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RESUMO

PENNA, Beatriz Rosa. PROSPECCAO DE NOVOS ALVOS BIOTECNOLOGICOS:
CARACTERIZACAO BIOQUIMICA E ESTRUTURAL DA FOSFATASE
HIPOTETICA DSM-14977 DE OCEANITHERMUS PROFUNDUS. Rio de Janeiro, 2018.
Dissertacdo (Mestrado em Bioquimica). Instituto de Quimica, Universidade Federal do Rio de
Janeiro, 2018.

O rapido progresso do sequenciamento e deposicdo de genomas em bancos de dados provocou um
grande desafio a comunidade cientifica, a identificacdo da funcéo biologica de uma variedade
de proteinas hipotéticas. Buscando impulsionar o conhecimento e o desenvolvimento de
novos biocatalisadores foi realizada a prospeccdo da fosfatase hipotética, DSM-14977, de
Oceanithermus profundus pertencente a superfamilia das dehalogenases haloacidas (HAD). O
objetivo deste trabalho consiste na caracterizacao bioquimica e estrutural da fosfatase putativa
DSM-14977. O gene que codifica a DSM-14977 foi clonado e otimizado para expressédo em
E. coli pela empresa GenScript. A subclonagem foi realizada em trés vetores de express&o:
pETM30-MBP (pETM30-DSM) e pET32a (pET32a-DSM) e o pET22b (pET22b-DSM).
Deste modo, a expressdo sollvel destas construcdes foi alcancada utilizando a cepa
BL21(DE3) a 37°C, 1 mM de IPTG em D.Ogy 0,8. Para as construgdes pETM30-DSM e
pET32a-DSM a purificagdo foi realizada através da cromatografia de afinidade a niquel e para
a pET22b-DSM através da cromatografia hidrofébica seguida da afinidade a heparina. Os
espectros de dicroismo circular evidenciaram que a estrutura da proteina € rica em uma
mistura de folhas-f3 e a-hélices, como ja esperado para fosfatases pertencentes a superfamilia
HAD. Os estudos de estabilidade através de fluorescéncia indicaram que a DSM-14977 é
mais estavel na presenca de ureia do que em cloreto de guanidina, além de ser termoestavel
até 85°C. Os estudos bioquimicos usando o p-nitrofenol-fosfato mostraram que a atividade
fosfatasica da DSM-14977 é maior em pH neutro e em altas temperaturas. A triagem de
substratos fosforilados demonstrou maior atividade para o substrato natural frutose 1,6-
bisfosfato e, o artificial, polifosfato-75. O modelo estrutural obtido através do I-TASSER foi
semelhante ao enovelamento das fosfatases da superfamilia HAD. Este modelo mostrou
melhor predicéo funcional para uma fosfatase envolvida no metabolismo de agucares, a CbbY
de Rhodobacter sphaeroides, corroborando os dados bioquimicos obtidos. Esses eventos
aliados a alta defosforilagdo para frutose 1,6-bifosfato podem evidenciar uma importante
funcdo da fosfatase DSM-14977 no metabolismo de agucares da Oceanithermus profundus,

sugerindo possiveis aplicacdes biotecnologicas para esta proteina.
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ABSTRACT
PENNA, Beatriz Rosa. PROSPECTION OF NEW BIOTECHNOLOGICAL TARGETS:
BIOCHEMICAL AND STRUCTURAL CHARACTERIZATION OF
HYPOTHETICAL ENZYME DSM-14977 FROM OCEANITHERMUS PROFUNDUS.
Rio de Janeiro, 2018. Dissertacdo (Mestrado em Bioquimica). Instituto de Quimica,
Universidade Federal do Rio de Janeiro, 2016.

The fast progress of sequencing and deposition of genomes in databases has challenged
the scientific community, identifying the biological function of a hypothetical variety
proteins. In order to promote the knowledge and development of new biocatalysts, the
hypothetical phosphatase DSM-14977 from Oceanithermus profundus belonging to the
haloacid dehalogenase (HAD) superfamily was prospected. The goal of this work is
biochemical and structural characterization of the putative phosphatase DSM-14977. The
gene encoding DSM-14977 was cloned and optimized for expression in E. coli by the
company GenScript. Subcloning was performed on three expression vectors: pETM30-MBP
(PETM30-DSM), pET32a (pET32a-DSM) and pET22b (pET22b-DSM). Thus, soluble
expression of these constructs was achieved using BL21(DE3) strain at 37 ° C, 1 mM IPTG
at 0.600 O8. For the pETM30-DSM and pET32a-DSM purification was performed by nickel
affinity chromatography and pET22b-DSM by hydrophobic chromatography followed by
heparin affinity. Circular dichroism spectra have shown that the protein structure is rich
mixture of B-sheet and a-helix, as already expected for phosphatases belonging to HAD
superfamily. Fluorescence stability studies indicated that DSM-14977 is more stable in the
presence of urea than guanidine chloride, in addition to being thermostable up to 85 ° C.
Biochemical studies using p-nitrophenol-phosphate showed that the phosphatase activity of
DSM-14977 is higher at neutral pH and at higher temperatures. The phosphorylated substrates
showed higher activity for the natural substrate fructose 1,6-bisphosphate and the artificial
substrate, polyphosphate-75. The structural model obtained through I-TASSER was similar to
phosphatases folding of HAD superfamily. This model showed better functional prediction
for a phosphatase involved in sugars metabolism, CbbY of Rhodobacter sphaeroides,
corroborating the obtained biochemical data. These events, coupled with the high
dephosphorylation for fructose 1,6-bisphosphate, may demonstrate an important function of
DSM-14977 phosphatase in sugars metabolism from Oceanithermus profundus, suggesting
possible biotechnological applications for this protein.

Keywords: biocatalysts, Haloacid Dehalogenase (HAD) superfamily, extremophile

organisms, structural studies, biochemical studies.



24

LISTA DE ILUSTRACOES

Figura 1: Arvore filogenética dos organismos extremofilos e suas caracteristicas
resistentes que aparecem em pelo menos uma espécie de cada género. .........ccccceeevervvennene 38

Figura 2: Microscopia eletrénica de varredura da bactéria extremofila Oceanithermus

PROFUNGAUS 5OBT ......oooeeveeeseesee ettt en st en e 41
Figura 3: Arvore filogenética destacando a posi¢do da bactéria O. profundus em relagéo

aos outros tipos de cepas dentro da familia Thermaceae. ............cccocvevviveiieecn e 42
Figura 4: Reacao geral catalisada por uma fosfatase ............cccocveveiiniiiiie s 45

Figura 5: Alinhamento de diferentes representantes da superfamilia HAD com seuss
MOTLIVOS I-1VCAtAlITICOS. .....c.oiviiiiiiiciceee et neeneas 50

Figura 6: Dominio ROSSMANNOIM. ........coviiiiiiiiieieees e 51
Figura 7: Dominio nucleo catalitico observado em membros da Superfamilia HAD. .....52

Figura 8: Estruturas tridimensionais de fosfatases pertencentes a superfamilia HAD

mostrando a variedade estrutural presente nos diferentes dominios tampa. ................... 53
Figura 9: Mecanismo catalitico das fosfatases da superfamilia HAD. ...........c.ccccooveinennie 55
Figura 10: Mapa do vetor de estocagem PUCST.......ccoviiiiiiininineeiee e 60
Figura 11: Mapa dos vetores de expressdo: pPETM30-MBP, pET32a e pET22b.............. 61

Figura 12: Alinhamento da fosfatase putativa DSM-14977 com outras representantes da
SUPEITAMITIA HAD. ... et te et sae e sre e 79

Figura 13: Predicdo das regides desordenadas e do contetido de estrutura secundéaria da
fosfatase putativa DSIM-14977. ......coi ittt 80

Figura 14: Esquema ilustrativo das construcdes da fosfatase putativa DSM-14977
ULIHHIZAAAS NESTE BSTUOD. ..ot sb et eneas 81

Figura 15: Gel de agarose 1% da amplificacdo do gene sintético de DSM-14977 presente
NO Vetor de eStOCAJEM PUCST ..o bbb 81

Figura 16: Gel de agarose 1% da digest@o dos vetores de expressdo pETM30-MBP,
PET328 € PET22D. ..ot 82

Figura 17: Digestdo diagndstica dos DNAs recombinantes a partir de colonias isoladas
em MEi0 de CUITUFa SEIETIVO. .......ccueiiecie et 83

Figura 18: Sequenciamento do DNA recombinante. ...........ccocooeiiiieiiinineisnccenen 84



25

Figura 19: SDS-PAGE 12% dos testes de expressdo da construcdo MBP-DSM-14977 em
ITErENTES CONTIGOES. ...ttt bbb 86

Figura 20: SDS-PAGE 12% dos testes de expressdo da constru¢cdo TRX-DSM-14977 em
ITEreNTES CONTICOES. ...c.vvevieie ettt et e st e et e e re e te e e e reesraenaesneenrs 88

Figura 21: SDS-PAGE 15% dos testes de expressdo da construcéo pelB-DSM-14977
(DSM-14977) em diferentes CONAIGOES. .......veiirieiierieie et 89

Figura 22: SDS-PAGE 12% da lise celular das constru¢ées MBP-DSM-14977 e TRX-
DSM-14977 QPOS @ EXPIESSAD. ..veveerveireesieesiearesteesteesesteesseasesseesseassesseesseessesseesseessesssesseessens 90

Figura 23: SDS-PAGE 15% da extracao celular da construcdo pelB-DSM-14977 apos a
EXPIeSSA0 Aa PFOTEINA. ....iviueiiiieieeeee ettt sttt se ettt sens 91

Figura 24: Cromatograma da purificacao e SDS-PAGE 12 % da purificacdo da proteina

MBP-DSM-L4077 ...ttt bbb bbbt e e e ettt enbeereane e 92
Figura 25: Cromatograma da purificacdo e SDS-PAGE 12 % da purificacdo da proteina
LIRS e SRR 93
Figura 26: Cromatograma e SDS-PAGE 15 % do primeiro passo de purificacdo da

construcdo DSM-14977 (PEIB-DSM-14977). ..ccvoieiee et 94
Figura 27: Cromatograma e SDS-PAGE 15 % do segundo passo de purificacdo da

construgdo DSM-14977 (PeIB-DSM-14977). ...coiiieieeieiese e 95
Figura 28: Espectro de dicroismo circular da fosfatase putativa DSM-14977. ................ 97

Figura 29: Estabilidade da DSM-14977 na presenca de diferentes concentragdes de ureia
ALraves de FIUOFESCENCIAL ...cviiveiieeieeieiee ettt e et nre e reeneenes 98

Figura 30: Estabilidade da DSM-14977 na presenca de diferentes concentracgdes de

cloridrato de guanidina através de fluoresCENCia. .........ccccovevvevieiiiie e 99
Figura 31: Termoestabilidade da DSM-14977 através de fluorescéncia. ........................ 100
Figura 32: Atividade fosfatasica da proteina DSM-14977 em diferentes condicGes. ....101
Figura 33: Atividade especifica da DSM-14977 na presenca de diferentes substratos

