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RESUMO GERAL 

Herbaspirillum seropedicae é uma bactéria fixadora de nitrogênio, capaz de 

colonizar tecidos interno de gramíneas economicamente relevantes. A H. seropedicae 

tem potencial como inoculante biofertilizante pois é capaz de promover o crescimento 

de plantas, e o nitrogênio fixado por ela é incorporado na biomassa da planta 

hospedeira. Dessa forma o metabolismo de nitrogênio de H. seropedicae desperta 

interesse.  

A principal fonte de nitrogênio para a maioria das bactérias é o amônio. A 

assimilação dessa molécula consiste na sua condensação com o esqueleto carbônico 

do 2-oxoglutarato (2-OG) para formar glutamato e glutamina os quais, por sua vez, 

irão servir como doadores de grupo amino para reações biossintéticas da célula. A via 

mais importante de assimilação de amônio possui duas enzimas: glutamina sintetase 

(GS) e glutamato sintase (GOGAT). Na primeira etapa dessa via, GS catalisa a 

condensação do amônio à uma molécula de glutamato para formar glutamina. Na 

segunda etapa da assimilação, a glutamina formada por GS sofre uma transaminação 

com 2-OG para formar duas moléculas de glutamato.  

O fluxo metabólico através da via GS/GOGAT é fortemente regulado, sendo GS 

o principal alvo de regulação. A regulação da enzima GS pode sofrer regulação 

alostérica ou regulação pós-traducional, através de uma adenililação reversível. A 

enzima responsável por determinar o estado de modificação pós-traducional de GS 

(adenililada ou não modificada) é conhecida como GlnE (ou ATase), uma enzima 

bifuncional capaz de adenililar (atividade AT) e desadenililar (atividade AR) a GS. A 

escolha entre a ativação da atividade AT ou AR depende de um sistema molecular 

complexo conhecido como Ntr. Embora diferentes bactérias compartilhem a maioria 

das proteínas de assimilação de nitrogênio e do sistema Ntr, o exato mecanismo de 

regulação tem uma considerável variação entre diferentes bactérias. 

Entre as proteínas mais importantes do sistema Ntr estão as proteínas da 

família PII, que funcionam como proteínas regulatórias transdutoras de sinal. Nas 

cascatas regulatórias de GS descritas até agora, a disponibilidade ambiental de 

nitrogênio é transduzida para GlnE pelas proteínas PII. H. seropedicae possui duas 



 
 

proteínas da família PII, GlnB e GlnK, e o papel dessas proteínas na regulação de GS 

deste organismo ainda não foi esclarecido até o presente momento.  

Os resultados do presente trabalho sugerem que a GS de H. seropedicae 

parece ser inativada por modificação pós-traducional em resposta ao amônio, como 

em outros organismos. Para caracterizar a regulação do estado de modificação 

pós-traducional da GS de H. seropedicae, nós utilizamos uma abordagem de atividade 

in vitro. Nossos resultados mostraram que a cascata regulatória da assimilação de 

amônio dessa bactéria tem algumas características únicas, nunca descritas na 

literatura que descreve os mecanismos regulatórios dos sistemas ortólogos. A GlnE 

de H. seropedicae adenilila a GS quando os níveis de 2-OG são baixos, o que leva a 

uma diminuição da atividade assimilatória de GS. Esse efeito de 2-OG é mediado 

pelas proteínas PII. Em baixas concentrações de amônio, a GlnE desadenilila GS. A 

desadenililação é estimulada por ATP. Os resultados indicam, ainda, que a forma não 

adenililada de GS é inibida alostericamente por tirosina, treonina e glutamina. O 

mecanismo de regulação aqui descrito permite a integração de sinais de 

disponibilidade de nitrogênio e carbono, e também da razão ATP/ADP. Assim, o 

estado de modificação pós-traducional de GS de H. seropedicae é regulado finamente 

de acordo com as condições ambientais encontradas pela bactéria.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 
 

RESUMO 

A via de assimilação de amônio em bactérias é normalmente regulada através 

da adenililação reversível da enzima glutamina sintetase (GS). Ambas atividades, 

adenilil transferase (ATase) e adenilil removedora (AR) de GS são catalisadas pela 

mesma enzima bifuncional, chamada GlnE. Aqui nós caracterizamos in vitro a 

regulação da enzima GlnE de Herbaspirillum seropedicae, uma bactéria fixadora de 

nitrogênio. Os resultados indicaram que duas proteínas PII de H. seropedicae, GlnB e 

GlnK, podem de estimular a atividade ATase de GlnE, embora não sejam estritamente 

necessárias. Na presença de PII, a atividade ATase foi inibida por 2-oxoglutarato. 

Além disso, ATP parece inibir a atividade ATase de GlnE. A atividade AR de 

H. seropedicae, por sua vez, foi ativada por ATP e inibida por ADP e não foi estimulada 

pelas formas uridililadas da proteína PII, diferente do mecanismo reportado para 

proteínas GlnE ortólogas. Os detalhes a respeito da regulação da GlnE de 

H.  seropedicae são discutidos. 

 

PALAVRAS-CHAVE: Glutamina Sintetase, GlnE, Herbaspirillum seropedicae. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 
 

ABSTRACT 

The ammonium assimilation pathway in bacteria is usually regulated through the 

reversible adenylylation of the glutamine synthetase enzyme (GS). Both activities, 

adenylyl transferase (ATase) and adenylyl removing (AR) of GS are catalyzed by the 

same bifunctional enzyme, so called GlnE. Here we in vitro characterize the regulation 

of GlnE of Herbaspirillum seropedicae, a nitrogen fixing bacterium. The results indicate 

that the H. seropedicae PII proteins, GlnB and GlnK, are capable to stimulate the 

ATase activity of GlnE, thought are no strictly necessary. In the presence of the PII 

proteins, the ATase activity was inhibited by 2-oxoglutarate. Furthermore, ATP seems 

to inhibit the GlnE ATase activity. The AR activity of H. seropedicae GlnE, on its turn, 

is activated by ATP and inhibited by ADP, and was not stimulated by the uridylylated 

forms of the PII proteins, diverse from other reported GlnE orthologues. The details 

regarding the regulation of H. seropedicae GlnE are discussed.   

Keyword: Glutamine Synthetase, GlnE, Herbaspirillum seropedicae. 
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1. INTRODUÇÃO 

A enzima Glutamina Sintetase (EC 6.3.1.2) catalisa a primeira reação da via de 

assimilação de amônio em bactérias [1]. A catálise de Glutamina Sintetase (GS) 

consiste na condensação de glutamato e amônio formando glutamina, em uma reação 

dependente de ATP [2]. A glutamina formada por GS pode transferir seu grupo amina 

para o 2-oxoglutarato (2-OG) para formar duas moléculas de glutamato, em uma 

reação catalisada pela enzima glutamato sintase (GOGAT). Portanto, a reação geral 

da via GS/GOGAT consiste na formação de glutamato a partir de amônio e 2-OG, com 

hidrólise de ATP e oxidação de NADPH. A glutamina e o glutamato formados nessas 

reações servem como doadores de nitrogênio para muitas reações biossintéticas. O 

fluxo metabólico através do GS/GOGAT é fortemente regulado, para evitar 

desperdícios improdutivos de ATP e para manter a glutamina intracelular em níveis 

adequados [3]. 

