos diferentes (HE et al.,
1998; JACK et al., 1999; RUDNICK et al., 2002).

Em A. brasilense, a proteina pardloga a GInB e similar a GInK é denominada
GInZ (de ZAMAROCZY et al., 1996). Sua sequéncia de aminoacidos também ¢é
bastante similar com a sequéncia da proteina GInB, assim como o tamanho provavel
do polipeptideo codificado. A transcricdo do gene g/nZ é monocistronica e iniciada
principalmente a partir de um promotor dependente de o' ativado por NtrC (de
ZAMAROCZY, 1998). Ocorre um aumento de 7,5 vezes na expressdo de GInZ em
células cultivadas na auséncia de amoénio (de ZAMAROCZY, 1998).
Surpreendentemente, a expressdo de GInZ ¢ dependente do sistema Ntr mesmo em
condigdes de excesso de amonio e ¢ bastante aumentada na presenga de aspartato (de
ZAMAROCZY, 1998). Assim como sua paraloga GInB, a proteina GInZ ¢ uridililada
em niveis limitantes de nitrogénio e ndo € essencial para a modificacdo reversivel da
glutamina sintetase (GS), sugerindo a presen¢a de uma terceira proteina da familia PII
neste organismo. Em Rhodospirillum rubrum e Azoarcus sp. foram caracterizados trés
genes que codificam trés diferentes proteinas da familia P; (MARTIN et al., 2000;
ZHANG et al., 2001b).

A proteina GInZ parece estar relacionada com o transportador de ions
amoénio (amtB) ja que mutantes g/nZ exibem uma taxa de transporte de ions
metilamonio maior do que o selvagem. Por outro lado, quando o gene ginZ ¢é
superexpresso em A. brasilense a taxa de transporte de metilamonio diminui (de
ZAMAROCZY e ELMERICH, 1997), sugerindo que muta¢des em g/nZ possam
interferir com a produgdo ou com o desencadeamento de sinais intracelulares para um

dos sistemas de regulacdo da nitrogenase.

1.8.2 Envolvimento das proteinas da familia Py no Sistema Ntr
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Dentro do sistema Ntr, as proteinas P interagem com quatro proteinas:
NtrB, GS, GInE (ATase) e GInD (Utase). Nestes quatro casos, a sinalizagdo dos niveis
de nitrogénio e carbono celulares sdo fundamentais. Basicamente, trés moléculas
efetoras fazem este monitoramento, o ATP, o 2-cetoglutarato e a glutamina.

As proteinas da familia P;; podem ser modificadas covalentemente pela
adicdo de UMP ao residuo de tirosina 51 altamente conservado. A proteina GInD ou
UTase uridilila as proteinas GInB e GInK em resposta aos niveis intracelulares de
nitrogénio. Esta interconversdo das proteinas P; constitui um dos mais importantes
mecanismos de sinalizag@o intracelular dos niveis de nitrogé€nio. Varios estudos tém
mostrado que a atividade de uridililtransferase de GInD requer Mg2+, 2-cetoglutarato e
ATP e ¢ inibida por glutamina (ADLER et al., 1975; KAMBEROV et al., 1995). Por
outro lado, a retirada do UMP necessita de glutamina (KAMBEROV et al., 1994;
KAMBEROV et al., 1995; JIANG et al., 1998a).

Quando a proteina GInB esta uridililada ela ndo é capaz de interagir com a
proteina NtrB favorecendo a fosforilagdo de NtrC (ATKINSON et al., 1994). NtrC
ativa vai estimular a transcrigdo dos varios genes responsaveis pela regulagdo da
fixa¢do de nitrogénio que possuem promotores dependentes do fator o* (MORETT e
SEGOVIA, 1993). A proteina GInK, da mesma forma como GInB, € capaz de interagir
com NtrB e entdo regular a concentragdo de NtrC fosforilada (van HEESWIJK et al.,
1996; ATKINSON e NINFA, 1999). Entretanto, GInK ¢ menos eficiente em reduzir o
nivel de NtrC-P (ATKINSON e NINFA, 1998) mas € capaz de regular promotores ntr
dependentes de alta concentragdes de NitrC-P (ATKINSON e NINFA, 1998;
BLAUWKAMP e NINFA, 2002). Na auséncia de GInB, GInK age através de NtrC
para regular varios promotores ntr, inclusive o seu (ATKINSON e NINFA, 1998),
porém, juntamente com a proteina GInB, nenhuma condi¢do de crescimento testada
mostrou dependéncia de GInK (ATKINSON e NINFA, 1998). Estes resultados
indicam que a proteina GInK possa agir na regulacdo fina de NtrB em condi¢oes
limitantes de nitrogénio, condi¢do na qual a proteina GInK é expressa (ATKINSON e

