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Doctor Who
RESUMO

As Argonautas longas, presentes em procariontes (pAgos longos A e B) e eucariotos

(eAgos), têm quatro domínios principais: N, PAZ, MID e PIWI, além de dois domínios

estruturais de ligação, L1 e L2. Os pAgos são mais diversos que os eAgos, com

aproximadamente 30% dos genomas bacterianos e 10% dos genomas sequenciados de

arqueias contendo pAgos, dos quais 60% são pAgos curtos. Estes últimos possuem

apenas os domínios MID e PIWI, que são inativos.

O domínio PAZ é conectado aos domínios N e MID por dois loops, L1 e L2,

permitindo flexibilidade. Nos pAgos curtos, frequentemente há uma fusão com proteínas

efetoras contendo o domínio APAZ, que corresponde aos domínios N, L1 e L2 das pAgos

longas. Esses sistemas são semelhantes aos de defesa CRISPR-Cas, pois ambos

reconhecem ácidos nucleicos invasores, mas os pAgos curtos frequentemente induzem a

morte celular para prevenir a propagação do invasor, funcionando como sistemas de

infecção abortiva.

Estudos estruturais e bioquímicos mostram que os pAgos de procariontes

termofílicos têm atividade de endonuclease guiada por ácidos nucleicos, semelhante à

atividade CRISPR-Cas9. Os pAgos longos-A, que possuem uma tétrade catalítica DEDX

no domínio PIWI, podem clivar o DNA alvo mediado por guias de DNA. Já os pAgos

longos-B carecem dessa tétrade catalítica e o domínio PAZ frequentemente é truncado.

Os pAgos curtos são divididos em quatro clados e frequentemente são encontrados em

operons junto a um domínio APAZ.

Os pAgos curtos, assim como os pseudo-pAgos curtos, colaboram com proteínas

associadas para proteger o hospedeiro contra DNA invasor, como plasmídeos e vírus. Em

vez de degradar o DNA invasor diretamente, esses sistemas induzem a morte celular

após o reconhecimento mediado por guias, funcionando como mecanismos de defesa

abortiva.

Arqueias termofílicas, que são “fósseis vivos” e fornecem insights sobre a evolução

primordial, apresentam características bioquímicas e fisiológicas que oferecem

oportunidades na biotecnologia. Estas arqueias têm genomas pequenos e são

promissoras em aplicações de engenharia metabólica, especialmente em condições onde

bactérias e eucariotos falham, como em ambientes de alta temperatura.

Os pAgos termofílicos com atividade de endonuclease têm grande potencial para

manipulação genética programável. Portanto, explorar proteínas Argonautas com
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propriedades enzimáticas únicas pode levar a avanços na biotecnologia, incluindo

aplicações em biologia molecular e medicina. As análises filogenéticas e funcionais

indicam que alguns pAgos termofílicos podem funcionar em sistemas de resposta abortiva

à infecção, destacando a importância de continuar a caracterizar esses mecanismos e

suas aplicações.

Palavras-chave: Proteínas Argonautas; Arquéias Termofílicas; Resposta
abortiva a infecção (Abi); TbAgo; Thermococcus barophilus.
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ABSTRACT

Argonaute (Ago) proteins are present in all domains of life: bacteria, archaea, and

eukaryotes. They use small oligonucleotide guides (15-30 nucleotides) to bind to

complementary nucleic acid targets, playing crucial roles in gene expression regulation,

silencing mobile genome elements, and defense against viruses or plasmids. They are

classified into long and short Argonautes based on domain organization and phylogeny.

Long Argonautes, present in prokaryotes (long pAgos A and B) and eukaryotes

(eAgos), have four main domains: N, PAZ, MID, and PIWI, along with two structural

binding domains, L1 and L2. Prokaryotic Agos (pAgos) are more diverse than

eukaryotic Agos (eAgos), with approximately 30% of bacterial genomes and 10% of

sequenced archaeal genomes containing pAgos, of which 60% are short pAgos. These

short pAgos only possess the inactive MID and PIWI domains.

The PAZ domain is connected to the N and MID domains by two loops, L1 and L2,

allowing flexibility. In short pAgos, there is often a fusion with effector proteins

containing the APAZ domain, corresponding to the N, L1, and L2 domains of long

pAgos. These systems resemble CRISPR-Cas defense systems, as both recognize

invading nucleic acids, but short pAgos often induce cell death to prevent the spread of

the invader, functioning as abortive infection systems.

Structural and biochemical studies show that pAgos from thermophilic prokaryotes

have nucleic acid-guided endonuclease activity similar to CRISPR-Cas9. Long

pAgos-A, which possess a catalytic tetrad DEDX in the PIWI domain, can cleave target

DNA mediated by DNA guides. Long pAgos-B lack this catalytic tetrad, and the PAZ

domain is often truncated. Short pAgos are divided into four clades and are often found

in operons alongside an APAZ domain.

Short pAgos, as well as pseudo-short pAgos, collaborate with associated proteins to

protect the host against invading DNA, such as plasmids and viruses. Instead of directly

degrading the invader DNA, these systems induce cell death after guide-mediated

recognition, functioning as abortive defense mechanisms.

Thermophilic archaea, which are "living fossils" and provide insights into primordial

evolution, have biochemical and physiological characteristics that offer opportunities in

biotechnology. These archaea have small genomes and are promising in metabolic

engineering applications, especially in conditions where bacteria and eukaryotes fail,

such as high-temperature environments.
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Thermophilic pAgos with endonuclease activity have great potential for

programmable genetic manipulation. Therefore, exploring Argonaute proteins with

unique enzymatic properties can lead to advances in biotechnology, including

applications in molecular biology and medicine. Phylogenetic and functional analyses

indicate that some thermophilic pAgos may function in abortive infection response

systems, highlighting the importance of continuing to characterize these mechanisms

and their applications.