TOSTOFTIAA0S @ 40°C ... bbbttt sttt 102
Figura 34: Modelagem Molecular da DSM-14977 atraves da predicéo estrutural....... 104
Figura 35: Modelagem Molecular da DSM-14977 atraves da predicéo funcional........ 105
Figura 36: Estrutura da heparing..........ccociiiiiiiiiii s 108

Figura 37: Modelo da DSM-14977 mostrando em detalhes a cadeia lateral dos
AMINOACIAOS AFOMALICOS ... ..viiveiiieiietieieie ettt bbbt e et st sbe e sbeereeneas 110



Figura 38: Mapa de superficie eletrostatica do modelo estrutural da DSM-14977

26

113



27

LISTA DE TABELAS

Tabela 1- Aplicacfes industriais de biocatalisadores enziméticos (ROBINSON, 2015;

GURUNG € al, 2013) ...uiiiieieiiiie ettt sttt sttt ettt ne st s 35
Tabela 2 : Microrganismos extremofilos e seus ambientes (adaptado de Dalmaso, 2015).
.................................................................................................................................................. 39
Tabela 3: Principais reagentes utilizados no desenvolvimento deste estudo..................... 62
Tabela 4: Otimizacdo dos codons para expressdo em E.coli obtida pela empresa
(1T 1S Tod o ) USSR 64

Tabela 5: Sequéncia primaria da fosfatase putativa DSM-14977..........cccooeviveveieeinennnn, 78



LISTA DE ABREVIATURAS E SIGLAS

Abs - Absorvancia

ATP — Adenosina trifosfafo

ADP — Adenosina difosfato

BSA — Albumina de soro bovino

CD - Dicroismo circular

CTP — Citidina trifosfato

DO - Densidade dtica

FMN - Flavina mononucleotideo

FT - N&o retido (flow through)

GTP — Guanosina trifosfato

HAD- Superfamilia das Dehalogenases haloacidas
IPTG - Isopropil-tio-p-D-galactosideo

I-TASSER - Iterative Threading ASSEmbly Refinement
Lav — Lavagem

LB - Meio de cultura Luria-Bertani

LD - Tampéo de carregamento LD - DNA Gel Loading Dye (6x)
MBP - Proteina ligadora de maltose

MUP — Metil-umbeliferil-fosfato

PCR — Reagdo em cadeia da polimerase

PMSF - Fluoreto de fenilmetilsulfonil

PPi — Pirofosfato inorganico

p/v — Peso/VVolume

SDS - Dodecil sulfato de sodio

SDS-PAGE - Eletroforese desnaturante em gel de poliacrilamida

28



TAE — Tampdo Tris-acetato-EDTA
TCA — Acido tricloroacético

TEV - Tobacco Etch Virus

UTP — Uridina trifosfato

v/v — Volume/Volume

29



30

SUMARIO
1. INTRODUCAO 33
1.1 ENZIMAS E SUA IMPORTANCIA BIOTECNOLOGICA 33
........... 1.1.1 Hidrolases e seu papel na industria 35
........... 1.1.2 Enzimas de origem microbiana 36
1.2 ORGANISMOS EXTREMOFILOS E EXTREMOZIMAS 37
1.2.1 Oceanithermus profundus 41
1.3 PROSPECQAO DE NOVAS ENZIMAS 43
1.4 FOSFATASES 45
1.5 A SUPERFAMILIA DAS DEHALOGENASES HALOACIDAS (HAD) 47
........... 1.5.1 Caracteristicas Estruturais da superfamilia HAD 50
........... 1.5.2 Mecanismo catalitico 53

1.6 ESTUDOS ESTRUTURAIS DE PROTEINAS E CONSTRUCAO DE NOVOS

BIOCATALISADORES 56
2. OBJETIVOS 59
2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS 59
3. METODOLOGIA 60
3.1 MATERIAL 60
........... 3.1.1 Cepas e plasmideos 60
........... 3.1.2 Reagentes 62
3.2 METODOS 63

3.2.1 Prospeccéo e analises computacionais da fosfatase putativa DSM-14977 de
Oceanithermus profundus 63



31

........... 3.2.2 Clonagem da fosfatase putativa DSM-14977 em vetor de estocagem 64
........... 3.2.3 Subclonagem da fosfatase putativa DSM-14977 em diferentes vetores de
expressao 65
3.2.4 Eletroforese 67
........... 3.2.4.1 Eletroforese em gel de agarose 67
........... 3.2.5 Expressao da fosfatase putativa DSM-14977 68
........... 3.2.6 Extracgdo da fosfatase putativa DSM-14977 da célula de E.coli 69
........... 3.2.6.1 Lise celular 69
3.2.8 Purificacdo da fosfatase putativa DSM-14977 71
3.2.8.1 Purificacdo por afinidade a ions metalicos (IMAC) 71
........... 3.2.8.2 Purificacdo por cromatografia hidrofébica 71
........... 3.2.8.3 Purificacdo por cromatografia de afinidade a heparina 72
........... 3.2.9 Dosagem de proteinas totais 72
........... 3.2.10 Dicroismo circular 73
........... 3.2.11 Espectroscopia de Fluorescéncia intrinseca do triptofano 73
........... 3.2.12 Dosagem da atividade enzimética para fosfatases 74
........... 3.2.13 Triagem de substratos especificos para fosfatases 75
3.2.14 Modelagem computacional 76
4, RESULTADOS 78

4.1 PROSPECCAO DA FOSFATASE PUTATIVA DSM-14977 DE OCEANITHERMUS
PROFUNDUS 78

4.2 SUBCLONAGEM DA FOSFATASE PUTATIVA DSM-14977 DE
OCEANITHERMUS PROFUNDUS 80

4.3 EXPRESSAO DA ENZIMA PUTATIVA DSM-14977 NAS DIFERENTES
CONSTRUCOES 84

4.4 EXTRACAO CELULAR 90

4.5 PURIFICACAO DA CONSTRUCAO MBP-DSM-14977, TRX-DSM-14977 e DSM-
14977 91

4.7 ESTUDOS FUNCIONAIS DA FOSFATASE PUTATIVA DSM-14977
100

4.7.1 Dosagem da atividade enzimatica
100



32

4.8 MODELAGEM MOLECULAR DA FOSFATASE DSM-14977

102
5. DISCUSSAO 106
6. CONCLUSAO 116

7. REFERENCIAS 118



33

1. INTRODUCAO

1.1 ENZIMAS E SUA IMPORTANCIA BIOTECNOLOGICA

As enzimas sdo catalisadores bioldgicos capazes de acelerar as rea¢fes bioquimicas,
nos organismos Vvivos, permitindo sua sobrevivéncia. O conhecimento estrutural e funcional
das diferentes enzimas existentes e a importancia do papel biolégico destas proteinas
especializadas, fazem destas, um importante alvo de estudo na area biotecnoldgica. As
enzimas podem ser extraidas de células de fontes diversas, e entdo, usadas para catalisar uma
ampla gama de processos comercialmente importantes, como, na producdo de agentes
edulcorantes, na modificacdo de antibidticos, em produtos de limpeza, na producdo de
biodiesel, em dispositivos analiticos e ensaios com aplicacfes clinicas, forenses e ambientais
(ROBINSON, 2015).

Ha milhares de ano, a fermentacdo tem sido de grande relevancia pratica e econdémica
resultando na producdo de cervejas, vinhos e pdo (BUCHHOLZ e COLLINS, 2013). O
primeiro documento que descreve a técnica de fabricacdo de cerveja data de 6.000 anos atras
(BUD, 1993). As producbes eram realizadas através do uso de microrganismos de
crescimento espontaneo ou de preparacfes de origem animal e vegetal. Entretanto, as ideias
iniciais sobre as, até entdo, “desconhecidas” enzimas e processos biocataliticos foram
introduzidas durante os séculos XVII, XVIII, até meados do XIV. Neste breve historico,
podemos ressaltar Leeuwenhoek, em 1680 que observou microrganismos através do seu
microscopio. Spallanzani, em 1783, observou a acdo de proteases e, em 1793, Lavoisier e
Gay-Lussac (1810) elaboraram correlagdes quantitativas para a fermentacdo alcoodlica, sem
dar explicagbes para o processo em si. Entretanto, em 1830, através da soma de outros
estudos, como aqueles realizados por Schwann (1837) e Cagniard-Latour (1838) houve um
acumulo de evidéncias que apontaram para a natureza biolégica da fermentacdo
(SARMIENTO et al, 2015; ROBINSON, 2015;BUCHHOLZ e COLLINS, 2013).

Grandes avancos na extracdo, caracterizacdo e exploracdo comercial de muitas
enzimas so foram alcancadas no final do século XIX e inicio do século XX. O termo enzima
s6 foi adotado em 1877 pelo fisiologista alemdo KUHNE (1877) que descreveu a capacidade
do “fermento” para produzir alcool a partir de agucares. E, somente, 40 anos depois, a
primeira preparacdo enzimética para aplicagdo comercial foi desenvolvida por OTTO
ROHMIN (1914) quando isolou a tripsina do pancreas de animais e adicionou-a a lavagem
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com detergentes para a degradacdo de proteinas. Na década de 1920, a estrutura de algumas
enzimas foram determinadas por Cristalografia de raios-x revelando que estas eram proteinas.
A partir da década de 1960, a biocatalise enzimatica tornou-se uma op¢éo industrial viavel,
com a producdo em massa de proteases microbianas para uso de sabdo em p6. Até a década
de 1980, acreditava-se que todas as enzimas eram proteinas, entretanto, nesse periodo,
descobriu-se que algumas moléculas de &cido ribonucleico (RNA) também eram capazes de
exercer atividades cataliticas com papel importante na expressdo génica. Na mesma década,
também foi desenvolvida a tecnologia para gerar anticorpos que possuem propriedades
cataliticas em potencial, tanto como novos catalisadores industriais, quanto na area terapéutica
(SARMIENTO et al, 2015; ROBINSON, 2015;BUCHHOLZ e COLLINS, 2013).

Durante a ultima metade do seculo XX, o desenvolvimento de processos de
fermentacdo voltados para a producdo de enzimas, utilizando cepas selecionadas, tornou
possivel a obtencdo de maiores quantidades de enzimas.

Neste contexto, em 2016, o mercado global de enzimas industriais alcancou US$ 4,7
bilhGes e, em 2020, possui previsdo de atingir cerca de US$ 5,4 bilhGes com uma taxa de
crescimento anual composta (CAGR) de 6,03% durante os anos de 2018 a 2023. Os Estados
Unidos ocupa uma grande participacdo na utilizagdo das enzimas como biocatalisadores
devido a disponibilidade de grandes bases de fabricacdo e politicas governamentais
favoraveis. No entanto, a base de fabricacdo de quase todos os setores industriais, como 0
setor farmacéutico e biotecnoldgico, entre outros, esta mudando gradualmente para a regido
da Asia-Pacifico, tornando-o mais lucrativo (RESEARCH AND MARKETS, 2015). Em
2017, a América do Norte e Asia-Pacifico constituiram os maiores mercados, com quase 62%
da participacdo global. As trés principais empresas e fornecedores sdo a Novozymes,
DowDuPont e DSM que juntas representam quase 74% do mercado global de enzimas.
Outros importantes fornecedores do mercado sdo a Cargill Incorporated, Dyadic International,
Inc., Maps Enzymes Ltd. e Advanced Enzymes. (MORDOR INTELLIGENCE, 2017,
BUSINESS WIRE, 2018).

