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RESUMO

Bactérias do género Geobacter sao conhecidas por sua capacidade de transferir elétrons para
aceitadores externos e esse fator se deve aos chamados nanofios. Os nanofios sdo estruturas
filamentosas produzidas por bactérias compostas principalmente por citocromos, que facilitam
o transporte extracelular de elétrons e a geragdo de corrente elétrica através de reacdes de
oxirredugdo. Essas estruturas sdo fundamentais para a transdug¢ao, comunicagao e reproducao
bacteriana, com aplicagdes promissoras em biorremediagdo e geragdo de energia,
especialmente em células combustiveis microbianas (CCM’s). Este projeto expande o
conhecimento sobre a proteina OmcS de Geobacter, destacando sua importancia na formagao
de nanofios bacterianos e na transferéncia extracelular de elétrons. O estudo foca na proteina
citocromos multiheme tipo C associados ao complexo IV da cadeia respiratéria (OmcS) de
Geobacter spp., analisando sua conservacao ¢ homologia em diferentes géneros bacterianos
por meio de Basic Local Alignment Search Tool (BLAST), no qual foram filtrados os motivos
mais recorrentes, € Orthologous Average Nucleotide Identity Tool (OAT) para a construgdo de
um heatmap. Foram encontrados motifs conservados, indicando fungdes bioldgicas
importantes, como atividade enzimatica e sinalizagdo celular, entre bactérias de varias
familias. Os resultados destacam a conservacao funcional da proteina OmcS, sugerindo uma
predisposicao generalizada para a formagao de nanofios em diversas espécies bacterianas. A
analise gendmica revelou uma grande similaridade dentro do género Geobacter, sugerindo
uma relacdo filogenética proxima entre suas espécies, mas também encontrou uma
similaridade mediana com outros géneros que também expressam a proteina OmcS. Esses
achados abrem caminho para a engenharia genética de bactérias eletrogénicas mais eficientes,
com potencial para aplicacdes em bioenergia, biorremediagao e biossensores.

Palavras-chave: bioinformatica; microrganismos eletrogénicos; nanofios; transferéncia
extracelular de elétrons.

1 INTRODUCAO

A diversidade microbiolégica ¢ uma fonte de recursos inestimavel, visto que os
microrganismos tém um potencial biotecnolégico enorme, € em sua grande maioria, ainda
inexplorado. Desta forma, estes seres microscopicos podem ser direcionados a uma aplicagdo
a partir de suas caracteristicas intrinsecas ¢ do seu metabolismo. Nesse sentido, as bactérias do
género Geobacter tém ganhado destaque por sua capacidade de transferir elétrons para
aceitadores externos, como p.ex. minerais de ferro, eletrodos, substancias quimicas
mediadoras ou até mesmo para outras bactérias da comunidade microbiana, o que permite a
sua utilizagdo para biorremediacdo, biossensores, bioeletronica e para a geragao de energia,
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além de ser um modelo nesse tipo de mecanismo (Wang et al., 2023). Esta habilidade s6 ¢é
factivel por conta dos nanofios biologicos (rnanowires), o qual sdo estruturas extracelular
filamentosas capazes de conduzir eletricidade por um longo alcance, além de reduzir alguns
compostos como oxido de ferro III (Reguera et al., 2005; Qian et al., 2011).

Recentemente, comprovou-se que esses filamentos sdo formados por citocromos
especificos e ndo por pili, como se pensava anteriormente (Wang et al., 2023). Em Geobacter
sulfurreducens os nanofios sdo formados, principalmente, por polimeros de um citocromo
hexaheme, o citocromo C oxidase (OmcS) (Qian et al., 2011). Este citocromo desempenha um
papel crucial na produ¢ao de ATP por participar da cadeia de transporte de elétrons, atuando
como ultimo aceptor de elétrons tanto na membrana celular de procariotos, quanto na
membrana de mitocondrias de eucariontes (Lehninger et al., 2014).