A atividade da enzima GS pode ser avaliada in vitro através de duas reações 

distintas: biossintética e γ-glutamil transferase.  

A reação mais importante catalisada pela GS é a síntese da glutamina, por isso 

é chamada de reação biossintética. Essa reação pode ter como cofatores o Mg+2 ou o 

Mn+2, como descrito a seguir: 

 

Na reação de γ-glutamil transferase, a enzima catalisa a transferência do 

grupamento γ-glutamil da glutamina para formar γ-glutamilhidroxamato [4], de acordo 

com a reação descrita a seguir: 

 

Eisenberg e colaboradores (2000) [2] citam os primeiros estudos desta enzima, 

cujos resultados demonstraram um mecanismo de reação de duas etapas. Na 

primeira etapa ocorre a formação do intermediário γ-glutamil fosfato, o qual, na 

segunda etapa, é atacado pelo amônio, liberando fosfato livre para produzir glutamina. 
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Se o amônio for substituído por hidroxilamina (NH2OH), o produto da reação será o 

γ-glutamilhidroxamato, um produto quantificável por espectrofotometria [5].  

Existem três classes de GS, chamadas GSI, GSII e GSIII. A GSI, objeto do 

presente trabalho, é uma proteína multimérica, compreendendo 12 subunidades 

idênticas, formadas a partir de dois anéis hexaméricos unidos face a face, com 12 

sítios ativos entre os monômeros [2].  

Além de uma regulação alostérica por Adenosina monofosfato (AMP), 

glucosamina-6-fosfato, citosina trifosfato (CTP), alanina, glicina e triptofano [6], as 

enzimas da classe GSI são reguladas por adenililação reversível [7–10]. Em 

Escherichia coli, o grupamento adenilil (AMP) é adicionado ao resíduo conservado 

Y398 de cada monômero em resposta a altos níveis de amônio [11]. GS é adenililada 

em resposta à altos níveis de nitrogênio, causando a redução na sua atividade 

catalítica [9,12,13]. Várias propriedades das enzimas GS não modificada e adenililada 

são diferentes. Uma forma comum de se quantificar a adenililação é verificando o 

efeito do magnésio sobre a atividade γ-glutamil transferase: a enzima adenililada é 

inibida por íons Mg2+ [14]. 

As atividades de GS adenilil transferase (ATase) e remoção de adenilil (AR) 

são catalisadas pela mesma enzima bifuncional, chamada GlnE 

(EC: 2.7.7.42 2.7.7.89). A enzima GlnE possui 3 domínios funcionalmente distintos. O 

domínio N-terminal remove o grupamento adenilil  da GS adenililada através de uma 

reação de fosforólise (AR); o domínio C-terminal usa ATP como doador de adenilil 

para adenililação de GS (ATase); entre esses dois domínios enzimáticos, o domínio 

R tem uma suposta função reguladora [15,16]. 

Nas cascatas regulatórias de GS descritas até agora, a disponibilidade 

ambiental de nitrogênio é transduzida para GlnE pelas proteínas reguladoras PII. 

Essas proteínas detectam sinais metabólicos para modular a atividade de uma 

infinidade de enzimas diferentes por interação direta proteína-proteína [17]. A 

interação das proteínas PII com suas proteínas alvo depende da ligação de 

reguladores alostéricos e modificação pós-traducional [17–19].  A bactéria 

H. seropedicae, foco do presente estudo, tem duas proteínas do tipo PII, GlnB e GlnK, 
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as quais são reversivelmente uridililadas pela enzima GlnD em resposta à razão 

glutamina:2-OG [20–23]. Em baixos níveis de amônio, GlnD uridilila as proteínas PII 

em um resíduo conservado de tirosina, e remove o uridilil em condições de alto 

amônio. As formas não modificadas e uridililadas das proteínas GlnB e GlnK de H. 

seropedicae podem se ligar a três moléculas de ATP ou ADP; uma vez no estado 

ligado ao ATP, essas proteínas podem se ligar a três moléculas de 2-OG [24,25]. 

A regulação das atividades ATase e AR de GlnE foi detalhadamente descrita 

em E. coli e Rhodospirillum rubrum. Em E. coli, GlnB não modificada e glutamina 

estimulam a atividade ATase de GlnE, no entanto, alguma atividade ATase é 

detectada na ausência de qualquer proteína PII [15,26,27]. Ensaios in vitro e in vivo 

também indicaram que a adenililação da GS de E. coli pode ser estimulada pela 

proteína GlnK [28]. Em R. rubrum, a atividade ATase de GlnE não é regulada pela 

glutamina e é estritamente dependente de um dos três parálogos de PII desse 

organismo na forma não modificada, embora as proteínas PII uridililadas inibam essa 

atividade [29]. Estes dados sugerem que as formas não modificadas e uridililadas das 

proteínas PII podem competir pela ligação de GlnE. 

A atividade ATase de GlnE também é geralmente regulada por níveis de 2-OG. 

A atividade da ATase da GlnE de R. rubrum é inibida pelo 2-OG, porém altos níveis 

de glutamina podem compensar o efeito inibitório exercido pelo 2-OG [29,30]. Em E. 

coli, é relatada uma regulação paradoxal da atividade ATase da GlnE pelos níveis de 

2-OG: em baixas concentrações de 2-OG a atividade de adenililação da GlnE é 

estimulada, e em altas concentrações inibe a mesma atividade [27]. Nos modelos de 

E. coli e R. rubrum, as proteínas PII funcionam como sensores de 2-OG para 

transduzir os níveis desse metabólito para GlnE [27,29]. 

A atividade AR da GlnE de E. coli é substancialmente ativada por GlnB 

uridililada, ATP e 2-OG, e inibida por GlnB não modificada [15,27]. Em R. rubrum, nem 

2-OG, glutamina ou as formas de PII uridililadas ou não modificadas têm efeito sobre 

a atividade da AR de GlnE, e nenhum outro regulador dessa atividade catalítica foi 

encontrado, indicando que a AR poderia ser a atividade basal de GlnE de R. rubrum 

[29]. 
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H. seropedicae é uma bactéria fixadora de nitrogênio, que coloniza os tecidos 

internos de gramíneas economicamente relevantes, como milho, arroz e sorgo [31]. 

H. seropedicae é uma bactéria gram-negativa, vibrióide, com grande motilidade 

quando em concentrações de oxigênio próximas das encontradas no ambiente 

natural. Ela pertence à classe das Proteobactérias e é capaz de colonizar os tecidos 

internos das plantas, sem causar qualquer dano aparente ao hospedeiro [32]. 

H. seropedicae é uma bactéria promotora do crescimento de plantas [33], e o 

nitrogênio fixado por H. seropedicae é incorporado na biomassa da planta hospedeira 

[34]. Devido ao seu alto potencial como inoculante biofertilizante, a descrição do 

metabolismo do nitrogênio de H. seropedicae desperta interesse. 

Em H. seropedicae, o mecanismo da adenililação da GS ainda não está claro. 