Keywords: Argonaute Proteins; Thermophilic Archaea; Abortive Infection (Abi)
response; TbAgo; Thermococcus barophilus.
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1. INTRODUÇÃO
1.1. Argonautas e seus domínios funcionais

As proteínas Argonauta (Ago) são encontradas nos três domínios da vida

(bactérias, arqueas e eucariotos). Elas utilizam pequenos guias de oligonucleotídeos

(15-30 nucleotídeos) para se ligarem a alvos de ácidos nucleicos complementares,

desempenhando papéis cruciais na regulação da expressão gênica, no silenciamento de

elementos móveis do genoma e na defesa contra vírus ou plasmídeos. De acordo com a

organização dos seus domínios e filogenia, as proteínas Ago são classificadas em

Argonautas longas e curtas.(Manakova et al., 2024)

As Argonautas longas, presentes em procariontes (pAgos longos A e B) e

eucariotos (eAgos), são compostas por quatro domínios funcionais principais (N, PAZ,

MID e PIWI) e dois domínios estruturais de ligação (L1 e L2). A análise do genoma de

procariontes revela que os pAgos são mais diversos que os eAgos, uma vez que estão

distribuídos em aproximadamente 30% dos genomas bacterianos e 10% dos genomas

sequenciados de arqueias, deles, aproximadamente 60% dos pAgos são pAgos curtos,

que contêm apenas os domínios MID e PIWI inativos (Manakova et al., 2024; Koopal et

al., 2023; Zaremba et al., 2022; Wang et al., 2023; Ni et al., 2023)

O domínio PAZ é conectado ao domínio N e MID por dois loops, L1 e L2,

respectivamente. Isto torna o domínio PAZ flexível o suficiente para se mover como um

corpo rígido em relação a todos os outros domínios. Nos seus operons ou polipeptídeos,

os pAgos curtos são geralmente associados a proteínas efetoras contendo o domínio

APAZ (análogo de PAZ). De acordo com modelagem estrutural e dados experimentais, os

domínios APAZ correspondem aos domínios N, L1 e L2 das pAgos longas. As proteínas

contendo APAZ frequentemente se fundem com domínios efetores Sir2 (regulador

silencioso de informação 2), nucleases Mrr ou TIR (receptor Toll-Interleukin-1).)(Koopal et

al., 2023)

Os APAZ/Agos heterodiméricos ou os APAZ-Agos de cadeia única assemelham-se

a pAgos longos sem o domínio PAZ, mas contendo um domínio efetor adicional. Após a

detecção de DNA invasor mediada pelo guia dos pAgos curtos, suas enzimas efetoras

associadas eliminam a célula hospedeira, prevenindo assim a propagação do invasor .

Em vez de degradar diretamente os seus alvos, os pAgos curtos formam complexos com

as suas enzimas efetoras associadas para desencadear a morte celular após o

reconhecimento mediado por guia do DNA invasor e, assim, funcionam como sistemas de

infecção abortivos.
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Atualmente, os sistemas de defesa Ago e CRISPR-Cas são os únicos que se

baseiam no reconhecimento de ácidos nucleicos guiados por ácidos nucleicos. Embora a

consequência desse reconhecimento seja geralmente a degradação do ácido nucleico

(Abudayyeh et al., 2016; Gasiunas et al., 2012; Jinek et al., 2012; Kazlauskiene et al.,

2017; Niewoehner et al., 2017; Swarts et al., 2014a; Westra et al., 2012), diversas

proteínas de membrana e outros efetores tóxicos potenciais são frequentemente

encontrados em associação com esses sistemas (Ryazansky et al., 2018; Shah et al.,

2019; Shmakov et al., 2018; van Beljouw et al., 2021). Os pAgos com atividade de

endonuclease apresentam um grande potencial para a manipulação genética

programável. Portanto, é altamente desejável explorar proteínas Argonautas com

propriedades enzimáticas únicas, a fim de compreender seus diversos mecanismos

catalíticos e promover suas aplicações na biotecnologia.

1.2. Clados dos Argonautas e seus domínios conservados
Os estudos estruturais e bioquímicos de pAgos de procariontes termofílicos

mostraram que essas proteínas possuem atividade de endonuclease dirigida por guias de

ácidos nucleicos, que é semelhante à atividade CRISPR-Cas9. Entre os pAgos longos-A,

79% possuem uma tétrade catalítica DEDX intacta (Box 1) no domínio PIWI, e a maioria

dos pAgos longos-A caracterizados é capaz de clivar o DNA alvo mediado por guias de

DNA. No entanto, pelo menos in vitro, um pAgo longo-A utiliza guias de RNA para

direcionar o DNA, outros utilizam guias de DNA para direcionar o RNA, e alguns não têm

uma preferência clara por um tipo específico de guia e alvo; entretanto, todos os pAgos

longos-B carecem da tétrade catalítica DEDX e o domínio PAZ frequentemente é

parcialmente truncado (PAZ*).

Os pAgos curtos podem ser divididos em quatro clados filogenéticos e são

codificados em operons que também codificam um domínio APAZ. Inicialmente, previu-se

que o APAZ substituísse funcionalmente o domínio PAZ nos pAgos longos, mas estudos

posteriores sugeriram que são homólogos ao domínio N dos pAgos longos. Modelos

gerados pelo AlphaFold2 de sistemas de pAgos curtos corroboram que o domínio N e

APAZ são homólogos e assumem a mesma posição em relação ao MID-PIWI. O

N-terminal do APAZ é geralmente fundido a um (putativo) domínio catalítico. Nos clados

S1A e S1B, o APAZ é fundido a um domínio regulador de informação silenciosa 2 (SIR2,

também conhecido como Sirtuin). No clado S2A, o APAZ é fundido a um domínio receptor

Toll-interleucina (TIR). Nos diferentes sub-clados S2B, o APAZ é fundido a um dos vários

domínios (por exemplo, Schlafen/Alba, Mrr-like, DUF4365 ou RecG/DHS-like). No clado
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S1A, a proteína contendo o domínio APAZ é fundida ao N-terminal do pAgo curto. Em

outras clados, as proteínas contendo o domínio APAZ são codificadas por um gene

separado à montante do pAgo curto, o que sugere interdependência funcional.