NINFA, 1999).
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A atividade da glutamina sintetase, enzima responsavel pela assimila¢do de
nitrogénio celular, é regulada através de sua adenililagdo reversivel catalisada pela
enzima bifuncional adenililtransferase ou ATase, segundo os niveis celulares de 2-
cetoglutarato e glutamina (BROWN et al., 1971; JIANG et al., 1998b). GInB-UMP,
encontrada na célula quando os niveis de nitrogénio sdo baixos, € necessaria para a
desadenililagdo (ativagdo) de GS (BROWN et al., 1971). A glutamina parece participar
desta reac¢do juntamente com GInB de forma cooperativa (cooperatividade positiva) ja
que, em elevados niveis de glutamina, apenas uma pequena concentra¢do de GInB €
necessaria para ativar a atividade de adenililtransferase da ATase (JIANG et al,,
1998b). Com relagdo ao 2-cetoglutarato, em altas concentra¢des deste modulador
GInB ¢é incapaz de ligar-se a ATase impedindo a adenililagdo de GS, ja em baixas
concentragdes a ligacdo da proteina GInB com ATase € favorecida (JIANG e NINFA,
1999).

A proteina GInK também € capaz de se ligar a ATase (van HEESWIJK et al.,
1996; ATKINSON e NINFA, 1998). Assim como GInB, altas concentracdes de 2-
cetoglutarato inibem a interagdo GInK-ATase, porém, diferentemente de GInB, baixas
concentragdes de 2-cetoglutarato ndo favorecem esta ligacdo (JIANG et al., 1998;
ATKINSON e NINFA, 1999). van HEESWIJK e colaboradores (1996) mostraram que
GInK é cerca de 40 vezes menos potente que GInB na ativag@o da adenililagdo de GS,
sugerindo que, na presenca de GInB, GInK ndo tem um papel fundamental no controle
da atividade desta enzima. Estes resultados foram posteriormente confirmados por
ATKINSON e NINFA (1999). Em Azospirillum brasilense, nem GInB, nem GInZ sdo
essenciais para a modificagdo reversivel da ATase (dle ZAMAROCZY, 1998).

1.8.3 Outras fun¢des e comportamentos das proteinas Py

1.8.3.1 Heterotrimerizacdo das proteinas Py

Em E. coli, as proteinas GInB e GInK sdo capazes de formar heterotrimeros
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in vivo quando co-expressas de um plasmideo ou quando a estirpe selvagem é crescida
em condi¢des limitantes de nitrogénio (FORCHHAMMER et al, 1999; van
HEESWIJK et al., 2000). Quando o nivel de nitrogénio celular esti baixo o
homotrimero (GInB-UMP); ndo € detectado. Por outro lado, sdo detectadas as espécies
(GInK-UMP);, (GInB-UMP),-(GInK-UMP), e (GInB-UMP),-(GInK-UMP), ja que em
baixa concentracio de NH,;' a expressio de GInK ¢ bastante acentuada (van
HEESWIJK et al., 2000).

Experimentos de adenililacdo in vitro em E. coli demonstraram que os
heterotrimeros GInB-GInK totalmente uridililados estimulam a atividade de
desadenililagdo da ATase, porém de forma menos eficiente que o homotrimero (GInB-
UMP);. (GInK-UMP); ndo € capaz de estimular a atividade de desadenililacdo de GS
(van HEESWIIK et al., 2000). A estes heterotrimeros GInB-GInK tém sido propostas
fungdes relacionadas com a regulacdo fina das cascatas transdutoras de sinal do

metabolismo do nitrogénio (van HEESWIJK et al., 2000).

1.8.3.2 Proteinas Py e a atividade da proteina NifA

As primeiras indicacGes de que a proteina GInB estaria relacionada com a
atividade da proteina NifA provém de observagdes em A. brasilense onde mutantes
ginB exibem um fenodtipo Nif negativo embora expressem NifA (LIANG et al., 1992).
Por outro lado, mutantes g/nZ ndo afetam a fixacdo de nitrogénio (de ZAMAROCZY,
1998). Esta relagdo GInB-NifA ndo diz respeito a expressdo do gene estrutural da
proteina NifA e sim a manuten¢do da forma ativa da proteina NifA expressa, uma vez
que GInB estaria prevenindo o efeito inibitorio de seu dominio N-terminal (ARSENE
et al., 1996; ARSENE et al., 1999). Mutantes de A. brasilense no residuo de Tyr51 da
proteina GInB também exibiram fenotipo Nif negativo, sugerindo que a forma de
GInB requerida para a ativagdo de NifA seja aquela modificada pelo grupamento UMP
(ARSENE et al., 1999). Em Herbaspirillum seropedicae, assim como em A.