A estirpe ΔglnB de H. seropedicae possui um padrão de atividade GS semelhante à 

estirpe selvagem, indicando que GlnB não é estritamente necessária para a regulação 

da atividade GS [20]. Ensaios in vivo mostram que a ausência dos genes ntrB e ntrC, 

que codificam as proteínas que controlam a transcrição dos genes de resposta ao 

estresse por deficiência de amônio, causam um fenótipo de perda da regulação 

adenililação/desadenililação de GS [35]. No entanto, a regulação da modificação pós-

traducional da GS de H. seropedicae pelo sistema Ntr permanece desconhecida. Aqui, 

caracterizamos as atividades ATase e AR de GlnE purificada de H. seropedicae 

in vitro. 
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2. MATERIAL E MÉTODOS  

 

2.1  Plasmídeos, cepas bacterianas e condições de cultivo 

Os plasmídeos e estirpes bacterianas utilizados neste trabalho estão descritos 

na tabela 1. As estirpes de E. coli foram cultivadas em LB e LB-agar em condições 

padrão [36]. O antibiótico canamicina foi usado na concentração de 100 µg/mL. A 

indução da superexpressão proteica foi alcançada pela adição de 

isopropil-D-tiogalactopiranosídeo (IPTG) a uma concentração final de 0,5 mM. 

 

Tabela 1. Plasmídeos e estipes bacterianas. 

Estirpe ou plasmídeo Aplicação 

Escherichia coli TOP 10  Armazenar plasmídeo recombinante 

Escherichia coli BL21 (DE3) Superexpressão de proteína 

recombinante 

SmRI Herbaspirillum seropedicae Extrair material genético. 

pET28a Vetor de expressão com cauda de 

Histidina, resistente à Canamicina. 

pETNdeM-11 Vetor de expressão com cauda de 

Histidina, resistente à Canamicina.  

 

2.2 Clonagem e construção de genes mutantes 

As manipulações de DNA foram realizadas de acordo com metodologias 

padrão de biologia molecular. As sequências de primers utilizadas para a amplificação 

do DNA estão listadas na tabela 2. Os genes amplificados foram clonados no MCS 

dos vetores de expressão pETNdeM-11 [37] ou pET28a (Novagen). Os genes glnA 

(codifica proteína GS) e glnE (codifica proteína GlnE) foram amplificados usando o 
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DNA genômico da estirpe SmRI de H. seropedicae. O gene glnA de H. seropedicae, 

que codifica a proteína GS, foi amplificado usando os primers glnA_fwd e glnA_rev e 

clonado entre os sítios NdeI e XhoI do vetor pETNdeM-11, gerando o plasmídeo GS-

pETNdeM-11. O gene glnE foi amplificado usando os iniciadores glnE_fwd e glnE_rev 

e clonado entre os sítios NdeI e BamHI do vetor pETNdeM-11, gerando o plasmídeo 

GlnE-pETNdeM-11. Para a clonagem do gene glnA que codifica a variante de GS com 

a substituição Y400F, uma estratégia de PCR de primers mutagênicos sobrepostos, 

conforme descrito anteriormente [38]. O produto foi clonado entre os sítios NdeI e XhoI 

do vetor pETNdeM-11, gerando o plasmídeo GSY400F-pETNdeM-11. 

 

Tabela 2. Lista dos oligonucleotídeos iniciadores que foram utilizados para amplificar 

os genes GlnE, glnA e glnAY400F de H. seropedicae. Os sítios de início e termino de 

tradução estão em negrito. 

Iniciador Sequência (5’→3’) 

glnE forward CATCGACATATGGCCGCCGGTTTTCCTTC 
 

glnE reverse GTCAGGATCCTCAGCCAAAGACTTGCTGCCA 

glnA forward CATCGACATATGGCAAGGACGGCCGCAGA 

glnA reverse CGCACTCGAGTTACAGCGAGTAGTACATGTCGA 

glnA Y400F reverse CAGGTGGAACAGGTCCTTGGTCGCAG 

glnA Y400F forwand CTGCGACCAAGGACCTGTTCCACCTG 

 

2.3 Purificação de proteínas 

 A cepa BL21 (λDE3) transformada com um dos plasmídeos de expressão foi 

cultivada a 37°C sob 120 rpm agitando até DO600 0,6, quando a superexpressão 

proteica foi induzida pela adição de IPTG a uma concentração final de 0,5 mM, 

seguida de 3 horas de incubação a 37°C. As células foram coletadas por 
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centrifugação, ressuspensas em tampão TPA (Tris-Cl 50 mM, pH 8,0, NaCl 50 mM, 

imidazol 20 mM) e lisadas por sonicação. A suspensão resultante foi centrifugada a 

10.800 g durante 10 minutos a 4°C. O sobrenadante com as proteínas solúveis foi 

coletado e utilizado para purificação cromatográfica.  

 Para a purificação das variantes GS e GlnE, as proteínas solúveis foram 

carregadas em uma coluna de afinidade Hi-Trap-Chelating-Ni2+ de 5 mL 

(GE Lifesciences), que foi lavada com 5 volumes de tampão TPA. As proteínas ligadas 

foram eluídas em um gradiente crescente de concentração de imidazol (20 - 1000 mM) 

em tampão TPA. As proteínas purificadas foram dialisadas contra o tampão TPB 

(Tris HCl 50 mM, pH 8,0, NaCl 50 mM, glicerol a 50%) e armazenadas a -20 ° C. 

 As proteínas PII, GlnB e GlnK, foram purificadas em uma única etapa 

cromatográfica usando uma coluna Hi-Trap-Heparin de 5 mL (GE Lifesciences) como 

descrito anteriormente [39]. As formas uridililadas das proteínas PII foram obtidas 

como descrito anteriormente [25]. 

 

2.4 Determinação da atividade de GS 

A atividade específica de GS foi obtida utilizando o método proposto por 

Bender, 1977 [40], com algumas modificações. 

 As reações biossintética GS e γ-glutamil foram realizadas a 37ºC, durante 60 

minutos, nas concentrações indicadas nas tabelas 3 e 4 respectivamente. 
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Tabela 3 - Lista de reagentes utilizados no teste de atividade GS na reação 

biossintética com suas respectivas concentrações finais. 

Reagente Concentração Final (mM) 

Imidazol pH 7,2 57 

Hidroxilamina 28 

MgCl2 34,3 

Glutamato 97,14 

 

 

Tabela 4 - Lista de reagentes utilizados no teste de atividade GS na reação γ-glutamil 

transferase com suas respectivas concentrações finais. 

Reagente Concentração Final (mM) 

Imidazol pH 6,5 77,14 

Hidroxilamina 11,4 

MnCl2 0,17 

Arsêniato de potássio 14,3 

ADP 0,23 

MgCl2 85,7 
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GS foi adicionada de acordo com as concentrações indicadas nos 

experimentos. As reações foram pré-incubadas por 5 minutos a 37ºC. Após esse 

período, as reações foram disparadas pela adição de ATP 14 mM (reações 

biossintéticas) ou glutamina 14 mM em (reações γ-GT) e incubadas em banho-maria 

a 37 ºC por mais 60 minutos. 