Curiosamente, encontram-se pAgos truncados espalhados por diferentes ramos dos

clados longas-A e longas-B. Isso implica que a perda dos domínios N e PAZ ocorreu

várias vezes durante a evolução dos pAgos. Consequentemente, nem todos os pAgos

curtos são relacionados filogeneticamente: o pAgo curto de Sulfolobus islandicus (SiAgo)

e seus homólogos formam um clado de pAgos que não se agrupa com pAgos longos ou

curtos (a clade SiAgo-like), e o pAgo curto AfAgo se agrupa com pAgos do clado longa-B.

SiAgo e AfAgo não estão associados a domínios APAZ e dependem de mecanismos

funcionais distintos. Portanto, os pAgos curtos filogeneticamente agrupados associados a

domínios APAZ são denominados 'pAgos curtos' e os outros pAgos truncados como

'pseudo-pAgos curtos'.(Ofir, Gal et al., 2022; Koopal B et al., 2022)

Similarmente aos pAgos curtos, os pseudo-pAgos curtos se co localizam com

outros genes e/ou sequências codificantes. Por exemplo, o Argonauta SiAgo é codificado

em um operon com um regulador transcricional previsto, enquanto outras duas proteínas

são codificadas na fita oposta do DNA. A presença desses três genes em proximidade ao

SiAgo é conservada para homólogos do SiAgo em diferentes cepas. O AfAgo foi

caracterizado até agora apenas como uma proteína independente, apesar de ser

codificado em um operon contendo sequências estruturais codificantes para duas

proteínas hipotéticas. Combinados, esses dados sugerem que tanto os pAgos curtos

quanto os pseudo-pAgos curtos funcionam em conjunto com proteínas codificadas em

seu contexto genômico.(Zeng et al., 2022; Manakova et.al., 2006; Manakova et.al., 2009)

Também foi observado no Argonautas do organismo Archaeoglobus fulgidus

DSM4304, a partir de uma análise de genes vizinhos, uma associação de pAgos longos-B

com um gene codificador de proteína localizado imediatamente à jusante,

correspondendo a uma proteína semelhante ao efetor de membrana SiAga2 do sistema

antiviral SiAgo Sulfolobus islandicus. Esta observação sugere que os pAgos longos-B

cataliticamente inativos, aqui apresentados como pseudo-pAgos curtos, podem funcionar

regulando as atividades desses efetores que, quando ativados, podem atuar como

toxinas.

Notavelmente, os contextos genéticos dos pAgos também codificam outras

proteínas de membrana. As análises de bioinformática mostram que os domínios SIR2 e

TIR, recentemente encontrados envolvidos em Abi, também são encontrados em
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associação com pAgos, especialmente pAgos curtos e pseudo-pAgos curtos.(Manakova

et.al., 2006)

De fato, estudos recentes confirmam que os sistemas de pAgos curtos e

pseudo-pAgos formam complexos com suas proteínas associadas para proteger seu

hospedeiro contra DNA invasor, como plasmídeos e vírus. Em vez de desencadear a

degradação do DNA invasor, semelhante aos pAgos longos, esses sistemas de pAgos

curtos e pseudo-pAgos funcionam como sistemas de infecção abortiva, que matam seu

hospedeiro para impedir a replicação e a propagação do invasor para outras

células.(Zeng et al., 2022)

1.3. Arqueias termófilas e suas aplicabilidades biotecnológicas
Embora o debate ainda rodeie os detalhes da biologia primordial, as arqueias

termofílicas são “fósseis vivos” e fornecem um vislumbre deste período crítico da evolução

(Whitfield 2004). Muitas vezes ofuscadas pelas suas primas procarióticas, as bactérias,

tanto em termos de percepção pública como de estudo científico, às suas características

bioquímicas e fisiológicas oferecem oportunidades interessantes para a biotecnologia.

As arqueias termofílicas normalmente têm genomas pequenos (~2 mega pares de

bases ou Mpb), simplificando potencialmente a análise de biologia de sistemas e

subsequentes esforços de engenharia metabólica(Straub, 2018).

Nesse sentido, nas aplicações onde as plataformas de engenharia

metabólica mesófilas mais utilizadas, como Escherichia coli e Saccharomyces cerevisiae

falharam ou tiveram um desempenho insatisfatório, o uso de arquéias termofílicas

oferecem uma opção atraente para superar certos problemas de bioprocessamento, como

contaminação e infecção por fagos.

Até o momento, as arqueia têm ficado atrás das bactérias e eucariotas no palco da

biotecnologia industrial, mas têm sido importantes de várias maneiras, principalmente pelo

seu papel na biomineração de cobre (Wheaton et al., 2015) e pelas suas DNA

polimerases termoestáveis de alta fidelidade para PCR (Pavlov et al., 2004).

Tabela 1. Enzimas provenientes de arquéias termofílicas com aplicações em biologia molecular.
(adaptado de Straub et al., 2018)
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Enzima Origem Aplicação Referências

DNA polimerases
Thermococcus
barophilus Ch5 PCR

Kwon et al.
(2016)

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC6454523/#bib201
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC6454523/#bib201


O constante avanço em caracterizar os mecanismos moleculares, a fisiologia e o

metabolismo de arqueias termofílicas, possível graças aos avanços de ferramentas

"ômicas", torna relevante o interesse em revisitar os organismos previamente

caracterizados por suas funções e aplicações biotecnológicas, além de conferir novos

olhares as arqueas que possam ter negligenciadas pela falta de entendimento dos seus

mecanismos moleculares.