E importante pontuar que este mercado esta cada vez mais dindmico e continuara a
crescer como resultado dos avancos no setor de biotecnologia, que necessita progressivamente
de processos de fabricacdo econdmico e tecnologias mais ecologicas. Descobertas recentes de
novas enzimas e desenvolvimentos em engenharia genética e purificagdo de proteinas
possibilitaram a customizacao de enzimas adaptadas as condic¢Ges do bioprocessos desejado, 0
que vem expandindo a utilizagdo destes biocatalisadores nas industrias. De fato, a catélise

industrial evolui em funcdo das enzimas que se tornaram ferramentas importantes em diversos
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mercados industriais, como: alimentos e bebidas, racGes para animais, detergentes, téxtil e de
enzimas técnicas, incluindo aquelas utilizadas para a producdo de biocombustiveis, couro,
celulose e papel. Além disto, o uso especifico de enzimas também vem aumentando devido a
sua utilizacdo em Kits de diagndsticos, produtos farmacéuticos e pesquisas e desenvolvimento
(SARMIENTO et al, 2015; ROBINSON, 2015).

1.1.1 Hidrolases e seu papel na industria

As hidrolases sdo classificadas como enzimas que catalisam a quebra de ligacGes
quimicas na presenca de agua. Em geral, estas enzimas possuem propriedades atrativas como
biocatalisadores industriais, dentre elas: independéncia de co-fatores, aceitacdo de substratos
ndo naturais, alta estereoseletividade e capacidade de realizar reacdes reversas sob condicGes
livres de &gua (BORNSCHEUER E KAZLAUSKAS, 2005).

Dentre as diversas enzimas, as hidrolases correspondem a 77,9% de todas as enzimas
comercializadas mundialmente em 2014 (RESEARCH AND MARKETS, 2015), isto ocorre
devido as diversas aplicacGes que tais biocatalisadores possuem (Tabela 1) ) (ROBINSON,
2015; GURUNG et al, 2013). Em grande parte destas aplicacBes industriais, a utilizacdo de
hidrolases resulta em um consumo reduzido de matérias-primas, energia, produtos quimicos e
agua, como também, de producdo de residuos e emissdes de gases de efeito estufa (SKALS et
al, 2008; DE MARIA et al, 2007).

Tabela 1- AplicagOes industriais de biocatalisadores enziméaticos (ROBINSON, 2015; GURUNG et al,
2013)

Setor industrial Enzima Reagao Organismo Aplicagao
Glicose < .~ Producéo de xarope de alto
. - Converséo de Espécies de ¢ P
Alimenticio . N
isomerase glicose a frutose | Streptomyces teor de frutose
hidrélise do
Collagenase; . . .
- . colageno, . Ulceras na pele, tingimento
Cosméticos peroxidase e idacio d C.perfringens de cabelo
oxidade oxidagdo de
corante
Proteases N -~
Detergentes e Digestéo de Espeécies de ~ .
,, , . . . Remocao de residuos
sabdo em pé alcalinas proteinas Bacillus
Remocéo de I-
I-asparaginase; asparagina Quimioterapia (leucemia);
o essencial para 3 o
Farmacéutico Penicilina tumor: E. coli Produgéo de penicilinas
acilase Clivagem de semi-sintéticas
cadeia lateral de
penicilina
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Laboratorial Glicose oxidase | QOxjdaciode | Aspergillus | Deteccio de glicose no
glicose niger sangue
Proteases Digestéo de Kluyveromyc
. e . Coagulacdo do leite na
Laticinios 4cidas; B- proteinas; es lactis; Fabricacdo de queijo:
galactosidase Hidrdlise de espécies de hidrélise de lactose em
lactose Aspergillus leite ou soro de leite

1.1.2 Enzimas de origem microbiana

Até a década de 1970, a maior parte da aplicacdo comercial de enzimas envolvia
fontes animais e vegetais. Nesta época, a utilizacdo de enzimas era observada, principalmente,
na industria de processamento de alimentos, onde as enzimas de origem animal e vegetal eram
preferidas, por serem consideradas livres de problemas de toxicidade e contaminacdo que
eram associados as enzimas de origem microbiana. No entanto, a medida que a demanda
cresceu e a tecnologia de fermentagdo se desenvolveu, 0 custo competitivo das enzimas
microbianas foi reconhecido, e estas tornaram-se amplamente utilizadas. As enzimas
microbianas possuem diversas vantagens quando comparadas com as enzimas de fontes
vegetais e animais, dentre elas, vantagens econdmicas, técnicas e éticas (ROBINSON, 2015).

Além disto, as enzimas microbianas sdo utilizadas devido a sua ampla diversidade e
propriedades Unicas, como, por exemplo, a consisténcia, reprodutibilidade, grande variedade
catalitica, possibilidade de altos rendimentos, facil manipulacdo genética, fornecimento
regular devido a auséncia de flutuacBes sazonais e crescimento rapido de microorganismos
em meios de cultivo baratos (GURUNG et al, 2013). As enzimas microbianas também séo
mais estaveis do que as suas enzimas correspondentes em vegetais e animais, além de sua
producdo ser mais conveniente e mais segura.

Neste contexto, as cepas bacterianas, geralmente, sdo mais usadas, pois oferecem
atividades superiores, tendem a ter pH 6timo neutro ou alcalino e, muitas vezes, sdo
termoestaveis. A manipulacdo genética e ambiental para aumentar o rendimento celular, a
atividade enzimatica, e a otimizacdo da producdo da enzima, pode ser empregada facilmente
usando células microbianas, devido ao curto tempo de geragdo e 0s requisitos nutricionais
relativamente simples e procedimentos faceis de selecdo para a caracteristica desejada
(ROBINSON, 2015; HASAN et al, 2006).

Entretanto, apesar da crescente utilizacdo de enzimas ao longo da historia, poucos

microrganismos foram testados como fontes enzimaticas (HASAN et al, 2003). Portanto,
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avancos sdo necessarios para aumentar o desempenho de enzimas como biocatalisadores e
estender suas areas de aplicacdo. O emprego destes biocatalisadores, em processos industriais,
ainda é limitado devido a sua baixa estabilidade sob condi¢cdes adversas e baixa atividade ou
especificidade a substratos especificos ou nao-naturais. Algumas abordagens vém sendo
desenvolvidas para minimizar estes problemas, principalmente: “engenheirar” enzimas ja
conhecidas através do desenho racional ou mutagénese aleatOria e prospectar novas enzimas
ou microorganismos oriundos de ambientes especificos ou extremos (extremofilos)
(SARMIENTO et al, 2015; LI et al., 2012; BOTTCHER E BORNSCHEUER, 2010), no
intuito de aumentar a gama de biocatalisadores utilizaveis e especificos para determinados
bioprocessos.

1.2 ORGANISMOS EXTREMOFILOS E EXTREMOZIMAS

Os organismos extremofilos sdo capazes de sobreviver e proliferar em ambientes com
parametros fisicos (temperatura, presséo, radiacdo) e geoquimicos (salinidade, pH, potencial
redox) considerados extremos pelos padres humanos. A grande maioria destes
microrganismos sao procariotos e, portanto, pertencem aos dominios Archaea e Bacteéria,
como apresentado na arvore filogenética ressaltando os diferentes géneros e suas
caracteristicas extremofilicas (Figura 1) (DALMASO et al , 2015).



38

Eukarya
Animal
Alga Fungo Archaea
Candida .
Dunalieifa Metallosphaera
] Hyperthermus Sulfolobus
Bacteria Pyrodictium \ Pyrobaculum
* Pyrofobus\ *
Desulfurococcus
2 The occus
. Fervidobacterium Staphylothermus . -
. Py
Aquifex Aeropyrum
Methanopyrus
Methanoth
enanotnermus Metha
Thermotoga Archaeoglobus
T T— Methanococcoides
Methanogenium
Clostridiu Haloferax
po=cillls Halorubrum
Alkalibacterium
- Psychrobacter
obacillus
Pseudomonas
lococcus Haloarcula
Halomonas
Natronococcus
) Shewanella
)sis | plasma Halococcus
=T Woritella
olaribacter
hermus Photobacterium
. Desulfovibrio Psyehromonas Alteromonas
; el Pseudoalteromonas
Zunongwangia nophilus
Polaromonas
@ Hiperterméfilos [ Psicrofilos B Haldfilos Resistentes a radiagao
Termdfilos B Piczéfilos @ pH extremo

Figura 1: Arvore filogenética dos organismos extremdfilos e suas caracteristicas resistentes que aparecem
em pelo menos uma espécie de cada género.

As ramificacbes nos reino Bacteria, Archaea e Eucaria sdo ilustradas, assim como, a classificacdo dos
organismos, identificada com o cddigo de cor, em hiperterméfilos (vermelho), termdfilos (laranja), psicréfilos
(azul), piezofilos (preto), haléfilos (verde), resistentes a pH extremos (magenta) e radiacdo (amarelo)
(DALMASO et al, 2015). O (*) indica o ramo filogenético de acordo com Lang et al., 2013.

Os microrganismos extremofilos sdo classificados de acordo com o seu crescimento
em ambientes extremos (Tabela 2). Alguns destes microrganismos sédo conhecidos como
poliextremofilos que podem sobreviver em mais de uma dessas condi¢fes extremas.
Diferentes caracteristicas estruturais e metabolicas sdo adquiridas por esses organismos, para
que estes possam sobreviver nesses ambientes hostis (DUMORNE et al, 2017; SARMIENTO

etal, 2015; DALMASO et al , 2015; LOPEZ-LOPEZ et al, 2014).
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Tabela 2 : Microrganismos extremdfilos e seus ambientes (adaptado de Dalmaso, 2015).