As reações foram interrompidas pela adição de um STOP MIX (FeCl3.6H2O 

0,04 M, TCA 0,12 M e HCl 0,61 M). O produto formado foi quantificado por absorbância 

a 490 nm, com o auxílio do equipamento Flex Station 3 (Molecular Devices). A 

quantidade do produto γ-glutamil hidroxamato formado foi quantificada através de uma 

curva padrão realizada a partir de concentrações conhecidas de 

γ-glutamil hidroxamato. 

2.5 Adenililação e desadenililação de GS in vitro 

As atividades da enzima GlnE, ATase e AR, foram determinadas de maneira 

indireta, pela reação γ-GT, conforme descrita por de [40], com algumas modificações. 

As proteínas PII e moléculas efetoras foram adicionadas conforme indicado em cada 

experimento. Tanto o mix de adenililação, quanto o de desadenililação (Tabela 5) 

foram incubados à 37°C por 20 min. Em seguida, foi realizada a reação γ-GT conforme 

indicado no item anterior. 
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Tabela 5. Composição dos Mix de adenililação e desadenilillação. 

 Concentração Final 

Componente Mix de Adenililação Mix de Desadenililação 

TRIS pH 7,5 5 mM 5 mM 

KH2PO4 25 mM 25 mM 

BSA 2 mg.mL-1 2 mg.mL 

ADP 1 mM - 

Glutamina 1 mM - 

ATP 0,2 mM - 

GS 200 nM - 

GS-AMP - 200 nM 

GlnB 23,1 nM - 

GlnE 104 nM 104  

 

2.6 Atividade de GS de Herbaspirillum seropedicae in vivo. 

 A bactéria H. seropedicae foi cultivada em meio NFb malato suplementado com 

5 mM de glutamato por 24 horas sob agitação. Imediatamente antes do choque de 

amônio, foi retirada uma alíquota de 20 μL (tempo 0), depois disso, foi adicionado 200 

μM de NH4Cl. Em seguida foram retiradas alíquotas de 20 μL, nos tempos 0,5; 1; 2; 

5; 30 minutos. As alíquotas foram congeladas em nitrogênio líquido, com o objetivo de 

interromper o metabolismo. Após isso as alíquotas foram centrifugadas, as células 

ressuspendidas em 400 μL de KCl 1% e lisadas por sonicação em gelo durante 2 

minutos. 
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 Os lisados celulares de todas as frações foram utilizados para avaliar a 

atividade biossintética, conforme descrito no item 2.4.  

2.7 Determinação da inibição da GS por aminoácidos e nucleotídeos. 

 Adicionou-se no mix de reação biossintetica, descrito no item 2.4, 10 mM dos 

inibidores, Alanina, Glicina, Triptofano, Lisina, Isoleucina, Tirosina, Metionina, 

Arginina, Valina, Histidina, Leucina, Fenilalanina, Serina, Treonina, Glutamina, AMP e 

ADP. 
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3.  RESULTADOS  

 

3.1 Teste de atividade de GS de Herbaspirillum seropedicae in vivo   

Em E. coli o estado de adenililação de GS muda conforme os níveis de amônio 

presentes no meio variam, de forma que essa modificação pós-tradicional controla a 

atividade da enzima de acordo com a necessidade metabólica da célula naquele 

momento. Neste modelo, em baixas concentrações de nitrogênio a GS está na sua 

forma mais ativa, desadenililada. Já em altas concentrações de nitrogênio, a GS fica 

adenililada, diminuindo sua atividade. Afim de verificar se o mesmo mecanismo 

regulatório ocorre em H. seropedicae, esta foi cultivada em baixas concentrações de 

nitrogênio, e após 24 horas foi adicionado 200 μM de NH4
+ na cultura (choque de 

amônio). A atividade biossintética de GS foi avaliada imediatamente antes do choque 

de amônio (tempo 0) e nos tempos 0,5, 1, 5 e 30 minutos após o choque (Figura 1A). 

Os resultados mostraram que a atividade da enzima sofreu um switch-off induzido por 

amônio, e a atividade foi completamente restaurada em cerca de dois minutos, 

supostamente após o consumo do amônio adicionado.  

A demonstração que a GS de H. seropedicae sofre switch-off em resposta ao 

choque de amônio indica que ela pode estar sendo submetida a modificação 

pós-traducional, assim como a GS de E. coli. Em E. coli a adenililação ocorre em um 

resíduo conservado de tirosina na posição 398. Para verificar se esse resíduo de 

aminoácido é conservado na GS de H. seropedicae, foi realizado um alinhamento 

entre as sequências dessas duas enzimas (Figura 1B). O alinhamento da sequência 

de aminoácidos indica que o sítio de adenililação da GS de E. coli, o resíduo de tirosina 

398, é conservado na GS de H. seropedicae, o resíduo tirosina 400. O switch-off da 

GS e o alinhamento indicam que possivelmente o mecanismo de regulação da GS por 

adenililação reversível pós-traducional é conservado em H. seropedicae. Como a 

regulação da assimilação de nitrogênio pela GS é uma etapa importante do 

metabolismo bacteriano, nós nos dedicamos a descrever os mecanismos regulatórios 

envolvidos nesta modificação pós-traducional. Os resultados mostrados a partir daqui 

estão relacionados com a descrição da regulação da determinação de adenililação da 

GS de H. seropedicae, bem como no efeito catalítico dessa modificação. 
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A. 

 

B. 

 

 

Figura 1. Atividade biossintética de GS em cultura de H. seropedicae antes e 

após choque de amônio. A. Foi adicionado ao mix biossitético 20 μL de cultura de 

H. seropedicae nos tempos imediatamente antes do choque de amônio (tempo 0) e 

0,5, 1, 2, 5 e 30 minutos após o choque de amônio. A reação foi disparada com 14 

mM de ATP. As reações aconteceram a 37ºC durante 120 minutos. Ao final das 

reações foi adicionado 100 μL do Stop mix e a formação de γ-glutamilhidroxamato foi 

quantificada em espectofotômetro à 490 nm. Os dados representam a média de pelo 

menos três experimentos independentes. B. Alinhamento da sequência de 

aminoácidos da proteína GS das bactérias H. seropedicae (AKN66533) a partir do 

aminoácido 390 até o aminoácido 405 e Escherichia coli (WP_001271711) a partir do 

aminoácido 395 até o aminoácido 410. 

3.2 Purificação de GS em meio M9 com níveis diferentes de nitrogênio  

No presente trabalho, nós utilizamos a estirpe BL21 de E. coli para a expressão 

da GS recombinante de H. seropedicae. A enzima foi superexpressa em duas 
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condições diferentes: no meio mínimo M9 contendo 0,03 mM de glutamina (GS-gln) e 

20 mM de amônio (GS-N), simulando, respectivamente, baixa e alta concentração de 

nitrogênio no meio [41]. Ensaios de caracterização da atividade da enzima GS de 

E. coli em diversas condições demonstraram que a forma adenililada da enzima tem 

a atividade γ-GT inibida por íons Mg+2  [14] (Figura 2A). Já na atividade biossintética 

de GS de E. coli, a forma adenililada necessita do Mg+2 ou Mn+2 enquanto a forma 

desadenililada necessita do cofator Mg+2 [42]. Essas metodologias foram empregadas 

para a caracterização da adenililação das preparações de GS do presente trabalho 

(Figura 2B). 