Desta forma, o estudo da proteina OmcS e sua conservacao entre diferentes géneros
bacterianos ¢ crucial ndo apenas para entender os mecanismos subjacentes a formacdo de
nanofios, mas também a sua funcao na transferéncia de elétrons. Os motifs t€m uma grande
importancia na identificagdo de fatores que desempenham papéis essenciais nos processos
biologicos, visto que sdo regides padrdoes encontradas em um conjunto de sequéncias que
permanecem inalteradas ou pouco alteradas ao decorrer da evolucdo (D'haeseleer, 2006). A
identificacao de motifs conservados € dominios funcionais em homologos da OmcS em outros
géneros bacterianos pode revelar novas perspectivas sobre a diversidade estrutural e funcional
desses nanofios, além de compreender sobre a evolugdo de mecanismos de transferéncia de
elétrons extracelulares. Ademais, a identificacio de novas espécies com expressdo de
proteinas OmcS ou semelhantes, auxilia a explorar o potencial dessas proteinas e nanofios em
aplicagdes biotecnologicas, e contribuir para a bioprospeccdo de genes e/ou proteinas com
maior eficiéncia.

Esse estudo visa expandir o conhecimento sobre a proteina OmcS de Geobacter,
explorando sua homologia e motifs conservados em uma variedade de géneros bacterianos.
Através de uma abordagem bioinformatica, incluindo andlise de sequéncia de Basic Local
Alignment Search Tool (BLAST) e Orthologous Average Nucleotide Identity Tool (OAT),
investiga-se a similaridade gendmica e a conservagdo de dominios funcionais relacionados a
formacao de nanofios e transferéncia de elétrons. Ao elucidar a conservacao ¢ a diversidade
funcional da OmcS e seus dominios homologos, este trabalho contribui para o entendimento
dos principios fundamentais que regem a bioeletricidade microbiana e abre caminho para o
desenvolvimento de novas tecnologias baseadas em nanofios bioldgicos, biofilmes e produgao
de corrente elétrica em células combustiveis microbianas.

2 MATERIAIS E METODOS

Foram selecionados dados publicos da proteina OmcS de Geobacter multi-espécie
disponiveis nas bases de dados NCBI e KEGG. Os dados passaram por BLAST e os 100
maiores hits foram filtrados para definir os motifs mais recorrentes. Ainda, os hits foram
divididos entre os 10 géneros mais prevalentes e os genomas completos de exemplares
catalogados via NCBI A4ssembly. Os genomas foram comparados € um heatmap, ou mapa de
calor, foi construido para identificar e relacionar os diferentes niveis de conservagdo entre os
organismos encontrados.

3 RESULTADOS E DISCUSSAO

Os 100 maiores hits de BLAST apresentaram e-value entre 0.0 e 26_136, scores entre
897 e 409 e percentual de identidade entre 100,0% e 50,0%, definindo as sequéncias de
aminoacidos associadas aos microrganismos das familias, com parametro Lambda de
significancia de 0,313, no qual Lambda ¢ um parametro especifico do algoritmo do BLAST
relacionado a distribui¢do estatistica dos scores de alinhamento, dado um valor padrao de
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0,267.

Os motifs comuns encontrados foram organizados em diferentes grupos e dispostos na
Tabela 01, bem como os organismos em que estdo registrados e suas descri¢des e/ou fungdes
catalogadas na base de dados pfam (protein families).

Tabela 01. Motivos e suas respectivas descricdes encontradas via base de dados pfam

associados aos 100 maiores /its de BLAST em proteina OmcS de Geobacter spp.
Grupos Descricio

Familia que inclui os citocromos C7 e/ou do tipo C7,
comuns em bacténas dos géneros Geobacter e
Shewanella.