brasilense, mutantes ginB também apresentaram fenétipo Nif negativo (BENELLI et
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al., 1997). Estudos in vivo com a proteina NifA deste microrganismo indicaram que
esta proteina € ativa quando expressa em A. brasilense sob baixas concentra¢des de
oxigénio e amonia, entretanto, quando expressa em £. coli, NifA perde a sua atividade
(SOUZA et al., 1999). Por outro lado, quando NifA N-truncada de H. seropedicae é
expressa em E. coli e A. brasilense ela ¢ ativa, indicando que o seu dominio N-
terminal € altamente inibitdrio e regulado por nitrogénio. E ainda, quando expresso in
trans, este dominio N-terminal inibe a atividade da proteina NifA truncada
(MONTEIRO et al., 1999a; MONTEIRO et al., 1999b).

Em K. pneumoniae, estudos indicaram que as proteinas GIlnB e GInD ndo sdo
essenciais para a regulacdo da atividade da proteina NifA mediada pela proteina
inibitoria NifL (EDWARDS e MERRICK, 1995; HOLTEL e MERRICK, 1988). Ja
que a proteina GInB ndo estd diretamente relacionada com o sistema NifLA de K.
pneumoniae, EDWARDS e MERRICK (1995) sugeriram o envolvimento de uma
proteina Py alternativa, a entdo proteina GInK. HE e colaboradores (1997),
demonstraram que a desrepressdo da atividade da proteina NifA de K. pneumoniae era
dependente de NtrC sugerindo um papel para GInK. Estudos posteriores em E. coli €
K. pneumoniae confirmaram a fung¢@o de GInK na ativagdo de NifA mostrando que
GInK diminui o efeito inibitério de NiflL sobre NifA sob condi¢des de limitagdo de
nitrogénio (HE et al., 1998; JACK et al., 1999). Esta modula¢do da atividade de NifA
por NifLL é dependente da concentragdo de GInK na célula assim como das mudancas
em sua atividade (ARCONDEGUY et al., 1999). Em condi¢des de limitagdo de
nitrogénio a expressdo de GInK ¢ aumentada e suficiente para promover a liberagdo de
NifA. Este efeito independe do estado de uridililagdo da proteina GInK e também ¢
observado quando GInK é expressa artificialmente em condigdes de excesso de
amonia (ARCONDEGUY et al., 1999). A proteina GInB pode neutralizar a agdo da
proteina GInK sobre NifL provavelmente pela formacdo de heterotrimeros entre GInB
e GInK com conseqiiente perda de funcdo desta ultima (ARCONDEGUY et al., 1999).

Em A. vinelandii a atividade inibitoria de NifLL sobre NifA parece ser

estimulada pela forma ndo uridililada de GInK, que interage com NifL (LITTLE et al.,
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2000). A uridililagdo de GInK parece prevenir a estimula¢do da atividade inibitoria de

NifL sobre NifA (RUDNICK et al., 2002).

1.8.3.3 Controle da atividade da nitrogenase pelas proteinas Py

Alguns diazotrofos também possuem a capacidade de controlar a atividade
da nitrogenase, processo que envolve as proteinas do tipo Py;.

A atividade da nitrogenase pode ser controlada a nivel pos-traducional. Em
varios microrganismos, incluindo Rhodospirillum rubrum, Rhodobacter capsulatus,
Rhodospirillum sphaeroides, A. brasilense, A. lipoferum e Azotobacter chroococcum, a
nitrogenase pode ser inativada em resposta a aumentos transitorios nos niveis de
nitrogénio intracelulares devido a ADP-ribosilagdo de um residuo de arginina (Arg
101) de uma das subunidades da proteina Fe desta enzima (FU et al., 1989; LUDDEN
e ROBERTS, 1989; MASEPOHL et al., 1993; ZHANG et al., 1997). Quando estes
microrganismos sdo supridos com nitrogénio fixado eles sdo capazes de economizar
energia desativando seu sistema de fixacdo de nitrogénio. Este processo € reversivel e
a nitrogenase pode ser reativada quando o nivel de amonio diminui. Este mecanismo
de ativagdo e inativagdo da nitrogenase, conhecido como “switch off/on”, envolve as
enzimas DraT (dinitrogenase ADP-ribosil transferase) e DraG (dinitrogenase redutase
glicohidrolase ativadora). DraT adiciona o grupamento ADP-ribosil na nitrogenase
inativando a proteina Fe. DraG remove o grupamento ribosil da proteina Fe
restaurando sua atividade (LUDDEN, 1994).