1.4. Potencial dos Argonautas termotolerantes na biologia sintética
Os pAgos termofílicos com atividade endonuclease possuem grande potencial para

manipulação genética programável. Portanto, é desejável explorar proteínas de

Argonautas com propriedades enzimáticas únicas para compreender seus diversos

mecanismos catalíticos e promover suas aplicações em biotecnologia(Fang et al., 2022;

Straub et al., 2018). Os estudos estruturais e bioquímicos anteriores de pAgos de

procariontes termofílicos mostraram que eles exibem atividade de endonuclease dirigida
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Pyrococcus
furiosus

PCR, PCR
sujeito a erros

Biles and
Connolly (2004);
Wang et al.
(2004)

Sulfolobus
solfataricus

PCR sujeito a
erros

McDonald et al.
(2006)

Thermococcus
kodakaraensis

PCR, um passo
RT-PCR

Elshawadfy et al.
(2014); Okano et
al. (2017)

Thermococcus
JDF-3

Sequência de
DNA

Arezi, Hansen
and Hogrefe
(2002)

Thermococcus
9°N-7

Sequenciamento
de DNA,
sequência por
síntese

Gardner and
Jack (2002); Ju
et al. (2006)

Ligases
Thermococcus
sp. 1519

Assembleia
Gibson

Smagin et al.
(2008)

Staphylothermus
marinus

Reação em
cadeia da ligase Seo et al. (2007)

Pyrococcus
furiosus

Reação em
cadeia da ligase

Tanabe et al.
(2012)

Methanothermob
acter
thermautotrophic
us 5’-adenilação

Sriskanda et al.
(2000)

Thermococcus
kodakaraensis

Sequenciamento
RNA

Zhang and
Tripathi (2017)

Inteins
Pyrococcus
horikoshii

Purificação de
proteína

Lennon, Stanger
and Belfort
(2016)

Pyrococcus
furiosus Biosensor

Iwai, Lingel and
Pluckthun (2001)

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC6454523/#bib236
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC6454523/#bib236
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC6454523/#bib15
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC6454523/#bib15
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC6454523/#bib15
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC6454523/#bib347
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC6454523/#bib347
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC6454523/#bib335
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC6454523/#bib369
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC6454523/#bib369
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC6454523/#bib354
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC6454523/#bib354
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC6454523/#bib422
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC6454523/#bib422
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC6454523/#bib208a
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC6454523/#bib208a
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC6454523/#bib208a
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC6454523/#bib156
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC6454523/#bib156


por guias de ácidos nucleicos, que é semelhante à atividade CRISPR-Cas9.

Os Agos têm preferências de guia únicas, o domínio PIWI coordena e pré-ordena os

nucleotídeos “sementes” do guia (nucleotídeos 2–7 ou 2–8) em uma conformação

helicoidal, com bases expostas ao solvente (Bartel DP et al., 2004).

Argonautas euriarqueais termofílicos, que já foram sugeridos como estando mais

intimamente relacionados aos Argonautas eucarióticos (Swart et al., 2014). Foi descrito

um grupo particular de arqueia termofílicas moderadas do supérfluo Asgard que pela sua

proximidade evolutiva com eucariontes, acredita-se exibir funções de silenciamento

similares aos eAgos e apresentam domínios inativos N-PAZ similar aos pAgos curtos,

além de possuir componentes de transposição no operon vizinho ao Argonauta

(Bastiaanssen C et al., 2024)

Até o momento, a maioria dos pAgos realiza clivagem específica por meio de um

tipo de guia de todos os quatro tipos naturais de pequenos ácidos nucleicos: 5′-P ssDNA,

5′-OH ssDNA, 5′-OH ssRNA e 5′-P ssRNA. Por exemplo, Agos de Pyrococcus furiosus

(PfAgo) (Rivas et al. 2005; Song et al. 2004; Swarts et al. 2015a), Aquifex aeolicus

(AaAgo) (Rashid et al. 2007; Yuan et al. 2005, 2006) , Methanocaldococcus jannaschii

(MjAgo) (Willkomm et al. 2017; Zander et al. 2014, 2017) e Thermus thermophilus (TtAgo)

(Sheng et al. 2014; Swarts et al. 2014a, 2015b, 2017; Wang et al. 2008a , b, 2009) clivam

alvos de ácidos nucleicos complementares usando guías de ssDNA 5'-P. Por sua vez,

Agos de Marinitoga piezophila (MpAgo) (Doxzen e Doudna 2017; Kaya et al. 2016) e

Thermotoga profunda (TpAgo) (Kaya et al. 2016) usam o guia 5′-OH ssRNA para clivar

alvos de ácido nucleico, enquanto o Rhodobacter sphaeroides Ago (RsAgo) (Miyoshi et al.

2016; Olovnikov et al. 2013) utiliza um guia 5′-P ssRNA para reconhecer alvos de ácidos

nucleicos cognatos

As análises computacionais prévias identificaram famílias de genes que estão

frequentemente codificadas nas vizinhanças genômica dos pAgos e diversos domínios

proteicos diretamente fusionados com os pAgos (Makarova et al., 2009; Ryazansky et al.,

2018; Swarts et al., 2014b). Embora se preveja que essas proteínas estejam

funcionalmente associadas com os pAgos, pouco se sabe sobres seus papéis fisiológicos

e mecanismos de ação. Também foi reportado que o pAgos curto do Sulfolobus

islandicus e suas proteínas associadas colaboram em promover uma resposta antiviral

immune robusta mediando a sistema de resposta abortivo contra infecção.

Por meio de análises filogenéticas e funcionais que a Argonautas Thermococcus

barophilus MP (TbAgo) possui genes próximos que sugerem um mecanismo de função

curto e pseudo-curto pAgo em conjunção as proteínas codificadas no seu contexto
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genômico, um sistema de ação abortiva a infecção e também um possível mecanismo de

transposição dessa maquinaria. As predições das funções dessas proteínas foram feitas

in silico utilizando modelos previamente descritos para caracterizar um domínios

funcionais vizinhos nos Argonautas AfAgo (AfAgo-N/AfAgo-Af1317)((Manakova et al.,

2024) e o complexo SiAgo-Aga1-Aga2 (Zeng et al., 2022) que apontam ação de resposta

abortiva a infecção (Abi).
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2. OBJETIVOS
2.1 Objetivo Geral
Analisar a diversidade evolutiva e seus domínios conservados e prospectar pAgos

bacterianos e arquéias, mesofílicos e termofílicos, com aplicações biotecnológicas.