Citocromos C e dominios
relacionados

Proteinas com atividade catalitica, como de reacdes para a
Atividade enzimatica biossintese de sinalizadores em plantas (AOC _like) e
quebra de glicosideos (Glyco_hydro2_C5).
Proteinas receptoras de fatores de crescumento envolvidas
na mediacio da resposta celular a fatores de crescimento
(GF recep IV) ou associadas a reparacio de DNA e
sinalizacio de checkpoint celular (PTCB-BRCT).
Dominios que contribuem para a estrutura celular ou estao
envolvidos na ligacdo a outras moléeculas, como na
polimerizacio de anticorpos (Ig_J chain) ou transporte de
moléculas (SpaA 2).
Dominios e proteinas que estio envolvidos em
mecanismos de defesa do organismo ou na resposta a
estimulos externos, como 1nibigio de proteases como
Defesa e resposta mecanismo de defesa (S8I). atividade antinucrobiana em
msetos (Gloverin) e mecanismos de defesa contra
elementos genéticos moveis ou na reparacdo de DNA
(HNH 5).
Dominio magnetocromo (MCR) envolvido na percepgio

Repgulagio e sinalizagio

Estrutura e ligacdo

Biomineralizacio ) e -
de campos magnéticos em cerfos Organismos.
Funcio F
- Domimntos como FralOAcl.
desconhecida/inexata

Fonte: KEGG (2024).

Os motifs conservados identificados na proteina OmcS, tais como Paired CXXCH 1,
Cytochrome C7 e DHC, sdo indicativos de func¢des bioldgicas de relevancia. Por exemplo, o
motif Paired CXXCH 1 estd associado a ligacdo de heme, essencial para a atividade de
citocromos, os quais atuam como transportadores de elétrons. A conservacdo desses motifs
sugere que desempenham papéis fundamentais na fungdo estrutural e enzimatica das proteinas
em que sdo encontrados.

Assim como explicitado nos trabalhos de Lehninger e colaboradores (2014), o heme ¢
um componente essencial de varias proteinas e enzimas envolvidas em reagdes de
oxirredugdo, como os citocromos, a hemoglobina, a mioglobina e a catalase. Nos citocromos,
0 heme atua como um sitio de transferéncia de elétrons, facilitando o transporte de elétrons
através da cadeia de transporte de elétrons na mitocondria, um processo fundamental para a
produgdo de ATP (adenosina trifosfato) durante a respiragdo celular.

Embora a proteina OmcS seja bem caracterizada em Geobacter spp., a presenga de
motifs conservados em outras bactérias sugere que estruturas semelhantes a nanofios e
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mecanismos de transferéncia de elétrons podem estar presentes em uma diversidade de
microrganismos. No entanto, a funcao exata desses motifs varia dependendo do contexto
celular e ambiental. Em algumas bactérias, os motifs conservados podem estar envolvidos em
vias metabolicas distintas, adaptadas as necessidades energéticas ou ao nicho ecoldgico
especifico do organismo.

Ainda, além da transferéncia de elétrons, os motifs conservados podem participar de
redes de sinalizagdo celular, influenciando a expressdo génica, a resposta ao estresse ou a
interacdo com outros microrganismos, tal como descrito pelos trabalhos de Mester et al.,
(2011). Em ambientes com diferentes aceitadores de elétrons, como 6xidos de ferro (Fe(III)),

sulfatos (SO 2') e oxido nitrico (NO 7), os motifs conservados podem conferir vantagens 43
adaptativas, permitindo a colonizacdo de nichos ecoldgicos variados.

A capacidade de formar nanofios e realizar transferéncia de elétrons extracelular (TEE)
pode influenciar as relagdes ecologicas entre diferentes espécies bacterianas, permitindo a
formagdo de consércios microbianos na qual diferentes espécies colaboram para a degradacao
de substratos e a producdo de corrente elétrica. E plausivel que bactérias com proteinas do
dominio citocromo de sequéncias mais similares tenham maior afinidade na formacgdo de
nanofios. A similaridade nas sequéncias de aminodcidos pode refletir uma estrutura
tridimensional e propriedades bioquimicas semelhantes, o que facilita interacdes proteina-
proteina, deixando-as mais eficientes, e a formag¢do de estruturas filamentosas como os
nanofios. Além disso, a similaridade nas sequéncias de citocromos indica uma capacidade
compartilhada para a transferéncia de elétrons para aceitadores externos.

O heatmap, disponivel na Imagem 01, explicita as relacdes de similaridade
taxondmica e evolutiva entre os 10 maiores hits e esclarece as conexdes entre 0s organismos
registrados via BLAST.