Termdfilo
Hipertermofilo
Halofilo
Acidofilo
Alcaldéfilo

Euripsicroéfilo
(psicrotolerante)

Estenopsicrofilo
(Psicrofilo)

Piezdfilo
Endolitico
Hipolitico

Radioresistente
Toxitolerante

Metalotolerante

Xerofilo

Oligotrdfico

Cresce entre 60 °C e 80 °C
Crescimento 6timo > 80 °C
Requer pelo menos 1M de sal para crescimento

pH 6timo para o crescimento < 3

pH ideal para o crescimento > 10

Cresce > 25 °C e também < 15 °C
Cresce entre 10 °C e 20 °C

Cresce sob alta pressdo > 400 atm (40 MPa)
Cresce dentro das rochas
Cresce em rochas e em desertos frios

Tolerancia a altas doses de radiacéo

Tolera altas concentracdes de agentes toxicos (por exemplo,
solventes organicos)

Tolerancia a altos niveis de metais pesados

Cresce em baixa disponibilidade de agua, resistente a
dessecacao

Capaz de crescer em ambientes de nutrientes escassos

Neste contexto, estes organismos evoluiram e se adaptaram aos seus ambientes de

origem, desenvolvendo mecanismos Unicos para manter seus componentes celulares estaveis e

ativos. No entanto, estes mecanismos sdo bastante complexos. Dentre eles, podemos citar

alguns exemplos: para lidar com altas concentragfes de sal, algumas espécies de extremofilos

produzem quantidades aumentadas de solutos compativeis dentro das células ou usam bombas

de ions para manter o equilibrio osmotico; na presenca de baixo pH, alguns organismos usam

bombas de prétons para manter o pH adequado dentro da célula; e na presenca de altas ou

baixas temperaturas, 0s organismos podem modificar a composicdo de sua membrana
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citoplasmatica como forma de protegdo (DUMORNE et al, 2017; SARMIENTO et al, 2015;
DALMASO etal., 2015; ELLEUCHE et al, 2014).

As enzimas de extremdfilos, conhecidas como extremozimas, evoluiram junto com
seus organismos de origem sendo altamente estadveis e funcionais nestes ambientes
(JAENICKE E BOHM, 1998). Essas adaptacdes correspondem a mudangas importantes na
seqliéncia de aminodcidos, que sdo traduzidas em varia¢fes na estrutura, flexibilidade, carga
e/ou hidrofobicidade das extremozimas. Essas mudancas ndo seguem um padrdo ou uma
tendéncia especifica. As proteinas extremofilas apresentam variabilidade substancial em
adaptacBes para condicgdes fisicas ou quimicas extremas semelhantes (REED et al., 2013).
Para aumentar sua estabilidade a temperatura, por exemplo, alguns principios podem ser
identificados, como, superficies externas altamente carregadas, dobras rigidas mantidas por
multiplas redes de pares de ions, nucleo hidrofébico compacto e estrutura mais densamente
compactada, em parte causada pelo aumento do conteldo de aminoécidos acidos e basicos.
Além dessas caracteristicas estruturais, os sistemas de reparo de proteinas e de DNA s&o
altamente eficazes e as membranas citoplasmaticas possuem caracteristicas especificas
contribuindo para permitir que estes microrganismos sobrevivam nestas condi¢fes extremas
(SARMIENTO et al, 2015; ELLEUCHE et al, 2014).

Devido as diversas adaptacdes e a capacidade de suportar condi¢fes extremas, as
extremozimas tém sido amplamente investigadas para as aplicacbes industriais. AS
termozimas, enzimas de termofilos, estdo entre as mais estudadas nas ultimas décadas
(DUMORNE et al, 2017). A possibilidade de ampla utilizacdo destas enzimas decorre da
capacidade destas serem estaveis a protedlise, presenca de agentes desnaturantes, solventes
organicos e alta salinidade. O uso dessas enzimas inclui a possibilidade de reduzir o risco de
contaminacdo, mantendo uma baixa adesividade e maior solubilidade dos substratos. Como
descrito acima, as termozimas possuem adaptacdes diferentes como a capacidade de manter
sua configuracdo e funcdo a partir de propriedades fisicas e de interacdes eletrostaticas para
manter a atividade em altas temperaturas, como também, a capacidade de aumentar a
quantidade de depdsitos hidrofébicos, formando ligagdo dissulfeto entre dois ions com cargas
opostas (DUMORNE et al, 2017; SARMIENTO et al, 2015; DALMASO et al , 2015;
ELLEUCHE et al, 2014).

Desta forma, as enzimas de organismos extremofilos tém sido utilizadas com
frequéncia pelas industrias por oferecerem recursos adicionais para o desenvolvimento de
bioprocessos, se tornando, assim, uma alternativa para aplicagdo industrial. As enzimas

homdlogas de organismos mesofilos ainda sdo as mais utilizadas até hoje, entretanto, seu uso
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é limitado devido a sua baixa estabilidade em condi¢des extremas de temperatura, pressao e
pH. Em muitos casos, a solucdo quimica tradicional e os catalisadores continuam a ser a Unica
opcao viavel em condicdes tdo dificeis. Desta forma, a identificacdo de novas extremozimas
com propriedades importantes para as condi¢des de processamento industrial sdo a chave para
o futuro da biocatélise possibilitando a geragdo de avancos no desenvolvimento de novos
biocatalisadores de importancia biotecnoldgica (DUMORNE et al, 2017; SARMIENTO et al,
2015; DALMASO et al , 2015, LOPEZ-LOPEZ et al, 2014; BOTTCHER E
BORNSCHEUER, 2010).

1.2.1 Oceanithermus profundus

A bactéria Oceanithermus profundus (Figura 2) ¢ um microrganismo extremofilo,
gram-negativa, ndo esporula e foi isolada apds a sua descoberta em fendas hidrotermais no
mar do Pacifico Leste a, aproximadamente, 2.600 metros de profundidade. A sequéncia
gendmica completa da bactéria Oceanithermus profundus 506" foi a primeira de um membro

do género Oceanithermus e a quarta sequéncia da familia Thermaceae.

A - 2 DT
Figura 2: Microscopia eletronica de varredura da bactéria extreméfila Oceanithermus profundus 506"
Esta € uma bactéria gram-negativa e foi isolada de fendas hidrotermais no mar do Pacifico Leste a
aproximadamente 2.600 m de profundidade (adaptado de Klenk et al., 2011).

Este microrganismo pertence a familia Thermaceae (Figura 3) possuindo temperatura
Otima de crescimento em torno de 60°C e pH o6timo em torno de 7,5 (KLENK et al., 2011;
MIROSHNICHENKO et al, 2003). Fenotipicamente, 0 novo organismo €. em muitos
aspectos, préximo a outros representantes da familia Thermaceae, no entanto, este possui uma

série de caracteristicas que, provavelmente, estdo conectadas com seu habitat natural, onde o
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fluido vulcénico rapidamente se mistura com a agua oceénica. Como outros membros dessa
familia, a bactéria O. profundus é apta a usar uma ampla gama de carboidratos (frutose,
maltose, sacarose, trealose, galactose, rhamnose, xilose e outros), alguns substratos
proteinaceos, acidos organicos e alcoois (metanol, etanol e manitol). Pode crescer
anaerobicamente as custas da reducdo de nitrato para nitrito, porém, é a primeira representante
da familia Thermaceae capaz de crescer litoheterotréficamente utilizando o hidrogénio
molecular e também é a primeira microaerdfila da familia (PATI et al, 2011; FEDOSOQV et al,
2008).

A familia Thermaceae pertence ao grupo dos extremdfilos termofilicos. O primeiro
representante desta familia, Thermus aquaticus, foi isolado a partir de uma fonte de &gua
guente no pargue nacional de Yellowstone (BROCK E FREEZE, 1969), mas representantes
deste grupo tém sido encontrados em muitos habitats de térmicas naturais e artificiais
(WILLIAMS E DA COSTA, 1992). O género Thermus é representado por oito espécies que
crescem em elevadas temperaturas (65 a 75°C), enquanto, quatro outras espécies sao
classificadas como género Meiothermus que crescem em temperaturas 6timas menores (50-65
°C) (NOBRE et al, 1996). A familia Thermaceae estd entre os grupos de procariotos
termofilicos mais bem estudados que habitam, principalmente, fendas hidrotermais
continentais de varios locais geograficos (FEDOSOV et al, 2008).

[ Thermus igniterrae (Y18406)
——— Thermus brockianus (Z15062)

5 Thermus antranikianii (Y18411)
#" : Thermus scotoductus (AF032127)

Thermus filiformis (X58345)
Thermus aquaticus (L09663)
k Thermus islandicus (EU753247)
83 Thermus arciformis (EU247889)

100 Thermus thermophilus (X07998)

Thermus oshimai (Y18416)

Marinithermus hydrothermalis (AB079382) *
Oceanithermus profundus (IMG2503535871) **
[ |1%’ceanithermus desulfurans (AB107956)
Vulcanithermus mediatlanticus (AJ507298) *
— Meiothermus taiwanensis (AF418001)

| 1 Meiothermus cateniformans (EU247891)
* Meiothermus ruber (Z15059) **
Meiothermus cerbereus (Y13594)

90

1100

199 Meiothermus rufus (FN178496)
lg1 - Meiothermus granaticius (GU584097)
r Meiothermus timidus (AJ871168)
77 L 1100

Meiothermus chliarophilus (X84212)
Meiothermus silvanus (X84211) **

(%5 Deinococcus radiodurans (Y11332)
: Truepera radiovictrix (DQ022076) **
0.04

Figura 3: Arvore filogenética destacando a posi¢do da bactéria O. profundus em relagio aos outros tipos
de cepas dentro da familia Thermaceae.
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A arvore foi construida a partir de 1.420 caracteres alinhados da sequéncia do gene 16S rRNA sob o critério da
maxima verossimilhanca. Os ramos séo escalados em termos do nimero esperado de substituigdes por sitio. Os
nameros a direita das bifurcacGes sdo valores de suporte de 1.000 repeticGes maiores que 60%. Linhagens
contendo cepas obtidas em projetos de sequenciamento de genomas que estdo registrados no GOLD(Genomes
OnLine Database), mas permanecem inéditos sdo marcados com um asterisco e 0s genomas publicados, com
dois asteriscos (adaptado de Klenk et al., 2011).

A competicdo pelo espago e nutrientes no ecossistema marinho constitui uma forga
seletiva que leva a evolucéo e a geracdo de sistemas enzimaticos maltiplos para se adaptarem
aos diferentes ambientes. Muitos extremofilos marinhos sdo capazes de superar tais condicoes
adversas, tornando-se uma fonte de enzimas com caracteristicas especiais. Os que habitam
ecossistemas de fendas hidrotermais, por exemplo, estdo expostos a condi¢Ges extremas, tais
como, ambiente hipersalinos, altas pressdes e altas temperaturas. Estes organismos e,
especialmente, suas enzimas estdo adaptadas a sobreviver em tais condicdes, sendo
potencialmente, bem adaptadas para muitos processos industriais, principalmente, na
biocatélise (DALMASO et al., 2015).