 

A.                        B. 

 
Figura 2- Determinação do estado de adenililação da enzima Glutamina 

Sintetase de H. seropedicae expressa em diferentes condições. A. Reação γ-GT 

das enzimas GS-gln e GS-N na presença 60 mM do íon Mg+2 e ausência do íon no 

mix γ-GT. Foram adicionados ao mix 200 nM de cada da GS conforme indicado. A 

reação aconteceu a 37ºC durante 60 minutos. Ao final da reação foi adicionado 100 

μL do Stop mix e a formação de γ-glutamilhidroxamato foi quantificada em 

espectofotômetro à 490 nm. Os dados representam a média de pelo menos três 

experimentos independentes. B. Reação biossintética na presença dos cofatores Mg+2 

ou Mn+2 com 200 nm das enzimas GS-gln ou GS-N. A reação aconteceu a 37ºC 

durante 60 minutos. Ao final da reação foi adicionado 100 μL do Stop mix e a formação 

de γ-glutamilhidroxamato foi quantificada na absorbância de 490 nm. 

 

 A reação γ-GT catalisada pelas preparações de enzima expressas nas duas 

condições testadas tiveram diferentes perfis de inibição por íons Mg2+: enquanto a GS 

expressa em condições de baixo nitrogênio (GS-gln) teve a mesma atividade na 

presença e ausência de Mg2+, a enzima expressa na presença de 20 mM de NH4
+ 
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(GS-N) teve maior atividade na ausência de Mg2+. Esses resultados indicam um maior 

grau de adenililação da enzima GS-N, sugerindo que a GlnE de E. coli foi capaz de 

modificar a GS superexpressa de H. seropedicae, ao menos parcialmente, como 

consequência das condições de nitrogênio do meio de cultura. Da mesma forma, 

nenhuma atividade biossintética da GS-gln foi detectada na presença de íons Mn2+ 

(2B), ao contrário da enzima GS-N. De fato em E. coli, a atividade da GS adenililada 

é estritamente dependente de íons Mn2+ [43], indicando, novamente, adenililação da 

enzima GS-N. Com essas confirmações dos estados de adenililação das preparações 

de GS,  os ensaios de adenililação apresentados na sequência foram realizados 

utilizando a enzima expressa em meio com 0,03 mM de glutamina (GS-gln), e nos 

ensaios de desadenililação foi usada a enzima expressa em 20 mM de NH4
+ (GS-N).  

3.3 Regulação alostérica de GS  

Em E. coli a enzima GS é inibida alostericamente por Adenosina monofostato 

(AMP), glucosamina-6-fostato, citosina trifostato (CTP), alanina, glicina e triptofano 

[44], e a inibição é mais potente quando GS está adenililada [43]. Afim de prospectar 

inibidores alostéricos da atividade de GS-gln e GS-N de H. seropedicae, foram 

realizados testes enzimáticos na presença de todos os aminoácidos primários, com 

exceção do glutamato devido a limitações da técnica, já que o glutamato é substrato 

da reação. Também foi testada a inibição por ADP e AMP. Os resultados são 

mostrados na figura 3.  

Os testes de atividade indicaram que as moléculas sinalizadoras dos níveis 

energéticos (ADP e AMP) são capazes de atuar como inibidores alostéricos sobre a 

GS-N, enquanto os aminoácidos tirosina, treonina e glutamina são inibidores da 

GS-gln. Ou seja, ambas as formas, adenililada e desadenililada, da enzima GS de 

H. seropedicae são sensíveis a inibição alostérica, sendo que GS-N responde aos 

níveis energéticos, enquanto GS-gln responde aos aminoácidos tirosina, treonina e 

glutamina. 
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A.             B. 

 
C.                                      D. 

 

E. 

 

Figura 3. Regulação alostérica de Glutamina sintetase adenililada e 

desadenilada. Foi adicionado ao mix biossitético 200 nM de GS-gln ou GS-N e 10 

mM dos efetores. A reação foi disparada com 14 mM de ATP. As reações aconteceram 

a 37ºC durante 120 minutos. Ao final das reações foi adicionado 100 μL do Stop mix 

e a formação de γ-glutamilhidroxamato foi quantificada em espectofotômetro à 

490 nm. Os dados representam a média de pelo menos três experimentos 

independentes. A. Os efetores usados foram: Alanina, glicina, triptofano. B. Os 

efetores usados foram: Lisina, isoleucina, tirosina, metionina, arginina e valina. C. Os 

efetores usados foram: Histidina, leucina, fenilalanina, serina, treonina e glutamina. D. 

Os efetores usados foram: Aspartato, arginina, cisteína e prolina. E. Os efetores 

usados foram: ADP e AMP. 
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3.4 Adenililação e desadenililação de GS por GlnE de H. seropedicae in vitro. 

Para a descrição detalhada do mecanismo de regulação da modificação 

pós-traducional da enzima GS de H. seropedicae, nós buscamos reproduzir in vitro o 

sistema de adenililação, situação que permite um maior controle das condições 

experimentais. Como a atividade da proteína adenililada é maior na ausência de Mg2+ 

(Figura 2A), nós utilizamos essa propriedade para caracterizar 

adenililação/desadenililação de GS por GlnE na sequência do trabalho. Logo, sempre 

que a atividade da enzima GS aumenta na ausência de Mg2+, isso significa 

adenililação, e o oposto também é verdadeiro.  

Para verificar a regulação do estado de modificação de GS, foi purificada uma 

versão recombinante da enzima GlnE de H. seropedicae e testada suas atividades 

ATase e AR contra os substratos GS-gln e GS-N, respectivamente (Figura 4 A e B). 

Os resultados indicaram que a enzima GlnE purificada foi capaz de adenililar e 

desadenililar GS nas condições testadas. 

A fim de confirmar a posição da modificação pós-traducional, nós construímos 

um gene mutante que codifica uma versão da GS de H. seropedicae contendo a 

mutação Y400F de H. seropedicae, que possui uma substituição na provável tirosina 

sítio da modificação (Figura 1B) por uma fenilalanina. Essa proteína mutante foi 

purificada, e a capacidade de GlnE modificá-la também foi testada (Figura 4C). 

Nossos resultados indicaram que essa variante mutante não foi adenililada (Figura 

4C), confirmando a que o sítio de adenililação da GS de H. seropedicae é o resíduo 

conservado de tirosina 400, conforme previsto pela análise do alinhamento. 
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A.                                                             B. 

 
C.                                                       

 
 

Figura 4- Efeito da enzima GlnE sobre a atividade γ-GT da enzima GS de H. 

seropedicae. Em todos os experimentos foram utilizados 104 nM de GlnE, 23 μM de 

GlnB e 200 nM de GS. As reações de adenililação/desadenililação aconteceram a 

37ºC durante 20 min, após o qual foi adicionado o mix γ-GT na ausência de Mg+, e 

disparada com glutamina 14 mM. A reação γ-GT aconteceu a 37ºC durante 60 

minutos. Ao final da reação foi adicionado 100 μL do Stop mix e a formação de 

γ-glutamilhidroxamato foi quantificada em espectofotômetro à 490 nm. Os resultados 

representam a média de 3 experimentos independentes. A. Atividade ATase da 

enzima GlnE sobre a enzima GS-gln. Os dados representam a média de pelo menos 

três experimentos independentes. B. Atividade AR da enzima GlnE de H. seropedicae 

sobre a GS-N. C.  Atividade ATase da enzima GlnE sobre a enzima GS-Y400F.  