Imagem 01. Heatmap com as similaridades em porcentagem dos genomas completos dos 10
maiores géneros em hits de BLAST com proteina OmcS de Geobacter spp.
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O heatmap gerado revela uma alta similaridade genomica entre Geobacter soli e
Geobacter  anodirreducens, com 98,95%. Geobacter sulfurreducens  apresenta
aproximadamente 90% de similaridade com Geobacter soli. Essa proximidade indica uma
estreita relacdo filogenética entre essas espécies, o que ¢ esperado dado que pertencem ao
mesmo género. Essa alta similaridade sugere que essas espécies compartilham um conjunto
significativo de genes, incluindo potencialmente aqueles envolvidos na transferéncia de
elétrons extracelulares mediada pela OmcS e suas sequéncias regulatérias (que sao muito
importantes para a expressao da proteina). Por outro lado, microrganismos dos géneros
Anaeromyxobacter, Rokubacteria, Deltaproteobacteria, Desulfobulbaceae, Nitrospirota,
Pseudomonadota e Sheckmania apresentaram similaridades genomicas em torno de 60% entre
si e com as espécies de Geobacter.

Essa similaridade moderada sugere que, embora compartilhem algumas caracteristicas
genéticas com Geobacter spp., esses microrganismos possuem adaptagdes genéticas distintas
que refletem suas proprias estratégias metabolicas e nichos ecoldgicos. Assim como
demonstrado nos trabalhos de Wang e colaboradores (2023), a presenga de similaridade
genomica moderada entre Geobacter spp. € outros géneros bacterianos sugere a possibilidade
de transferéncia horizontal de genes (THG) ou de uma ancestralidade comum que inclui genes
relacionados a transferéncia de elétrons extracelulares, o que indica que a capacidade de
transferéncia de elétrons pode ser mais amplamente distribuida entre microrganismos do que
se pensava anteriormente. Outra hipdtese seria que a presenca de uma certa similaridade em
genes importantes para o mecanismo de TEE sinaliza evolu¢des independentes para uma
mesma funcdo, indicando que este mecanismo possui uma relevancia maior do que o
esperado.

A diversidade gendmica observada entre esses microrganismos destaca a complexidade
das interacdes microbianas em diferentes ambientes e a importancia de entender as bases
genéticas desse contato para aplicacdo em biorremediacdo e bioenergia. A identificacdo de
genes compartilhados entre Geobacter spp. e outros microrganismos pode revelar novos alvos
para o aprimoramento da transferéncia de elétrons em células combustiveis microbianas, para
o desenvolvimento de estratégias mais eficazes de biorremediagdo ou ainda para a construcao
de cepas melhoradas geneticamente para tais fins.

4 CONCLUSAO

Muitos estudos sobre a proteina OmcS de Geobacter spp. t€m destacado sua
importancia na formagdo de nanofios bacterianos e na transferéncia extracelular de elétrons
(TEE). A descoberta de motivos conservados em varias bactérias indica uma tendéncia
comum para a geracdo de nanofios e a realizagdo de TEE, especialmente em ambientes
anaerdbios. Esses resultados ndo s6 enriquecem a compreensao dos processos basicos da
bioeletricidade microbiana, como também proporcionam a descoberta de novos
microrganismos capazes de conduzir eletricidade que podem contribuir com o aumento da
eficiéncia de sistemas ja existentes, ou ainda, com estudos experimentais voltados a facilitar a
constru¢do de microrganismos geneticamente modificados.

A diversidade funcional dessas proteinas, evidenciada pela conservacdo de motifs
ligados a vérias fungdes biologicas, sugere sua adaptacdo a diferentes condi¢des ambientais e
metabdlicas. A andlise gendmica mostrou uma grande similaridade dentro do género
Geobacter, apontando para uma relagao filogenética proxima entre suas espécies, enquanto a
similaridade moderada com outros géneros indica a possibilidade de transferéncia horizontal
de genes ou uma ancestralidade comum envolvendo genes de TEE. O estudo sugere a
importancia de continuar investigando os aspectos moleculares e ecoldgicos dos nanofios
bacterianos e da TEE, visando explorar a diversidade genética e funcional dessas estruturas e
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suas aplicagdes em tecnologias sustentaveis.
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