Esta variacdo nos habitats marinhos levou ao desenvolvimento de novas hidrolases,
com especificidades e propriedades diferentes, incluindo a tolerancia a algumas condicdes
extremas utilizadas nos processos industriais (SAMUEL et al, 2012; FULZELE et al, 2011).
Estudos metagendmicos revelaram que os procariotos extremofilos dos habitats marinhos séo
uma fonte importante de novos genes e, consequentemente, de novos bioprodutos, incluindo
enzimas e outros metabolitos ativos. Entretanto, boa parte dos genes depositados nos bancos
de dados ndo foram expressos e caracterizados, sendo anotados como genes putativos ou
hipotéticos. Portanto, é importante estudar e entender esses microrganismos marinhos para
poder utilizar todo o seu potencial bioquimico, ecoldgico, evolutivo e industrial (DALMASO
etal , 2015). Assim, as extremozimas presentes nestes microrganismos podem ser empregadas
in vitro, sendo utilizada diretamente em sua forma pura ou em extratos, ou in vivo, utilizada
indiretamente via engenheiramento de organismos. Para isso, € necessario a realizacdo de uma
abordagem racional que conduza o foco de estudo para potenciais alvos, através da utilizacéo
de ferramentas de bioinformatica, para a prospec¢do de novas enzimas, via homologia de

sequéncia e de estudos de caracterizacao bioquimica e estrutural destas enzimas.

1.3 PROSPECCAO DE NOVAS ENZIMAS

Atualmente existem milhares de sequéncias génicas depositadas nos bancos de dados
disponiveis, levando a um numero infinito de possibilidades, para a busca de novas enzimas

(L1 et al., 2012). Com o desenvolvimento e a redugdo dos custos dos métodos de
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sequenciamento, a tendéncia € que esse nimero aumente cada vez mais. Além disso, 0s
bancos de dados tém ampliado os seus depdsitos com sequéncias de organelas, plasmideos e
metagenomas (KANEHISA et al., 2015). Porém, apesar do grande potencial para descobertas
de novas enzimas, a maioria, permanece como “proteinas hipotéticas”, sem funcéo conhecida,
pois apenas uma pequena parcela foi experimentalmente caracterizada (KUZNETSOVA et
al., 2015; GALPERIN e KOONIN, 2010).

Além disso, varias ferramentas de bioinformatica vém sendo desenvolvidas devido ao
grande desafio de processar toda a informacdo adquirida. Estas ferramentas tém sido
aprimoradas gerando plataformas e servidores que buscam identificar genes de proteinas alvo
aplicando uma série de algoritmos que integram bioinformética, biologia estrutural e
computacdo com enzimologia, genética e metaboldmica. Frequentemente, a estratégia
aplicada é baseada em homologia de sequéncia através de um banco de dados, entretanto,
ainda existem muitas falhas devido a falta de informag&o experimental. Em um novo genoma,
estima-se que as técnicas automatizadas falhem em cerca de 40% na identificacdo da funcéo
dos genes, gerando anotacGes erradas, muito gerais ou hipotéticas (KUZNETSOVA et al.,
2015). Para melhorar a identificacdo da funcdo bioldgica dos genes € necessario que a
caracterizacdo experimental gere dados complementares aos estudos computacionais.

A anotacdo de uma proteina pela abordagem gendmica, se correta, pode fornecer
informacOes gerais quanto & bioquimica e fungdo bioldgica. Muitas ferramentas
computacionais de prospeccdo sdo capazes de realizar a predicdo de dominios cataliticos,
familias, estrutura e funcdo bioldgica sobre a proteina de interesse. No caso das enzimas,
ainda é possivel verificar o tipo de reacdo catalisada, entretanto, para informagdes mais
especificas, como o substrato preferencial e a constante cinética € necesséario realizar a
caracterizacdo bioguimica. Para os estudos de extreméfilos, a utilizacdo da gendmica é muito
importante, visto que, a grande maioria ndo € cultivavel ou apresenta dificuldades de
crescimento devido a condi¢des especificas de cultivos e dificil reproducdo em laboratérios,
ou por apresentar baixas taxas de crescimento e rendimento, inviabilizando a producédo e
identificacdo da atividade catalitica da enzima. Deste modo, a identificacdo de genes através
da abordagem genémica e de metagenoma de extremofilos € uma maneira eficiente de buscar
por enzimas de interesse biotecnologico (KUZNETSOVA et al., 2015; LORENZ e ECK,
2005).

Neste contexto, como o cultivo de organismos extremofilos é dificil, o mais utilizado é
a expressdo heter6loga da proteina prospectada. Isto é possivel através do uso de sistemas

recombinantes nos quais 0 gene que codifica a enzima desejada € superexpresso em
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hospedeiro mesdéfilo, como a Escherichia coli (HANS et al, 2003; STEWART, 2001;0KUTA
et al., 1998). A escolha do hospedeiro varia de acordo com a proteina de interesse e a sua
aplicacdo biotecnologica, entretanto, a expressdo heter6loga de proteinas recombinantes
permite sua producdo em grandes quantidades para uso comercial (ZERBS et al, 2009). Os
sistemas de expressdo sdo otimizados e sintetizam cerca de 10% ou mais da proteina
recombinante quando comparados ao total de proteinas de uma célula, sendo assim, uma das
principais maneiras de se obter grandes concentracdes da proteina de interesse (OGAWA E
SHIMIZU, 2002; SCHMIDAL. et al, 2001; HANNIG e MAKRIDES, 1998).

1.4 FOSFATASES

As fosfatases pertencem a ampla familia de hidrolases, composta por enzimas de
interesse biotecnoldgico, dentre elas, as lipases, esterases, peptidases, entre outras. As
fosfatases sdo enzimas que catalisam a hidrélise de uma variedade de fosfomonoéster e,

assim, degradam compostos organicos complexos de fosforo liberando fosfato (Figura 4).
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Figura 4: Reacdo geral catalisada por uma fosfatase .

As fosfatases catalisam a hidrélise de diferentes fosfomonoésteres, removendo o fosfato do substrato. A agua
atua na reacdo e se divide com o grupo -OH ligado ao ion fosfato, e 0 H + protona o grupo hidroxil do outro
produto. O resultado da reacdo é a catélise do fosfomonoéster e a producéo do ion fosfato e uma molécula com
um grupo hidroxil livre (LI et al, 2013).

Estas enzimas foram convencionalmente classificadas de acordo com o seu pH étimo,
em fosfatases alcalinas (EC 3.1.3.1) e é&cidas (EC 3.1.3.2), o que acaba definindo sua
utilizacdo biotecnoldgica. Esta classificagdo foi revista e dividiu-se as fosfatases em cinco
familias distintas: fosfatases alcalinas, fosfatases acidas roxas, fosfatases acidas de baixa
massa molecular, fosfatases acidas de alta massa molecular e proteinas fosfatases.

As fosfatases sdo amplamente distribuidas na natureza e, geralmente, apresentam uma
vasta especificidade a substratos e, portanto, sdo capazes de hidrolisar uma grande variedade
de proteinas, acucares, polidlcoois e nucleotideos (GUIMARAES et al., 2007). As
subunidades ou dominios cataliticos desta enzima sdo muito diversos possuindo diferentes

mecanismos cataliticos, devido a sua evolucdo em familias separadas que sd@o estrutural e
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mecanicamente distintas (LI et al, 2013). Estas enzimas também estdo envolvidas em
processos de translocacdo e regulagdo no metabolismo de acglcares (FAMUREWA E
OLUTIOLA, 1994). As fosfatases sdo empregadas, principalmente, na industria de alimentos,
farmacos e cosméticos, além de serem importantes em ensaios bioguimicos. Desta forma, as
fosfatases s&o um importante alvo biotecnoldgico para prospeccdo de novos biocatalisadores
enzimaticos.

Na industria de alimentos, a fitase, um tipo de fosfatase acida é utilizada na hidrélise
do acido fitico, molécula encontrada em legumes, sementes oleaginosas e grdos que compdem
a dieta de animais. A adicdo de fitase a racdo, nas dietas de animais monogastricos, libera
fosfato inorganico e torna possivel que porcos, aves e peixes absorvam esses nutrientes,
aumentando a digestibilidade e os levando a uma maior eficiéncia na utilizacdo destes
alimentos. Além disso, as fitases podem degradar componentes nos alimentos que ndo seriam
aproveitados pelo organismo (SPOHNER et al., 2015). Um estudo com a fitase de um
termdfilo, S. thermphile, mostrou que seu uso em ingredientes alimentares, como, farinha de
trigo, bolo de dleo de sésamo e leite de soja levou a reducdo do acido fitico com liberacéo do
fosfato inorganico, aumentando o contetdo de acUcares redutores e de proteina sollvel
quando comparada ao pao controle, apresentando, atividade 6tima a 60°C. A adigdo de o-
amilase e fitase a massa melhorou a qualidade e as propriedades do pdo em comparag¢do com
0 pao de controle preparado com enzimas comerciais (SINGH e SATYANARAYANA,
2006a, b, 2008a, b). Além da aplicacdo das fitases como aditivos alimentares e para
alimentacdo animal, elas também podem ser usadas em produtos farmacéuticos, alteracdes do
solo, em sintese de peroxidase e no crescimento de plantas (SINGH E SATYANARAYANA,
2013).

Ainda sobre a indastria alimenticia, as fosfatases podem ser utilizadas como
intensificadores de sabor, através da utilizacdo de nucleosideos 5'-monofosfatos (NMPs) e
seus derivados. Esses compostos sdo produzidos através da atividade fosfotransferasica de
algumas fosfatases acidas, sendo também, importantes na indudstria farmacéutica, onde sdo
usados como componentes farmacoldgicos ativos (MEDICI et al., 2014). Outra aplicacio de
fosfatases é na industria de laticinios, como um marcador de pasteurizacdo do leite de vaca
que pode ser testado via mudanca de cor do substrato p-nitrofenilfosfato em solucéo
tamponada (Aschaffenburg Mullen Test). A desnaturacdo das fosfatases presentes no leite

pasteurizado ocorre devido as altas temperaturas do processo, e desta forma, ndo hidrolisa o
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p-nitrofenilfosfato, enquanto o leite cru normalmente produz a cor amarela
(ASCHAFFENBURG e MULLEN, 1949).

As fosfatases alcalinas e acidas tornaram-se uma ferramenta muito Gtil em biologia
molecular, ja que o DNA possui grupos fosfato na extremidade 5'. Assim, a remogao destes
fosfatos evita a religacdo do DNA (a extremidade 5' se liga a extremidade 3'), mantendo
assim, as extremidades da molécula de DNA lineares até 0 proximo passo do processo. Além
disso, a remocdo dos grupos fosfato permite a radiomarcacgdo (substituicdo por grupos de
fosfato radioativos) para acompanhar a presenga do DNA marcado. Um uso importante da
fosfatase alcalina € como marcagdo para imunoensaios enzimaticos. As fosfatases alcalinas
sdo utilizadas em ensaios imunoabsorventes ligados a enzimas (ELISA), sistemas de
sondagem ndo-isotdpica, blotting e sequenciamento (SURESH E ARUNAVA DAS, 2014;
SINGH E SATYANARAYANA, 2013). As fosfatases também s&o encontradas em Kits de
diagnosticos laboratoriais como a pirofosfatase de T. thermophilus HB8 que pode ser citada
como exemplo de aplicacdo comercial destas enzimas (THAM et al., 2010). As fosfatases
acidas também podem ser utilizadas na deteccdo e biorremediacdo de solos e aguas que
contenham pesticidas (SRIVASTAVA e ANAND, 2014).