Existem indica¢des do envolvimento de proteinas tipo-P;; no controle pds-
traducional da nitrogenase. Em R. capsulatus, um duplo mutante ginBginK ¢
defeituoso no mecanismo de ADP-ribosilacdo da nitrogenase (KLIPP et al., 2000). Em
A. brasilense ¢ R. rubrum foi observado que muta¢des no sistema ntrBC alteraram a
regulacdo da nitrogenase por amonio, provavelmente devido a mudancgas na regulagdo
da atividade da enzima DraG (PEDROSA e YATES, 1984; ZHANG et al., 1994;

ZHANG et al., 1995). Nestes dois microrganismos foi sugerida a participacdo da
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proteina GInK/GInZ e GInB no controle da atividade da nitrogenase em resposta a

amonio (KLASSEN et al., 2001; ZHANG et al., 20014, b).

1.8.3.4 As proteinas da familia P;; e os sistemas de transporte de amonio

Em vérios microrganismos, o gene g/nK faz parte de um operon com o amtB,
gene envolvido com o transporte de amonio (THOMAS et al., 2000; ARCONDEGUY
et al., 2001). A transcri¢do conjunta dos genes g/nK e amtB nos diversos organismos
sugere que estas duas proteinas interajam fisicamente (THOMAS et al., 2000).
THOMAS e colaboradores (2000) sugeriram que a proteina GInK possa regular a
atividade de transporte da proteina AmtB em resposta as necessidades celulares por
amonio, ou a atividade de AmtB poderia atuar como um sinal de disponibilidade de
amonio e modular o metabolismo de nitrogénio através do transdutor de sinal GInK.
COUTTS e colaboradores (2002) mostraram que a proteina GInK, em E. coli e A.
vinelandii, ¢ capaz de ligar-se 4 membrana através da proteina AmtB agindo como um
regulador negativo do transporte de amonio por esta proteina.

Em A. brasilense o gene ginZ (similar a g/nK) ndo € co-transcrito com amtB,
entretanto, de ZAMAROCZY (1998) observou que a proteina GInZ inibe a captagdo
de metilamonio. Além disso, mutantes ginZ de A. brasilense apresentam um aumento
na captagdo de metilamonio, enquanto que a superexpressio de g/nZ leva a uma

diminui¢do desta captacdo (de ZAMAROCZY e ELMERICH, 1997).

1.8.4 A estrutura das Proteinas GInB e GInK de E. coli

A estrutura da proteina GInB de E. coli foi determinada a 1,9 A de resolugdo
por CARR e colaboradores (1996). A proteina GInB de E. coli ¢ um homotrimero
aonde cada mondmero € composto por duas a-hélices e seis folhas B-pregueadas. As
duas a-hélices e quatro folhas B-pregueadas formam um duplo motivo Bap conectado
por uma grande volta que se estende dos residuos de aminoacidos Gly37 a Phe55. No

apice desta volta, denominada volta T, encontra-se o residuo de Tyr51, o sitio de
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uridililagdo da proteina. Outras duas voltas sdo encontradas nestes mondmeros: a volta
B, que separa a segunda a-hélice da quarta folha B-pregueada, e a volta C, que contém
as folhas B-pregueadas 5 e 6 e correspondem a regido C-terminal. O arranjo
tridimensional destes mondmeros resulta na formagdo de fendas laterais com grande
significancia funcional, sendo alvo de importantes interagdes regulatdrias tais como
aquelas com moléculas efetoras (ATP e 2-cetoglutarato) e receptores protéicos (CARR
et al.,, 1996). No centro do trimero as seis fitas antiparalelas de trés folhas B-
pregueadas arranjam-se como uma superficie concava fazendo com que a maior
por¢io da proteina encontre-se empacotada como um barril achatado de 30 A de
altura. A cavidade central da proteina GInB de E. coli possui, de maneira ordenada,
inimeras moléculas de agua, sendo que também estd sendo sugerida a presenga de
metais nesta regido (CARR et al., 1996). A volta T da proteina GInB de E. coli parece
ser uma regido essencial para a interagdo desta proteina com as outras proteinas do
sistema Ntr NtrB, ATase e GInD (JAGGI et al., 1996; JIANG et al., 1997). Contudo,
conformagdes distintas da volta T podem ser requeridas por estas proteinas para
aumentar as interagdes especificas entre elas e a proteina GInB.

A proteina paraloga de GInB de E. coli, a proteina GInK, também teve sua
estrutura tridimensional resolvida, porém a 2,0 A de res<ns1:XMLFault xmlns:ns1="http://cxf.apache.org/bindings/xformat"><ns1:faultstring xmlns:ns1="http://cxf.apache.org/bindings/xformat">java.lang.OutOfMemoryError: Java heap space</ns1:faultstring></ns1:XMLFault>