2.2 Objetivos Específicos
● Prospectar sequências de Argonautas procariontes(pAGO) usando bancos de

dados de genomas de procariotos em bactérias e arquéias.

● Estabelecer a relação filogenética das sequências alinhadas dos pAgos.

● Relacionar os domínios conservados e os possíveis papéis funcionais dessas

proteínas.
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3. MATERIAIS E MÉTODOS
3.1. Alinhamento de Sequências e análise filogenética
Uma busca de similaridade para as sequências primárias de MfAgo, AfAgo, PfAgo,

MjAgo, FpAgo e NgAgo foi realizada utilizando a ferramenta BLASTp contra sequências

de proteínas no banco de dados NCBI (RefSeq)

(https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi?PAGE=Proteins). Foram selecionadas sequências

da família Ago para alinhamento global utilizando o programa ClustalW (Thompson et al.

1994) de identidade >= 30% das sequências primárias. Os dados do alinhamento foram

utilizados como entrada para inferir a árvore de máxima verossimilhança, implementado

pelo software IQ-TREE 2(Minh et al. 2020), que selecionou o melhor modelo de análise,

através do ModelFinder (S. Kalyaanamoorthy et. al., 2017). Os parâmetros usados para o

alinhamento global está indicada nas Figuras 1.

Utilizou-se o MEME, software responsável por descobrir motivos de sequências, no

caso do estudo, os argonautas (https://meme-suite.org/meme/tools/meme), capaz de

apontar motivos novos e sem lacunas (padrões recorrentes e de comprimento fixo). As

sequências baixadas do NCBI foram submetidas sem restrição de motivos máximos a

serem achados. Se considerou significativo motivos com um E-value >= 0.005.
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Figura 1. Parâmetros usados para o alinhamento global das sequências de pAgo utilizando o
programa ClustalW.

3.2. Análise do contexto genético
Para identificar supostos operons pAgo, as mesmas proteínas utilizadas para

análise filogenética foram submetidas à análise de vizinhança genética usando o

programa WebFlags (https://server.atkinson-lab.com/webflags). A vizinhança analisada

consistia em três genes à montante e três genes à jusante do gene pAgo. As proteínas

codificadas pelos genes à montante ou à jusante foram ainda caracterizadas com base na

sua sequência e/ou estrutura, como indicado nos itens subsequentes.

3.3. Análise de sequência e estrutura de proteínas

A detecção de homologia baseada em sequência foi realizada usando HMMER

(https://www.ebi.ac.uk/Tools/hmmer/). As potenciais regiões transmembranas foram

previstas por meio do programa DeepTMHMM (https://dtu.biolib.com/DeepTMHMM). Para

análise baseada em estrutura, os modelos gerados pelo programa AlphaFold foram

obtidos do banco de dados EBI (https://www.ebi.ac.uk) ou construídos usando a

implementação ColabFold do AlphaFold (https://alphafold.ebi.ac.uk/). As proteínas

estruturalmente relacionadas no PDB foram identificadas por pesquisas com FoldSeek

(https://search.foldseek.com/). Análise de alinhamento das proteínas com proteínas

funcionais de interesse foram feitas usando EMBOSS Needle

(https://www.ebi.ac.uk/jdispatcher/psa/emboss_needle).
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4. RESULTADOS E DISCUSSÃO
4.1 Anotação das sequências homólogas e construção da árvore filogenética
A Pesquisa BLAST contra o banco de dados de proteínas Refseq revelou 30 novas

sequências, totalizando 36 Argonautas, dentre elas, 3 bactérias, 32 arqueias e 1

eucarionte, que foi usado como outgroup para enraizamento da árvore. Das bactérias

sendo duas termofílicas, uma mesófila e, das arqueias, 12 termofílicas e 20 mesófilas

(Tabela Complementar 1). Foram excluídas da análise proteínas hipotéticas e sequências

de múltiplas espécies. Dessa forma, foi possível identificar três clusters na análise

filogenética dos Argonautas, dois grandes grupos que separam os organismos termófilos

dos mesófilos e um grupo menor contando dois organismos termofílicos e um organismo

mesofilo (Archaeoglobus fulgidus, Petrotoga miotherma, Treponema medium) (Figura 2).

A arvore filogenética foi obtida através software IQ-TREE 2 (Minh et al., 2020), que

inferiu a máxima verossimilhança usando como modelo Q.pfam+F+R4 obtido pelo

ModelFinder (S. Kalyaanamoorthy et. al., 2017).

Notou-se aqui o afastamento na arvore filogenética do argonauta WP_048159825.1

do organismo Thermococcus barophilus em relação aos demais organismos do mesmo

genus Thermococcus, Thermococcus eurythermalis, Thermococcus onnurineus,

Thermococcus thermotolerans, Thermococcus thioreducens, representados pelos

argonautas WP_050002102.1, WP_012572468.1, WP_258084286.1, WP_055429304.1,

respectivamente. As demais análises no trabalho serão feitas no intuito de buscar

compreender o motivo dessa distinção evolutiva entre os argonautas do mesmo genus e

buscar compreender os principais mecanismos que estão associados a esse argonauta

em questão.
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Figura 2. Árvore filogenética consenso de pAgos gerada por máxima verossimilhança utilizando o

software IQ-TREE 2.