 

3.5 Regulação da atividade ATase pelas proteínas PII 

Em E. coli e R. rubrum as proteínas PII participam da regulação da enzima 

GlnE, e essa regulação depende do estado de uridililação destas [15,27,29]. Com o 

objetivo de verificar a regulação de GlnE de H. seropedicae pelas proteínas PII deste 

organismo, nós testamos as atividades ATase de GlnE na presença de GlnB, 
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GlnB-UMP, GlnK, GlnK-UMP purificadas e também na ausência de PII. Como 

mostrado na figura 5, a atividade ATase é máxima na presença das proteínas GlnB e 

GlnK não uridililadas. Contudo ela ainda ocorre na presença nas proteínas uridililadas 

e até mesmo na ausência de qualquer tipo de PII, diferente de proteínas GlnE de 

E. coli e R. rubrum.   

A. 

 

 
B. 

 
 

Figura 5- Regulação da atividade ATase de GlnE pelas proteínas PII. As reações 

de adenililação aconteceram com 104 nM GlnE, 200 nM de GS-gln, 23 μM de PII 

conforme indicado a 37ºC durante 20 min, seguida da adição do mix γ-GT na ausência 

de Mg+2 e disparada com glutamina 14 mM. As reações γ-GT aconteceram a 37ºC 

durante 60 minutos. Ao final das reações foi adicionado 100 μL do Stop mix e a 

formação de γ-glutamilhidroxamato foi quantificada em espectofotômetro à 490 nm. 

Os dados representam a média de pelo menos três experimentos independentes. 

A. Efeito das proteínas PII não modificadas sobre a ATase. B. Efeito das proteínas PII 

uridililadas sobre a ATase. 
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3.6 Regulação da atividade ATase de GlnE por efetores alostéricos. 

A fim de testar o efeito de efetores alostéricos sobre a atividade ATase de GlnE, 

foram realizados ensaios de adenililação de GS in vitro na presença de 2-OG. Como 

mostrado na figura 6, na ausência de PII o 2-OG não teve nenhum efeito sobre a 

atividade ATase de GlnE. Quando na presença das proteínas PII, o 2-OG teve um 

efeito inibitório da atividade ATase, sendo que parece ser mais pronunciado na 

presença de GlnB e GlnB uridililada em relação a GlnK. No entanto, o complexo 

contendo a proteína GlnK uridililada parece não ter sido sensível aos níveis de 2-OG.  
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A.       B.     

 
C.            D. 

 
   E. 

 
Figura 6 - Efeito do 2-OG na atividade ATase de GlnE. Atividade ATase de 104 nM 

de GlnE sobre 200 nM de GS-gln na presença de 23 μM de proteínas PII. As reações 

de adenililação aconteceram a 37ºC durante 20 min, após o qual foi adicionado o mix 

γ-GT na ausência de Mg+2 60 mM e disparada com glutamina 14 mM. As reações 

γ-GT aconteceram a 37ºC durante 60 minutos. Ao final das reações foi adicionado 100 

μL do Stop mix e a formação de γ-glutamilhidroxamato foi quantificada em 

espectofotômetro à 490 nm. Os dados representam a média de pelo menos três 

experimentos independentes. A. Na ausência de proteína PII. B. Na presença de 

proteína GlnB. C. Na presença de proteína GlnB-UMP. D. Na presença da proteína 

GlnK. E. Na presença da proteína GlnK-UMP. 
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Com o objetivo de explorar mais o mecanismo de regulação da proteína GlnE, 

nós ainda testamos o efeito de ATP e glutamato sobre a atividade ATase de GlnE. Os 

resultados da figura 7 sugerem que o glutamato tem um pequeno efeito inibitório da 

atividade ATase de GlnE de H. seropedicae. O ATP, por sua vez, teve um forte efeito 

inibitório sobre a atividade ATase, já que nenhuma adenililação foi observada quando 

ATP foi adicionado.  

 

Figura 7 – Efeito dos efetores ATP e glutamato sobre a atividade ATase de 

GlnE. Atividade ATase de GlnE (104 nM) sobre GS-gln (200 nM) na presença 

1 mM de ATP ou 1 mM de glutamato e na ausência dos efetores, conforme 

indicado. As reações de adenililação aconteceram a 37ºC durante 20 min, 

seguidas da adição do mix γ-GT na ausência de Mg+2 60 mM e disparada com 

glutamina 14 mM. As reações γ-GT aconteceram a 37ºC durante 60 minutos. Ao 

final das reações foi adicionado 100 μL do Stop mix e a formação de 

γ-glutamilhidroxamato foi quantificada em espectofotômetro à 490 nm. Os dados 

representam a média de pelo menos três experimentos independentes. 
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3.7 Regulação da atividade AR pelas proteínas PII 

Há dois modelos de regulação da atividade AR de GlnE melhor caracterizados 

até o momento, que são os de E. coli e R. rubrum. Em E. coli, a atividade AR da 

proteína GlnE é estimulada pelas proteínas PII uridililadas [15,27] . Já em R. rubrum 

as formas de PII uridililadas ou não modificadas não têm efeito sobre a atividade da 

AR de GlnE [29]. Com o objetivo de verificar qual desses fenômenos regulatórios é 

encontrado em H. seropedicae, nós avaliamos a atividade AR na presença e ausência 

das proteínas PII, tanto não modificadas como uridililadas. Nossos resultados 

indicaram que PII-UMP não estimula a atividade AR, e esta não depende da presença 

de PII alguma, conforme mostrado na figura 8. Portanto, o modelo de regulação da 

atividade AR da proteína GlnE de H. seropedicae parece ser diferente do homólogo 

de E. coli e é mais próximo com o modelo de regulação do R. rubrum.  

A.        B. 

 

Figura 8 – Regulação da atividade AR de GlnE pelas proteínas PII. Atividade AR 

da enzima GlnE de H. seropedicae sobre a GS-N. Neste experimento, foram 

adicionados ao mix de desadenililação 104 nM de GlnE, 23 μM de PII, de acordo com 

o indicado na figura, 200 nM de GS-N e 1 mM de ATP. A reação de desadenililação 

aconteceu a 37ºC durante 20 min, após o qual foi adicionado o mix γ-GT na ausência 

de Mg+2 60 mM e disparada com glutamina 14 mM. A reação γ-GT aconteceu a 37ºC 

durante 60 minutos. Ao final da reação foi adicionado 100 μL do Stop mix e a formação 

de γ-glutamilhidroxamato foi quantificada em espectofotômetro à 490 nm. Os dados 

representam a média de pelo menos três experimentos independentes. A. Reação AR 

na presença ou ausência de GlnB. B. Reação AR na presença ou ausência de Glnk.  
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3.8 Regulação alostérica da atividade AR de GlnE 

O fato das proteínas PII não participarem da regulação da atividade AR de GlnE 

de H. seropedicae sugere que a regulação desta atividade deve ser mediada por 

efetores alostéricos. Por isso, nós investigamos o efeito de ATP, ADP, glutamato e 

2-OG. Os resultados da figura 9A mostram que o ATP estimula a atividade AR da 

proteína GlnE de H. seropedicae, e é estritamente necessário para a desadenililação. 