1.5 A SUPERFAMILIA DAS DEHALOGENASES HALOACIDAS (HAD)

As fosfatases acucar-fosfato possuem uma grande diversidade em estruturas proteicas,
mecanismos cataliticos e especificidade aos substratos. No entanto, muitas delas estdo
relacionadas a evolucdo das enzimas conhecidas como dehalogenases haloécidas (HAD). A
superfamilia HAD, recebe este nome em homenagem ao primeiro membro desta superfamilia,
a enzima 2-dehalogenase halodcida de Pseudomonas sp. YL, que foi caracterizado
estruturalmente (PFEIFFER et al, 2014). Esta superfamilia inclui enzimas que catalisam
reacOes de transferéncia de grupos carbono ou fosfato em uma gama de substratos, composta
por mais de 500.000 membros (InterPro IPR023214; PARK et al, 2015) presentes em todos 0s
reinos (BURROUGHS et al., 2006). Apesar da enzima que originou seu nome, cerca de 79%
das proteinas desta superfamilia, que foram classificadas e estudadas bioguimicamente sdo
compostas por fosfatases e 20% por ATPases. Além disto, as HAD incluem, ainda, as
fosfonatases, fosfoesterases e fosfomutases (KUZNETSOVA et al., 2015). Estas enzimas
estdo envolvidas na transferéncia do grupamento fosfato e necessitam de um metal bivalente

como co-fator, geralmente, 0 Mg?* para catalise. Isto ndo ocorre com as dehalogenases
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haloacidas, nas quais a 4gua atua como nucledfilo atacando a carbonila do aspartato presente
no sitio ativo durante a reacdo de hidrolise parcial (BURROUGHS et al., 2006).

A superfamilia HAD representa uma das maiores superfamilias de enzimas, composta
por 516.224 sequéncias depositadas em bancos de dados (InterPro IPR023214) e por 33
grandes familias. E previsto que a maior parte dos genomas contenha proteinas desta
superfamilia, incluindo 28 genes em E. coli, 39 genes em S. cerevisiae e 296 genes em
humanos (KUZNETSOVA et al., 2015).

As fosfatases HAD sao responsaveis pela maioria das reagdes metabolicas de hidrolise
de fosfomonoéster existentes em todos os reinos da vida, podendo estar envolvida no
metabolismo primario e secundario, regulacdo de pools metabdlicos, captacdo de nutrientes e
servico de limpeza celular (KUZNETSOVA et al., 2015). Em humanos, ja é descrito que
essas enzimas estdo envolvidas em varias doencas, como, o cancer, desordens
cardiovasculares, distlrbios metabdlicos e neurais. Algumas dessas doencas estdo
relacionadas a mutacgdes nas HADs que regulam o dominio C-terminal da RNA polimerase 11.
Esse dominio, chamado de CTD, é composto por diversos residuos de aminoacidos, que ao
serem fosforilados ou defosforilados, regulam a expressdo génica através do processamento
do mRNA. Outras mutaces nas HAD podem levar a doencas relacionadas a alteragdes nas
vias metabolicas, responsaveis pela biossintese de colesterol, acido sialico, serina e vitamina
B6. Outro exemplo sdo as proteinas Eya, que séo fosfatases envolvidas na formacao de muitos
tecidos e d6rgdos. MutacBes nestas proteinas podem levar a uma variedade de disturbios
congénitos como: sindromes de displasia branquio-oto-renal (Eyal), cardiomiopatia dilatada-
1J e surdez autossémica dominante-10 (Eya4) (SEIFRIED et al, 2013).

A grande diversidade dessas enzimas dificulta muito a identificacdo de suas fungdes
bioldgicas especificas, seja por ferramentas de bioinformatica, como também, por ensaios
enzimaticos devido ao grande numero de possiveis substratos a serem experimentados
(TERAWAKA et al, 2016; SEIFRIED et al, 2013; BURROUGHS et al, 2006).

Embora a identidade sequencial entre as fosfatases HAD seja muito baixa (< 15%), 0s
membros desta superfamilia podem ser identificados através do alinhamento de sequéncias de
aminodcidos baseados na presenca de quatro motivos conservados (TERAWAKA et al, 2016;
SEIFRIED et al, 2013).

No N-terminal é encontrado o motivo | que contem o residuo nucleofilico, acido
aspartico (D) e a sequéncia consenso hhhDxDx(T/V)(L/V)h (onde, h representa um residuo
hidrofobico e x indica qualquer aminoécido) . Neste motivo, o grupo carboxilato do acido

aspartico nucleofilico e o esqueleto carbonil do segundo Asp (Asp+2) coordenam o


https://www.ebi.ac.uk/interpro/entry/IPR023214/proteins-matched?taxonomy=131567
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Mg?*essencial no sitio ativo para a catalise enzimatica . O motivo 11 formado pela seqiiéncia
hhhhhh(S/T) contém um residuo conservado de serina (Ser) ou treonina (Thr) que ajuda a
orientar o substrato para o ataque nucleofilico, formando uma ligacdo de hidrogénio com o
seu grupo fosforil de transferéncia. O motivo Il é menos conservado quando comparado aos
outros motivos, contendo um residuo de lisina (K), que é espacado por 18-30 residuos do
motivo IV. A fungdo do residuo de lisina, presente no motivo Ill, é estabilizar a carga
negativa do intermediario da reacdo junto com o0s residuos serina/treonina presentes no
motivo Il (Figura 4). O motivo IV exibe, tipicamente, a sequéncia (G/S)(D/S)x3-4(D/E)hhhh,
mas uma assinatura DD ao invés de Dx3-4D também pode ser observada (Figura 5A). Assim
como os residuos de acido aspartico presentes no motivo I, os residuos acidos Asp ou Glu do
motivo 1V também estdo envolvidos na coordenacdo do Mg®*. Os motivos I-IV estdo
dispostos espacialmente em torno de uma unica cavidade de ligacdo na extremidade C-
terminal da fita central que forma o sitio ativo das fosfatases HAD (Figura 5B e C)
(KUZNETSOVA et al., 2015; SEIFRIED et al, 2013).
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Motivo | Motivo Il Motivo Il Motivo IV
DxDx (T/V) (L/I) (s/T) K (Xs) (G/S) (D/S)X;.4 (D/E)
M. musculus *ILLFDCDGVLW*®  ®*FITNNS’® #211GKPS?*”  **°GDRLDTDILLG?®® (NP_080230.2)
R. norvegicus *'LLFDCDGVLW*®  ®*FITNNS’° #3211GKPS?*”  ?°°GDRLDTDILLG**? (NP_001162623.1)
H. sapiens ILLFDCDGVLW*®  ®FITNNS’° #3211GKPS?*”  **°GDRLDTDILLG*®* (NP_001035830.1)
M. mulatta *LLFDCDGVLW*!  ®FITNNS”* #B3TIGKPS?*®  *¢°GDRLDTDILLG?’® (XP_001084229.2)
B. taurus *'LLFDCDGVLW*®  ®FITNNS’° #3211GKPS**”  **°GDRLDTDILLG*®* (NP_001033261.1)
M. domestica *ILLFDCDGVLW*®  SSFVTNNS’° #311GKPS?*®  ?°°GDRLDTDILLG®’® (XP_001363637.1)
A. carolinensis **VLFDCDGVLW®*®  *°YVTNNS”* #TVGKPS®**  ?°°GDRLDTDILMG’® (XP_003229206.1)
D. rerio *VLFDCDGVIW®®  °®FVTNNS® #7yVGKPS?*?  ?*‘GDRLDTDIMLG*®* (AAH45860.1)
X. tropicalis #VLFDCDGVLW**  *®*FLTNNS® #17yIGKPS?*®  ***GDRLDTDIQMG*** (XP_002932481.1)
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Figura 5: Alinhamento de diferentes representantes da superfamilia HAD com seuss motivos I-
IVcataliticos.

(A) Alinhamento de 9 representantes da superfamilia HAD onde € possivel observar os 4 motivos de sequéncia
conservados destacados pelo asterisco. As letras em vermelho representam os residuos conservados envolvidos
na atividade catalitica.(B) Estrutura cristalografica de B-fosfoglicomutase composta pelo dominio nucleo
catalitico (verde) e o dominio tampa C1 (dourado) fornecendo elementos para a ligacéo do substrato. Os residuos
dos motivos conservados pertencente a esta superfamilia estdo ressaltados.(C) Esquema composto pelos residuos
que compdem os motivos I-1V na superfamilia HAD envolvidos na formacédo do sitio catalitico responsavel por
catalisar a transferéncia do grupo fosforil mostrando a contribui¢do de cada aminoécido presente em cada motivo
para ligacdo ao grupo fosforil, ao fon Mg®* e &s moléculas de 4gua que também sdo importantes na catalise. A
volta 4 fornece residuos acidos (Asp/Glu) capaz de ajudar a coordenar o metal. Os comprimentos das ligacfes de
hidrogénio em A sdo retratadas como linhas tracejadas (respectivamente, SEIFRIED et al., 2014;ALLEN e
DUNAWAY-MARIANO, 2009; SEIFRIED et al, 2013).

1.5.1 Caracteristicas Estruturais da superfamilia HAD

Os estudos estruturais da superfamilia das fosfatases HAD revelaram que todos os
membros pertencentes a esta superfamilia compartilham o mesmo arranjo estrutural do
dominio ndcleo catalitico, caracterizado por um sanduiche o/p formado por trés camadas

compostas por unidades o/ repetidas formando tipicamente um enovelamento de Rossmann

X = KRTW




o1

modificado. A folha-p central é paralela, composta por pelo menos cinco fitas-f na ordem
“54123”, referidas como S1-S5, orientando, assim, quatro loops que contém os residuos do
nacleo catalitico envolvidos no posicionamento do substrato, do cofator e dos grupos
cataliticos. O tipico enovelamento Rossmannoid da superfamilia HAD possui trés dominios
estruturais adicionais que permitem que a enzima adote estados conformacionais distintos e
que contribuem para a especificidade ao substrato, a saber, os dominios estruturais squiggle,

flap e tampa (Figura 6).

PIN/FLAP HAD Classica HDac/ARGINASE

Insergdo C0/C1 q

K DxD /7 Insergéo C2

Figura 6: Dominio Rossmannoid.

Diagrama da topologia de dominios representativos das principais divisGes do enovelamento de Rossmann com
residuos acidos cataliticos. Os fios sdo mostrados como setas com a ponta na extremidade C-terminal e séo
rotulados de S1 a S6 no classico HAD. O fio inicial contendo o residuo catalitico D é representado em amarelo;
outras vertentes principais conservadas em todos os membros do dominio estdo em azul; elementos ndo
conservados que podem estar ausentes do estado ancestral de um dominio estdo em cinza. O ponto de insercéo
C1 da HAD é representado como uma linha verde onde se encontra o flap e o ponto de insercdo da tampa C2 é
representado com uma linha laranja. As linhas quebradas indicam elementos de estruturas secundérias néo
presentes em todos os membros que compartilham o dominio. O loop rosa no dominio HAD representa o
squiggle conservado. Os residuos conservados em todos 0s membros de um dominio particular, incluindo o
residuo catalitico inicial D, sdo mostrados.