4.2 Exploração dos dados e anotação das sequências.

4.2.1 MEME
Utilizou-se o programa MEME Suite (https://meme-suite.org/meme/) para explorar

motivos conservados das sequências dos Argonautas. Verificou-se 56 motivos

conservados (E-value < 0.005) dentre os 35 Argonautas analisados. É possível identificar

similaridades dos motivos conservados dos organismos com proximidade no filograma

(Figura 3), assim como distinções de grandes grupos, como o cluster dos organismos

27



termofílicos e mesofílicos. Também foi possível identificar uma forte distinção daqueles

organismos com seu domínio PAZ conservado daqueles do mesmo cluster que perderam

o domínio ou possuem o domínio truncado (Figura 3). A análise dos motivos

conservados,representados pelas caixas coloridas (Figura 3), associados à análise

estrutural dessas proteínas, estão vinculados a ligações iônicas relevantes para ativação

e funcionamento dos domínios dos Argonautas. Sabe-se, por exemplo, que o sítio

catalítico de todas as proteínas Ago ativas contém uma tétrade conservada de resíduos

de aminoácidos carregados negativamente, DEDX (onde X é D, H ou K) que quelam íons

metálicos divalentes catalíticos, Mg2+ ou Mn2+ (Figura. 4). Mn2+ geralmente aumenta a

atividade do pAgo, e alguns pAgos (PfAgo) mostraram-se ativos apenas na presença de

íons manganês.(Lisitskaya et al.,2018; Makarova et al., 2009)

Figura 3. Árvore filogenética inferida por máxima verossimilhança à esquerda, e os motivos
conservados que correspondem aos Argonautas à direita, deduzidos fazendo uso do programa
MEME Suit. O clado de baixo está representado exclusivamente por organismos mesofílicos, o
subclado com 3 organismos na parte central da arvore está representado por 2 bactérias, o
argonauta 016523204.1(Treponema medium) mesofílica e 103079194.1 (Petrotoga miotherma)
termofílica, e uma arquea, o argonauta 010878815.1 (Archaeoglobus fulgidus) termofílica. O clado
superior está composto exclusivamente por organismos termofílicos, sendo apenas um deles
bacteriano, o argonauta WP_283400182.1 (Desulfurobacterium pacificum). A esquerda observa-se
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diversas caixas coloridas, em que cada caixa faz referências a um motivo conservado diferente.
Colorações iguais fazem referência ao mesmo motivo conservado. Nota-se uma forte correlação de
motivos conservados em organismos pertencentes ao mesma clado. O Organismos utilizado para
enraizamento da arvore, CAI2368923.1 (Moneuplotes crassus), não faz parte dessa análise.

Figura 4. Mudanças conformacionais no sítio ativo do TtAgo durante o reconhecimento do alvo e
catálise . Os resíduos do sítio ativo são mostrados em vermelho; o dedo de glutamato é indicado por
um círculo vermelho. Durante as primeiras etapas de ligação do guia e reconhecimento do alvo, o
sítio ativo é desconectado; a propagação duplex é acompanhada por mudanças nas conformações
dos domínios PIWI e PAZ (indicados com setas vermelhas), plug-in do dedo de glutamato, ligação
catalítica de metal e ativação da catálise. Finalmente, a liberação gradual do alvo leva à desconexão
do sítio ativo, possibilitando assim o reconhecimento da próxima molécula alvo. Os números de
acesso do PDB (do canto superior esquerdo, no sentido horário): 3DLH, 3F73, 4N41, 4NCB, 4NCA,
4N76 (adaptado de Lisitskaya et al.,2018)
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4.2.2 WebFlag
Para identificar possíveis operons de pAgo, as mesmas proteínas utilizadas para a

análise filogenética foram submetidas à análise de vizinhança genética utilizando o

programa WebFlags (https://server.atkinson-lab.com/webflags). A vizinhança analisada

consistiu em três genes à montante e três genes à jusante do gene pAgo. As proteínas

codificadas pelos genes à montante ou à jusante foram caracterizadas com base em suas

sequências.

Um conjunto de dados totalizando 302 sequências foi usado para inferir possíveis

proteínas correspondentes e suas funções celulares (Figura 5 e Tabela Complementar 2.)

Figura 5. Representação gerada via Web Flags dos operons vizinhos as Argonautas (colorido) e o
domínio PIWI das Argonautas (preto). Nota-se que diversos espaços em brancos estão
representados na figura, estas regiões não foram identificados pelo software como tendo uma
função definida. Esses genes foram analisados posteriormente e anotados via HMMER (tabela
complementar 2).

Observou-se que proteínas Argonautas com funções truncadas pela perda do

domínio PAZ possuem operons vizinhos que transcrevem proteínas efetoras, essas

proteínas já foram descritas por formar heterodímeros com pseudo-pAgos, e esses se
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assemelham funcionalmente a complexos compostos por APAZ (estruturalmente

equivalente aos domínios N-L1-L2) e a proteína MID-PIWI (Makarova et al., 2006; Swarts

et al., 2014; Bastiaanssen C. et al., 2024). Utilizando a metodologia de análise dos genes

vizinhos dos Argonautas foram identificados dois organismos, o Thermococcus barophilus

(WP_048159825.1) e o Treponema medium (WP_016523204.1) que possuem em

estruturas vizinhas o sistema de resposta Abi e o domínio contendo a proteína SIR2-like,

respectivamente. Essas observações podem indicar que apesar desses Argonautas terem

suas funções truncadas, podem mediar diversas respostas de defesa associadas com as

Argonautas completas.

4.2.3 HMMER e HHpred
Foi utilizado a sequência completa dos dados de saída do Web Flag para construir

um perfil HMM v3.3.2 via HMMER (http://hmmer.org/) (Simon C Potter et al., 2018). O

perfil funcional das proteínas vizinhas do Thermococcus barophilussugere que os operons

à montante do domínio PIWI WP_048159988.1 e WP_013468141.1, possuem funções

associadas ao mecanismo de proteínas antitoxina AbiEi-AbiEii e toxina nucleotidil

transferase AbiEii/AbiGii, respectivamente(Tabela complementar 2). Esse sistema de

resposta Abi já foi associado ao domínio inativo PIWI SiAgo e suas proteínas associadas

SiAga1 e SiAga2. Portanto, existe a possibilidade dos genes vizinhos estarem mediando a

resposta de defesa associados ao Argonautas do TbAgo.