Os resultados indicam, ainda, que o ADP não é capaz de substituir o ATP nesta função 

(Figura 9A). Além disso, quando o ATP é adicionado na presença de ADP, o poder de 

estímulo do ATP é diminuído, sugerindo que o ADP pode atuar como um inibidor da 

desadenililação (Figura 9B). 

A.         B. 

Figura 9 – Efeito dos efetores ATP e ADP sobre a atividade AR de GlnE isolados 

e usados em conjunto. A. Atividade AR de GlnE (104 nM) sobre GS-N (200 nM) na 

presença 1 mM de ATP ou 1 mM de ADP e na ausência dos efetores. As reações de 

desadenililação aconteceram a 37ºC durante 20 min, seguida da adição do mix γ-GT 

na presença e ausência de Mg+2 60 mM e disparada com glutamina 14 mM. As 

reações γ-GT aconteceram a 37ºC durante 60 minutos. Ao final das reações foi 

adicionado 100 μL do Stop mix e a formação de gama-glutamilhidroxamato foi 

quantificada em espectofotômetro à 490 nm. Os dados representam a média de pelo 

menos três experimentos independentes. B. Atividade AR de GlnE (104 nM) sobre 

GS-N (200 nM) na presença 1 mM de ATP e 1 Mm de AT 1 mM de ADP e na ausência 

dos efetores. As reações de desadenililação e γ-GT foram realizadas seguindo a 

mesma metodologia descrita no item A. 
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Assim como o ATP, o glutamato tem efeito inibitório na atividade ATase de GlnE 

(Figura 7). Por isso, nós verificamos se o glutamato também seria capaz de estimular 

a atividade AR de GlnE. Os resultados mostrados na figura 10 indicam que o 

glutamato não tem qualquer efeito sobre a reação AR. Portanto, o glutamato apenas 

inibe a atividade ATase, não estimulando a AR de GlnE. 

 

 

Figura 10 – Efeito do Glutamato sobre a atividade AR de GlnE. Atividade AR de 

GlnE (104 nM) sobre GS-N (200 nM) na presença 1 mM de ATP ou 1 mM de glutamato 

e na ausência dos efetores, conforme indicado. As reações de desadenililação 

aconteceram a 37ºC durante 20 min, seguida da adição do mix γ-GT na ausência de 

Mg+2 60 mM e disparada com glutamina 14 mM. As reações γ-GT aconteceram a 37ºC 

durante 60 minutos. Ao final das reações foi adicionado 100 μL do Stop mix e a 

formação de γ-glutamilhidroxamato foi quantificada em espectofotômetro à 490 nm. 

Os dados representam a média de pelo menos três experimentos independentes. 
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Nós verificamos, ainda, o efeito de 2-OG sobre a atividade AR da proteína GlnE 

de H. seropedicae. Os resultados mostraram que 2-OG teve pouco efeito sobre a 

atividade AR. (Figura 11). 

 

 

Figura 11 – Efeito do efetor 2-OG sobre a atividade AR de GlnE. Atividade AR de 

GlnE (104 nM) sobre GS-N (200 nM) na presença 1 mM de ATP ou 5 mM de 2-OG e 

na ausência dos efetores.  As reações de desadenililação aconteceram a 37ºC durante 

20 min, seguida da adição do mix γ-GT na ausência de Mg+2 60 mM e disparada com 

glutamina 14 mM. As reações γ-GT aconteceram a 37ºC durante 60 minutos. Ao final 

das reações foi adicionado 100 μL do Stop mix e a formação de 

gama-glutamilhidroxamato foi quantificada em espectofotômetro à 490 nm. Os dados 

representam a média de pelo menos três experimentos independentes. 
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4. DISCUSSÃO 

A enzima GS catalisa a primeira reação da via de assimilação de amônio em 

bactérias, com gasto de ATP. O glutamato e a glutamina formados pelas reações 

catalisadas pela via GS /GOGAT são os principais doadores de grupos amino para 

diversas reações biossintéticas, e por isso as suas concentrações intracelulares 

necessitam ser precisamente reguladas. De fato, em E. coli os níveis intracelulares de 

glutamina e glutamato variam pouco, mesmo com baixa disponibilidade de amônio no 

meio de cultura [6]. Portanto, o gasto energético associado com a assimilação de 

amônio, e a necessidade de manutenção de níveis de glutamina e glutamato exigem 

um ajuste fino do fluxo metabólico através da via GS/GOGAT. Esse ajuste fino da 

atividade de GS de H. seropedicae ficou evidente no ensaio de choque de amônio in 

vivo: a adição de amônio ao meio de cultura provoca uma drástica e rápida redução 

da atividade enzimática (Figura 1A). Já nossos ensaios in vitro demonstrara, que a 

adenililação da enzima GS é responsável pela queda na atividade catalítica da enzima 

(Figura 3), e que o sistema de regulação do estado de modificação pós-traducional da 

GS de H. seropedicae integra uma série de informações moleculares sobre o estado 

metabólico da célula.  

Nossos resultados mostraram que a GS expressa no sistema heterólogo com 

alto amônio (GS-N) foi purificada parcialmente adenililada, e que a enzima GS 

expressa em baixas concentrações de nitrogênio (GS-gln), se encontra desadenililada 

(Figura 4). Dessa forma, pode-se concluir que a enzima GS de H. seropedicae 

recombinante é substrato da enzima GlnE nativa de E. coli, mesmo em condições de 

superexpressão. Esses resultados indicam que o sítio de adenililação da proteína GS 

de E. coli deve estar conservado na GS de H. seropedicae. Essa informação foi 

confirmada com a não adenililação in vitro da variante mutante GS Y400F (Figura 4C). 

A transdução do sinal de nitrogênio para a proteína GlnE de E. coli e R. rubrum 

ocorre pela interação com as proteínas da família PII [15,27,29]. Em R. rubrum as 

proteínas PII uridililadas inibem a atividade ATase, e em E. coli a GlnB-UMP também 

pode inibir a atividade ATase em algumas condições. Adicionalmente, a GlnE de 

E. coli tem sua atividade AR aumentada por GlnB-UMP. Nossos resultados 

apresentados aqui demonstraram que as proteínas PII também participam da 
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regulação de GlnE de H. seropedicae, embora o mecanismo pareça ser diferente dos 

anteriormente descritos nesses outros organismos. Em H. seropedicae tanto as 

proteínas PII uridililadas ou não uridililadas estimulam a atividade ATase de GlnE 

(Figura 5). Além disso, a atividade AR não foi estimulada pelas PII uridililadas diferente 

do encontrado em E. coli (Figura 8). 