O motivo estrutural, squiggle, é observado imediatamente apds a fita f1, € um motivo
formado por 6 residuos de aminoacidos compreendendo, praticamente, uma volta de hélice
completa. O segundo motivo, o flap, estd localizado logo ap6s ao squiggle sendo composto
por uma volta em grampo-f3 formada por duas fitas que se projetam a partir do dominio
nacleo catalitico. O squiggle helicoidal pode alternar entre conformacges mais rigidas ou
flexiveis gerando um movimento no flap . Uma vez que o grampo-p do flap esta localizado
proximo ao sitio ativo, este movimento, pode cobrir parcialmente a cavidade catalitica (Figura
7). As mudancas conformacionais exercidas pelos motivos squiggle e flap parecem constituir

a maquinaria minima necessaria para exclusao e acesso de solventes ao sitio ativo, mostrando
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que estes dominios exercem papeis essenciais na catélise desta superfamilia (KUZNETSOVA
etal., 2015; SEIFRIED et al, 2013; BURROUGHS et al., 2006).

Squiggle/flap loop

Figura 7: Dominio ndcleo catalitico observado em membros da Superfamilia HAD.

O enovelamento de Rossmann do nulcleo catalitico da fosfatase piridoxal fosfato humana Pdxp (PDB: 2P69,
modificado). A estrutura é reduzida aos residuos do nicleo catalitico no qual é observado o enovelamento
formado pela repeticdo de unidades o/f. A folha-p central consiste de cinco fitas p dispostas sequencialmente na
ordem '54123' (verde). Os dois &cidos asparticos do motivo | presentes na superfamilia HAD sdo retratados em
vermelho, seguidos dos dominios squiggle e flap no primeiro loop (cinza escuro) (SEIFRIED et al, 2013).

Os dominios em tampa s&o as inser¢des maéveis adicionais mais relevantes observadas
na superfamilia HAD e formam uma maior protecdo para a cavidade catalitica quando
comparada aos simples elementos do flap. Além disso, estes dominios séo determinantes para
a seletividade ao substrato, além de estarem envolvidos, muitas vezes, na oligomerizacdo de
fosfatases. Apesar da sua grande diversidade, as tampas podem ser classificadas em trés
grandes categorias (CO, C1 e C2). Os representantes menores e estruturalmente mais simples,
conhecidos como CO, possuem apenas pequenas insergcdes, em quaisquer um dos dois pontos
de insercdo da tampa, podendo consistir em um loop ou fita-B. As tampas C1 sdo definidas
como insercOes, na maioria das vezes, a-helicoidais de complexidades variaveis que ocorrem
no meio do grampo-p do dominio flap e dobram-se em uma unidade estrutural distinta do
nacleo catalitico; sdo suficientemente grandes para selar completamente o sitio ativo da
enzima no estado fechado. As tampas C2 s&o inserc¢Oes altamente diversificadas, geralmente,
compostas de dominios o+, com uma folha B central no nicleo de pelo menos trés fitas, as
quais outros elementos de estrutura secundaria simples podem ser adicionados. As estruturas

do tipo CO e C1 sdo inseridas entre as duas fitas B do flap, enquanto as tampas C2 sdo
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incorporadas no ligante, imediatamente, ap6s a folha-B3 do dominio principal. A maioria dos
representantes da superfamilia HAD tem uma tampa C1 ou C2, embora, em poucos casos, as
proteinas possam apresentar simultaneamente tampas C1 e C2 (Figura 8) (KUZNETSOVA et
al., 2015; SEIFRIED et al, 2013; ALLEN e DUNAWAY-MARIANO, 2009; BURROUGHS
et al., 2006).

CO0 Cap C1 Cap C2aCap C2b Cap
8KDO HAD Ta0175 NagD
PDB 1K1E PDB 1ZRN PDB 1L6R PDB 2C4N

Figura 8: Estruturas tridimensionais de fosfatases pertencentes a superfamilia HAD mostrando a
variedade estrutural presente nos diferentes dominios em tampa.

Estrutura cristalografica de quatro representantes da superfamilia HAD. O dominio ntcleo catalitico (azul/verde)
e os dominios em tampa CO (amarelo), C1 (dourado) e C2 (vermelho/laranja). Estas estruturas demonstram a
diversidade encontrada nesta superfamilia de enzimas (SEIFRIED et al, 2013).

Em comparacdo aos representantes da superfamilia HAD com tampa CO, o0s
representantes com tampa C1 e C2 sdo bastante diferenciados, pelo fato, de suas insercdes se
enovelarem em dominios consideraveis capazes de encapsular o sitio de transferéncia do
grupo fosforil e o grupo liberado do substrato. Este avanco traz um novo nivel de sofisticacdo
as enzimas HAD, pois o dominio em tampa aumenta a superficie de contato para a selecdo do
substrato sendo um meio eficaz para dessolvatar o sitio catalitico. Além disso, esta separacao
do dominio nucleo catalitico, onde ocorre a transferéncia do grupo fosforil, e do dominio
tampa, que confere especificidade ao substrato, é, possivelmente, a base estrutural para a
adaptacdo destas enzimas a vasta gama de ésteres de fosfato possiveis mantendo a eficiéncia
do catalisador (SEIFRIED et al, 2013; ALLEN e DUNAWAY-MARIANO, 2009).

1.5.2 Mecanismo catalitico
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Como mencionado anteriormente, a sequéncia do motivo I, DxD, esta presente no fim
da fita B1. O grupo carboxilato do primeiro &cido aspartico e a carbonila do esqueleto
carbonico do segundo &cido aspértico coordenam o co-fator Mg*".

O mecanismo catalitico caracteristico das fosfatases HAD é realizado em dois passos.
No primeiro passo, 0 aspartato do motivo | inicia um ataque nucleofilico no grupo fosforil do
substrato, resultando na formacdo de um intermediario fosfoaspartil e o deslocamento do
grupo de saida do substrato. No passo subsequente, uma molécula de &gua exerce um ataque
nucleofilico no intermediario fosfoaspartil, liberando fosfato livre e regenerando o aspartato
catalitico (Figura 9). As fosfatases HAD contém um segundo residuo de acido aspartico que
funciona como um acido/base geral para protonar o grupo de saida na primeira reacédo parcial
e desprotonar o nucleofilo da dgua na segunda reacdo parcial. A vantagem quimica de um
aspartato catalitico € a sua versatilidade: constitui um bom nucleéfilo e um bom grupo de
saida, e pode operar em pH baixo e alto. Todas as fosfoaspartil transferases utilizam Mg?*
como um cofator obrigatério. O Mg®" ajuda no posicionamento correto do grupo fosforil do
substrato em relacdo ao nucledfilo acido aspartico e estabiliza eletrostaticamente a
aproximacdo necessaria do nucleofilo aniénico ao substrato fosfomonoéster dianiénico. Além
disso, o Mg** fornece a neutralizacdo de carga do estado de transicdo. Juntos, os residuos
cataliticos e o cofator estabilizam o estado de transicdo de ambas as reacdes parciais (POSSIK
et al, 2017, KUZNETSOVA et al, 2015; PANDYA et al, 2014; SEIFRIED et al, 2013;
ALLEN e DUNAWAY-MARIANO, 2009).
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Figura 9: Mecanismo catalitico das fosfatases da superfamilia HAD.

Essas enzimas utilizam os residuos de aspartato localizados no sitio ativo para a realizagdo de dois passos da catalise. No
primeiro passo ocorre o ataque nucleofilico do aspartato ao substrato, resultando na liberagdo do grupo de saida e formagéo
do intermediario fosfoaspartil-enzima, e no segundo passo, a regeneracdo da enzima, via catalise do intermediario, com a
liberacdo do fosfato livre (SEIFRIED et al, 2013).

Em membros da superfamilia HAD que sdo fosfatases e fosfomutases, o segundo
residuo acido atua como um acido-base geral. Nas ATPases, a ocorréncia de uma treonina
nesta posicdo permite uma taxa reduzida de hidrélise de fosfato-aspartil, a qual permite o
atraso necessario para a consequente mudanca conformacional. Nas fosfanatases, existe uma
alanina no lugar do segundo &cido aspartico, consistente com o papel exclusivo
desempenhado pelo intermediario enamina como um &cido-base geral catalisador de hidrélise
de fosfato-aspartil por estas proteinas (KUZNETSOVA et al, 2015; SEIFRIED et al, 2013;
BURROUGHS et al., 2006).

Em relacdo a especificidade de substratos das enzimas pertencentes a superfamilia
HAD pouco é conhecido. Estudos mostraram que residuos de aminoacidos dos dominios
tampa podem ser importantes na escolha do substrato. Além disso, a sobreposi¢do de
substratos entre os membros desta superfamilia, também dificulta a identificacdo dos
mecanismos de especificidade. Incessantes estudos para a descoberta de novas fungdes e
papéis no metabolismo secundario sdo desafios a serem superados para 0 conhecimento mais
profundo a cerca dessas enzimas. No entanto, a reacdo catalisada e a especificidade ao

substrato sdo dificeis de prever necessitando de sua determinacdo de forma empirica
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(KUZNETSOVA et al, 2006). A medida que novos dados estruturais e mecanicistas sdo
descobertos, os principios unificadores para a atribuicdo funcional de membros de funcéo
desconhecida serdo refinados. Ainda s@o necessarias informacdes adicionais sobre o "ajuste”
estrutural necessario entre a tampa e o nucleo catalitico e as variacbes na estabilidade
termodinamica das diferentes montagens de tampas para explorar plenamente esse
conhecimento na compreensdo da evolucdo enzimética e nos esforcos no campo da
engenharia proteica (POSSIK et al, 2017, KUZNETSOVA et al, 2015; PANDYA et al, 2014;
SEIFRIED et al, 2013; ALLEN e DUNAWAY-MARIANO, 2009).

O estudo das fosfatases da superfamilia HAD apresenta importancia devido a
participacdo dessas enzimas em doengas como o cancer, doencas cardiovasculares e
desordens metabdlicas e neuroldgicas, as funcgdes fisiologicas de muitas destas enzimas ainda
sdo muito pouco conhecidas (SEIFRIED, 2013). Estudos bioquimicos, estruturais e funcionais
combinados com as ferramentas de bioinformética sdo necessarios para entender as bases
moleculares do reconhecimento e catélise dessas enzimas. O conhecimento profundo destas

enzimas podera expandir a sua aplicabilidade biotecnoldgica em diversas areas de estudo.

1.6 ESTUDOS ESTRUTURAIS DE PROTEINAS E CONSTRUCAO DE NOVOS
BIOCATALISADORES

O progresso na area de tecnologia do DNA recombinante, gendmica e protedmica tém
contribuido bastante para o desenvolvimento de novos biocatalisadores e processos
biocataliticos. A engenharia de proteinas com potencial biotecnolégico, a fim de desenvolver
enzimas mais especializadas e com novas propriedades, cresceu bastante nas Ultimas décadas.
Desta forma, as enzimas podem ser manipuladas, de acordo com suas informacdes estruturais,
aumentando sua estabilidade e versatilidade frente ao conjunto de substratos que podem atuar
e, a0 mesmo tempo, possuir elevada especificidade para as reacdes que catalisam
(ROBINSON, 2015; GUPTA et al, 2004).