Foi conduzido uma aferição das sequências vizinhas do domínio PIWI do TbAgo,

usando o banco de dados HHpred (https://toolkit.tuebingen.mpg.de/tools/hhpred) para

identificarproteinas homologas. Foi constatada uma forte associação das funções

anteriormente descritas utilizando o HMMER e utilizou-se a proteína homóloga com

menor E-valor e maior Score para análise estrutural posterior (Figura 6).

A análise HHpred (Söding et al., 2005) das proteínas associadas sugere que

WP_013468137.1, a sequência imediata à jusante do operon do domínio PIWI do TbAgo,

é codificado pela transposase Tn916-like (Tabela 2), que faz parte dos transposons

conjugativos (CTns; também chamados de elementos conjugativos integrativos), que

constituem uma classe importante de transposons de DNA que podem se mover de forma

autossuficiente entre os genomas bacterianos, estes são enzimas altamente promíscuas,

especialmente para integração, podendo ser inseridas em sites aleatórios (Rubio-Cosials

et al., 2018).
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Tabela 2. 6EMY_B, 6Y8Q_B, PF08843.16 são proteinas homólogas que correspondem as proteínas
vizinhas do TbAgo, WP_013468137.1, WP_048159988.1, WP_013468141.1 respectivamente. Análise
feita via HHpred .

Hit Nome Probabili
dade

E-Value Score

6EMY_B TIROSINA
RECOMBINASE
Y-TRANSPOSASE,
TN916-LIKE

100 4.1e-30 223.29

6Y8Q_B Proteína Abi; Antitoxin,
DNA-ligante, AbiE.
Toxina-antitoxina

99.74 1.7e-15 106.24

PF08843
.16

AbiEii; Nucleotidil
transferase AbiEii toxina

99.46 3.2e-12 111.56

4.3 Análises estruturais
4.3.1 EMBOSS Needle
As proteinas WP_048159988.1 e WP_013468141.1 estão à montante e são

semelhantes (pontuação 84.5, EMBOSS Needle) ao efetor de membrana SiAga2 do

sistema antiviral SiAgo da arqueia Sulfolobus islandicus. O domínio PIWI

(WP_048159825.1 ) se assemelha ao complexo SiAgo-Aga1 que computa (pontuação

107.5, EMBOSS Needle) (Zeng et al., 2022; Krogh et al., 2001). (Material suplementar 1).

Foi demonstrado que SiAgo e SiAga1 formam um complexo estável que exibe

capacidade de reconhecimento de ácido nucleico dirigida por guia. No complexo, SiAga1

contribui significativamente para a ligação ao ácido nucleico, sugerindo que pode

complementar a perda dos domínios N-terminal e PAZ no SiAgo, que funcionam na

ligação guia e alvo em pAgos longos.(Kaya et al., 2016; Ma et al., 2004; Song et al.,

2004).

É concebível que o domínio APAZ e/ou domínios de ligação ao DNA se fundam

com outros pAgos curtos (Makarova et al., 2009; Ryazansky et al., 2018) também pode

contribuir para orientar e direcionar a vinculação. Além disso, o domínio MID do SiAgo

desempenha um papel na estabilização da guia e, assim, na facilitação da ligação ao

alvo, em linha com o facto de o domínio interagir com a extremidade 5' da cadeia

guia.(Ma et al., 2005; Miyoshi et al., 2016; Willkomm et al., 2017).

Além disso, os resíduos conservados no domínio MID são essenciais para a

mediação de Abi, sugerindo que a capacidade de reconhecimento de ácido nucleico do

32



complexo SiAgo-Aga1 é crítica para a imunidade. Considerando as interações entre

SiAgo-Aga1 e SiAga2, foi proposto um modelo (Figura 6) que explica como o sistema

SiAgo media Abi: o complexo SiAgo-Aga1 funciona como o módulo sensor que reconhece

os ácidos nucleicos invasores e ativa o SiAga2 por interação direta; além disso, o

complexo SiAgo-Aga1-Aga2 na membrana também pode detectar a infecção viral e ser

ativado. Então, o SiAga2 ativado desencadeia a despolarização da membrana e causa a

morte celular. (Zeng et al., 2022).

Figura 6. Modelo para resposta imune antiviral do sistema SiAgo. Antes da infecção viral, o
complexo SiAgo-Aga1 reside no citoplasma ou liga-se ao SiAga2 na membrana sem desencadeá-lo.
Durante a infecção viral, a alta transcrição de genes virais e a rápida replicação do genoma viral
fornecem substratos abundantes de RNA e DNA para o complexo SiAgo-Aga1 obter guias e também
para o complexo carregado com guia procurar alvos. A ligação ao alvo leva ao recrutamento de mais
complexos SiAgo-Aga1 para a proteína transmembrana SiAga2 que é ativada, induzindo a morte de
células infectadas através da despolarização da membrana. Além disso, o complexo de membrana
SiAgo-Aga1-Aga2 também pode detectar a infecção viral pelo reconhecimento do ácido nucleico e
ser ativado.(adaptado de Zeng et al., 2022)

Sendo assim, de acordo com nossa análise preliminar dos dados, deve-se encontrar o

Argonautas TbAgo posicionado entre sequências de transposição e proteínas de

resistência Abi, indicando possível ação do Argonautas na defesa do organismo e

transferência de genes de resistência .

Para compreender completamente a dinâmica molecular desses organismos e

suas Argonautas, bem como suas possíveis aplicações biotecnológicas, é necessário
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compreender como esses domínios efetores interagem em resposta a estímulos ou

superexpressão. (van Houte et al., 2016).(Fusco et al., 2015; Quax et al., 2013).

4.3.2 TMHMM
A análise da sequência da proteína usando o servidor TMHMM (Krogh et al., 2001)

foi inconclusivo em prever que a proteína WP_048159988.1, vizinha do TbAgo, contém

regiões transmembranas (Figura 7). Novas análises in vitro são necessárias para validar a

hipótese de que a proteína de está presente na membrana celular, uma vez que o

mecanismo descrito por SiAgo2 foi confirmado como sendo mediado por uma proteína

transmembrana.(Figura 7.)