Em E. coli e R. rubrum, a regulação de GlnE pelas PII é modulada por 2-OG 

[27–29]. Os nossos resultados indicaram que em H. seropedicae o 2-OG não exerce 

qualquer efeito sobre a atividade AR, mas inibe a atividade ATase apenas na presença 

de proteínas PII, tanto GlnB quanto GlnK (Figura 6). Possivelmente a interação das 

proteínas PII com GlnE é rompida quando PII liga 2-OG. Como em H. seropedicae o 

2-OG é um metabólito cuja concentração intracelular varia de acordo com a 

disponibilidade de nitrogênio no meio de cultura [25], esses resultados sugerem que 

a inibição da atividade ATase de GlnE se constitui em um mecanismo de transdução 

do status de nitrogênio para o sistema GlnE-GS. 

Uma outra forma de regulação da atividade de GlnE por moléculas que 

sinalizam o status de nitrogênio na célula foi encontrada: o glutamato teve um leve 

efeito inibitório sobre a atividade ATase da GlnE de H. seropedicae (Figura 7). É 

possível que o glutamato esteja mimetizando o efeito do 2-OG por interação com a 

proteína PII, rompendo o complexo GlnE-PII e, portanto, impedindo que PII estimule 

a atividade ATase de GlnE. A mesma interpretação foi sugerida para a regulação de 

GlnE de E. coli por glutamato [27].  

Além de ser regulada por sinais que indicam níveis de nitrogênio, a GlnE de 

H. seropedicae é claramente sensível a razão ATP/ADP. A atividade ATase de GlnE 

foi totalmente inibida pelo ATP (Figura 7) e o ATP estimula fortemente a atividade AR 

(Figura 9A). Nós ainda testamos o efeito de ADP sobre a atividade AR de GlnE de 

H. seropedicae. O ADP não estimulou a atividade AR (Figura 9A), não sendo capaz 

de substituir o ATP nesta função, e quando adicionado junto com o ATP, diminuiu o 

efeito estimulatório do ATP sobre a atividade AR (Figura 9B). Essa regulação 

provavelmente está relacionada com o gasto energético decorrente da assimilação de 

NH4
+ através da via GS/GOGAT [45]. Em E. coli, devido ao custo energético da 

assimilação de nitrogênio por essa via, a assimilação de amônio em condições de 
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baixa energia parece acontecer pela glutamato desidrogenase (GDH), possivelmente 

para poupar ATP [45]. Nossos resultados indicam que o fluxo metabólico através da 

via GS/GOGAT em H. seropedicae também sofre forte influência do estado energético 

da célula, e em baixas concentrações de ATP a GS é adenililada, diminuindo sua 

atividade catalítica, o que possivelmente também culmina com um menor gasto de 

ATP em uma situação de baixos níveis energéticos.  

Em E. coli, a atividade AR de GlnE é estimulada por 2-OG, ATP e GlnB-UMP 

[15,27]. Em R. rubrum, por sua vez, a atividade AR parece ser constitutiva para a 

enzima GlnE, e nenhum regulador dessa atividade foi encontrado [29]. Aqui, nós 

mostramos que a atividade AR da GlnE de H. seropedicae não foi regulada pelas 

proteínas PII (figura 8), nem por 2-OG (figura 11), ou por glutamato (figura 10). Dos 

reguladores testados nesse trabalho, nós conseguimos observar regulação da 

atividade AR apenas pela razão ATP/ADP (figura 9). Dessa forma, nós propomos que 

a razão ATP/ADP é o principal regulador da atividade AR de GlnE de H. seropedicae. 

Os resultados mostrados até aqui demonstram que o estado de modificação da 

proteína GS de H. seropedicae é determinado pela integração dos sinais de 2-OG e 

razão ATP/ADP. Um nível adicional de regulação da atividade da GS de 

H. seropedicae por sinalizadores dos níveis de nitrogênio acontece via inibição 

alostérica da reação biossintética, e o mecanismo dessa inibição nunca foi descrito 

para outros organismos (Figura 3). Em E. coli, a forma adenililada de GS é fortemente 

inibida pelos aminoácidos alanina, glicina e triptofano [44]. Ao contrário, a atividade 

biossintética da GS adenililada de H. seropedicae não foi inibida por nenhum 

aminoácido testado. A GS não modificada, por sua vez, foi inibida pelos aminoácidos 

tirosina, treonina e glutamina. Como a glutamina e o glutamato formados na via 

GS/GOGAT são doadores de grupos amino para síntese de todos os aminoácidos, 

esta inibição alostérica é um tipo de feedback negativo que atua sobre a enzima. É 

interessante que em E. coli o feedback negativo exercido por aminoácidos tenha como 

alvo a forma menos ativa da enzima, a adenililada, e em H. seropedicae seja a forma 

mais ativa, a não modificada. Portanto, em H. seropedicae aparentemente esse 

mecanismo de inibição se constitui numa forma de modulação da atividade de GS não 

modificada, que naturalmente tem maior atividade catalítica.  
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Além de aminoácidos, nós conseguimos detectar que moléculas sinalizadoras 

do estado energético da célula como efetores alostéricos da GS de H. seropedicae 

(Figura 3E). Neste caso, o alvo da inibição alostérica foi a proteína adenililada: o ADP 

e o AMP, sinalizadores associados com baixa disponibilidade de energia, inibem a 

forma adenililada da enzima. Portanto, diferente do que acontece em E. coli, a 

adenililação de GS, além de diminuir a atividade de GS, provoca um aumento da 

sensibilidade aos sinais energéticos, mas não de aminoácidos. Portanto, podemos 

concluir que o modelo de regulação alostérica da GS de H. seropedicae é também 

bastante diferente daquele descrito para E. coli.  

Sumarizando, nós utilizamos uma abordagem de atividade in vitro para 

descrevermos o modelo de regulação da enzima GlnE de H. seropedicae, o qual tem 

algumas características únicas, nunca descritas na literatura que descreve os 

mecanismos regulatórios dos sistemas ortólogos. O mecanismo de regulação aqui 

descrito permite a integração de sinais de disponibilidade de nitrogênio e carbono, e 

também da razão ATP/ADP. Assim, o estado de modificação pós-traducional de GS 

de H. seropedicae é regulado finamente de acordo com as condições ambientais 

encontradas pela bactéria. Os resultados permitiram construir o seguinte modelo 

sobre a regulação da assimilação de amônio em H. seropedicae (Figura 12): Em 

baixas concentrações de amônio, os níveis de 2-OG são altos, fazendo com que a GS 

expressa não seja adenililada por GlnE. Essa forma de GS pode eventualmente ser 

inibida por feedback negativo por aminoácidos, caso a concentração de glutamina 

aumente. Quando o amônio é adicionado, o 2-OG é consumido na assimilação deste, 

permitindo que GS seja rapidamente adenililada por GlnE, levando a uma diminuição 

na sua atividade para que os níveis de glutamina não se elevem demais, poupando 

assim ATP, o qual é consumido na atividade de GS. Uma diminuição ainda maior da 

atividade de GS adenililada acontece quando a razão ATP/ADP cai, através da 

inibição alostérica exercida pelo ADP e pelo AMP. A razão ATP/ADP também exerce 

efeito sobre o próprio estado de modificação de GS. Em condições de abundância de 

energia (alta razão ATP/ADP), a GlnE desadenilila GS, aumentando sua atividade.  
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Figura 12. Modelo de regulação pós-tradicional e alósterica de GS em baixas e 

altas concentrações de nitrogênio. 
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