Figura 7. Proteína vizinha do TbAgo (WP_048159988.1) analisada pelo servidor do TMHMM para
proteína transmembrana.

Compreende-se, até os dias atuais, que os mecanismos de resposta a infecção

mediadas por proteinas efetoras podem ocorrer através de três sistemas distintos (figura

8). Este estudo visa compreender o mecanismos de atuação do TbAgo, usando

ferramentas que analisam as funções moleculares dessa proteina, usando proteinas

semelhantes e com suas ações moleculares mais bem definidas na literatura. Portanto é

necessário que se explore ainda mais essas relações a fim de encontrar dados que
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sustentem a hipótese de um possível mecanismo melucular similar ao sistema SiAgo ou a

outro mecanismo de respsota Abi.

Figura 8. SIR2 (SPARSA), TIR (SPARTA) ou Aga2 (sistema SiAgo). Em SPARSA e SPARTA, a ativação
de SIR2/TIR leva à conversão de NAD(P)+ em NAM e ADPR(P). No SPARTA, a ativação catalítica
requer a tetramerização de quatro complexos SPARTA heterodiméricos ligados ao guia/alvo. Após a
detecção do invasor, o complexo SiAgo-SiAga1 é recrutado para a proteína de membrana SiAga2,
que induz a despolarização da membrana.(adaptado de Koopal et al., 2023)

5.CONCLUSÃO E PERSPECTIVAS
O estudo das proteínas Argonauta (Ago) têm revelado uma complexa diversidade

funcional e estrutural nos três domínios da vida: bactérias, arqueas e eucariotos. Este
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trabalho buscou explorar a diversidade evolutiva e os domínios conservados das

Argonautas, especialmente em organismos procariontes mesofílicos e termofílicos, com

vistas a suas possíveis aplicações biotecnológicas.

A análise filogenética e de sequência revelou uma clara distinção entre os

Argonautas termofílicos e mesofílicos, além da identificação de domínios conservados,

como PAZ, MID e PIWI, que são essenciais para a função dessas proteínas. A

identificação de novos pAgos, particularmente em arqueias, sugere um vasto campo

ainda inexplorado, com potencial significativo para a biotecnologia.

Os Argonautas termofílicos demonstraram propriedades promissoras para

manipulação genética programável, similar à atividade CRISPR-Cas9. Estes pAgos não

apenas clivam ácidos nucleicos de forma precisa, mas também exibem potencial para

serem utilizados em condições extremas, o que pode ser vantajoso para aplicações

industriais onde as plataformas mesofílicas convencionais falham.

O avanço no entendimento das funções e mecanismos moleculares dos pAgos abre

várias frentes de pesquisa e aplicações práticas:

● Desenvolvimento de Ferramentas de Edição Genética: Explorar a
atividade endonuclease dos pAgos termofílicos para desenvolver novas

ferramentas de edição genética que possam operar em ambientes extremos

ou em condições onde as enzimas atuais não são eficazes.

● Estudos Funcionais de pAgos e suas Proteínas Associadas: Realizar
estudos funcionais detalhados para entender a interação entre pAgos e suas

proteínas associadas, como os domínios APAZ, SIR2 e TIR, e como estas

interações podem ser aproveitadas para desenvolver novos mecanismos de

defesa contra invasores genômicos.

● Biotecnologia Industrial: Implementar pAgos em processos

biotecnológicos industriais, especialmente aqueles que envolvem

biomineração, PCR de alta fidelidade, e biossensores, aproveitando as

propriedades termoestáveis e de alta especificidade dessas proteínas.

● Caracterização de Novos Organismos: Continuar a caracterização de
Argonautas em novos organismos, especialmente em arqueias que têm sido

negligenciadas, para descobrir novas enzimas e mecanismos que possam

ser utilizados em diversas aplicações biotecnológicas.
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● Síntese de Engenharia Metabólica: Utilizar pAgos em engenharia

metabólica para otimizar a produção de biocombustíveis, produtos químicos

e outros bioprodutos em organismos termofílicos, que podem oferecer

vantagens sobre os sistemas mesofílicos tradicionais.

O contínuo desenvolvimento de técnicas "ômicas" e a aplicação de ferramentas

avançadas de bioinformática e biologia estrutural são essenciais para avançar neste

campo. A exploração dos pAgos, especialmente aqueles de ambientes extremos, promete

revolucionar a biotecnologia e abrir novas possibilidades para a ciência e a indústria.
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7. ANEXOS

Material suplementar 1. Análises EMBOSS Neddle.

● https://drive.google.com/file/d/1muWO8zEcFW576UiEep3MhWyW0i8mJ-3z/view?u

sp=drive_link (TbAgo(PIWI) - SiAgo-Aga1)

● https://drive.google.com/file/d/1iXBCLMpLDqdO7HcUoB5jdWpw5ZEC-zwj/view?us

p=drive_link (TbAgo_upstream(Abi) - SiAgo2)

Tabelas complementares 1 & 2. Blastp e HMMER.

● https://docs.google.com/spreadsheets/d/1BtXRf2MrVge0tQo28DyPYJJ5dmi21RJS

5AicczYmUTo/edit?usp=drive_link

Sequências Argonautas Alinhadas.

● https://drive.google.com/file/d/1XXa1tJlC0ekVrI8_-mgiLWH7tyP9fpy7/view?usp=driv

e_link

Árvore Filogenética.

● https://drive.google.com/file/d/1mYY-z03gxVSPwrvBI12uYW-8rm1dEXKe/view?usp

=drive_link (newick_export)

● https://drive.google.com/file/d/18weArJsElCoB_tuwHySrurNWtylITQBO/view?usp=d

rive_link (mtsx)

Sequências genes vizinhos (WebFlags).

● https://drive.google.com/file/d/1eaEhLYQey4YQTLQXhiSJAsP-zjQHSgSv/view?usp

=drive_link
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