Portanto, a caracterizacao e, principalmente, a determinacgéo estrutural e dinamica de
proteinas sdo de grande interesse, possibilitando o desenho racional de novos biocatalisadores.

O enovelamento de proteinas é, na maioria dos casos, 0 passo crucial para a
transformacéo da informacéo génica em sua funcao bioldgica especifica. Os diversos tipos de
enovelamento e as pequenas diferencas nos aminoacidos que compdem uma proteina séo
essenciais para caracteristicas como atividade catalitica, especificidade de substrato,

oligomerizacdo e estabilidade em diferentes condicfes reacionais. A relagdo entre a sequéncia
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de aminoécidos e as propriedades de estrutura e dindmica da conformagao nativa de proteinas
representam alguns dos problemas centrais da bioquimica e biotecnologia (JONAS, 2002). A
completa compreensdo dos mecanismos pelos quais 0 enovelamento ocorre, portanto, pode
representar um grande avanco para o estudo de proteinas (DOBSON, 2012; LINDORFF-
LARSEN et al., 2005).

O mecanismo do enovelamento da cadeia polipeptidica em uma estrutura
tridimensional especifica é estudado em varios trabalhos. Os estados nativos de proteinas
quase sempre correspondem as estruturas que sdo mais termodinamicamente favoraveis em
um determinado conjunto de condig¢des (como temperatura, pH, forca i0nica, dentre outras). A
estrutura primaria contém a informacdo que determina a conformacdo nativa da proteina,
sendo um processo espontaneo e reversivel. Uma importante consequéncia dessa
reversibilidade é a possibilidade de se estudar as reacdes de enovelamento em diversas
condigdes experimentais ou fisioldgicas (LINDORFF-LARSEN et al., 2005). Além disso,
mutacdes pontuais nos aminoécidos proximos ao sitio ativo ja se mostraram importantes para
a modificacdo do substrato de maior afinidade ou para a catalise de novas reacOes
enzimaticas. Como ja foram utilizados em enzimas da superfamilia HAD, onde
frequentemente o dominio tampa € identificado como um dos principais responsaveis pela
especificidade de substrato. Esses estudos mostraram que a mutacdo de residuos especificos
ou a substituicdo integral do dominio sdo capazes de gerar alteracfes na atividade enzimatica
(SEIFRIED et al., 2014). Dessa forma, as enzimas da superfamilia HAD possuem um grande
potencial para o desenho racional, ja que foram adaptadas evolutivamente a varios substratos
e funcbes bioldgicas em diversos organismos diferentes.

Neste contexto, o estudo estrutural € de grande importancia para a construcdo de novos
biocatalisadores. O desenvolvimento de técnicas espectroscopicas, como a cristalografia de
raios-x e a ressonancia magnéetica nuclear (RMN) possibilitou a determinacdo estrutural de
proteinas a nivel atdbmico. A cristalografia de raios-X é um dos métodos mais significativos
para a determinacdo de estruturas tridimensionais de proteinas, sendo responsavel pela
maioria das estruturas proteicas resolvidas e depositadas (ERICSSON et al, 2006, OWENS,
2016). Ja& a ressonancia magnética nuclear (RMN) é o Unico método que permite a
determinacédo de estruturas tridimensionais e dinamica de proteinas em solucéo. Esta técnica
ainda permite o estudo detalhado em nivel atdmico levando ao entendimento de suas func¢des
bioldgicas e propriedades relativas aos sitios de ligacdo e interagdo de biomoléculas
(POULSEN, 2002).
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Além disso, outras técnicas espectroscopicas como o dicroismo circular (CD) e a
fluorescéncia sdo utilizadas para realizar a caracterizagdo estrutural de proteinas. Apesar de
ndo oferecer tanta informacdo estrutural também sdo utilizadas para monitorar e entender
fendmenos globais de proteinas. Estas técnicas permitem adquirir dados sobre o contetdo
estrutural secundario e o comportamento terciario de proteinas, respectivamente,
possibilitando o0 monitoramento de importantes alteracbes estruturais, como o0
desenovelamento e a agregacdo proteica (CORREA et al, 2009; CRONEY et al, 2001).

Desta forma, a prospeccdo de novas enzimas com potencial biotecnolégico é uma
estratégia promissora e cada vez mais utilizada para aumentar o conhecimento e aplicacéo
biotecnoldgica de novas proteinas. Com a intencdo de encontrar novos biocatalisadores em
potencial foi realizada uma busca por novas hidrolases utilizando ferramentas de
bioinformatica. Em meio as sequéncias obtidas, a fosfatase putativa DSM-14977 de
Oceanithermus profundus foi selecionada para os estudos de caracterizacdo estrutural e
bioquimica devido a sua baixa massa molecular e nenhuma informacdo funcional, sendo
descrita na literatura com uma possivel fosfatase hipotética. O desenvolvimento da
caracterizacdo estrutural e bioquimica pode gerar o conhecimento necessario a cerca da
proteina alvo para sua potencial aplicagdo como um novo biocatalisador, mais estavel e ativo,

com caracteristicas peculiares para determinados bioprocessos.
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2. OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

O principal objetivo deste trabalho consiste na caracterizacao estrutural e bioquimica da
enzima putativa DSM-14977 de Oceanithermus profundus a fim de promover avangos no
conhecimento da familia das dealogenases haloédcidas e sua possivel utilizagdo como

biocatalisador.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

- Prospectar uma nova enzima através de ferramentas de bioinformatica;

- Realizar a subclonagem do gene que codifica a enzima putativa DSM-14977 de
Oceanithermus profundus, inserindo-o nos plasmideos de expressao pETM30-MBP, pET32a
e pET22b;

- Expressar e purificar a proteina, presente em cada uma das construcdes;

- Monitorar o conteudo estrutural secundario da proteina DSM-14977 através de dicroismo

circular;

- Estudar as caracteristicas bioquimicas da enzima DSM-14977 e realizar a triagem de

substratos fosfatasicos através de ensaios enzimaticos;

- Estudar as caracteristicas estruturais e a estabilidade da enzima DSM-14977 na presenca de

agentes desnaturantes fisicos e quimicos através de fluorescéncia intrinseca do triptofano;

- Propor uma funcdo bioldgica para a enzima DSM-14977 através dos estudos de

caracterizacdo bioquimica e modelagem molecular
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3. METODOLOGIA

3.1 MATERIAL

3.1.1 Cepas e plasmideos

O gene que codifica a proteina DSM-14977 foi obtido através da empresa GenScript
que realizou a sintese, a otimizacdo para codons raros especificos para expressdo em
Escherichia coli e a clonagem no vetor de estocagem pUC57 (Figura 10). Os vetores de
expressao pETM30-MBP, pET32a e pET22b foram utilizados na etapa de subclonagem, que
foi realizada no Laboratério de Bioquimica Estrutural de Proteinas (LaBEP) utilizando
primers sintetizados pela empresa Integrated DNA Technologies (Figura 11). As enzimas de
restricdo Ncol e Xhol foram obtidas da empresa New England Biolab. O estoque dos
plasmideos, contendo as trés construcdes de interesse, foram transformados na cepa de E. coli
DH50, e para a expressdo destas construcbes, foram utilizadas as cepas BL21(DE3),
BL21(DE3)pLysS, C43pLysS e Rosetta gami. Todas as cepas foram adquiridas do banco de

cultura do Laboratdrio de Bioquimica Estrutural de Proteinas (LaBEP) da UFRJ.

Ndel 183

Ehel 235

Figura 10: Mapa do vetor de estocagem pUC57
O gene que codifica a fosfatase putativa DSM-14977 foi clonado no vetor de estocagem pUC57 pela empresa
Genscript (Retirado de GenScript).
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Figura 11: Mapa dos vetores de expressdo: pETM30-MBP, pET32a e pET22b.

A subclonagem do gene que codifica a fosfatase putativa DSM-14977 foi realizada em trés diferentes vetores de
expressdo: pETM30-MBP para a fusdo da DSM-14977 a proteina ligadora de maltose (MBP) (A), pET32a para a
fusdo da DSM-14977 a proteina soltvel Trx (B) e o pET22b para o enderecamento da DSM-14977 para o

periplasma (C) (Retirado da GeneOne).



3.1.2 Reagentes

Tabela 3: Principais reagentes utilizados no desenvolvimento deste estudo

Reagentes Fornecedores
Acido acético Vetec
Acido cloridrico Sigma
Acido fitico Sigma
Acido fosforico Vetec
Acido tricloroacético Vetec
Acrilamida BioRad
ADP Sigma
ATP Sigma
Bisacrilamida BioRad
Brometo de etideo Vetec
Canamicina Sigma
Cloreto de sédio Sigma
Cloreto de magnésio Sigma
Cloridrato de Guanidina Sigma
Comassie blue G250 Sigma
Comassie blue R250 Sigma
CTP Sigma
Dodecil sulfato de sodio Sigma
Fosfato de sodio dibasico Sigma
Fosfato de s6dio monobasico Sigma
Fosfoserina Sigma
Fosfotirosina Sigma
Fosfotreonina Sigma
FMN Sigma
Frutose 6-fosfato Sigma
Frutose 1, 6-bisfosfato Sigma
B-Glicero-fosfato Sigma
Glicina Sigma
Glicose-1-fosfato Sigma
Glicose-6-fosfato Sigma
GTP Sigma
Hidroxido de sédio Merck
Imidazol Sigma
IPTG Sigma

GeneJet PCR purification Kit-K0702

Thermo Fisher Scientific

GeneJet Plasmid Miniprep Kit

Thermo Fisher Scientific

Meio Luria-Bertani e Luria-Bertani agar Sigma
MUP Sigma
Metanol Vetec
o-Naftil-fosfato Sigma
p-Nitrofenil-fosfato Sigma

Padrdo de massa molecular - Pierce™

Thermo Scientific
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Unstained Protein MW Marker - #26610

Padrdo de DNA - GeneRuler 1 kb DNA Ladder Thermo Scientific
#SMO0313

Pierce™ 660nm Protein Assay Thermo Fisher Scientific
Piridoxal-5-fosfato Sigma
PMSF Sigma
Polifosfato-3 Sigma
Polifosfato-25 Sigma
Polifosfato-75 Sigma
Pirofosfato Sigma
Reagente Bradford Sigma

Pfu DNA polimerase QuatroG
Resina Niquel-Sepharose GE
Resina SP650 M TOYOPEARL
T4 DNA ligase Takara Bio
Tampéo de carregamento LD - DNA Gel e
Loadping Dye (6x§] L #R0611 Thermo Scientific
Tris Base Sigma
Triton X-100 Sigma
Ureia Sigma

UTP Sigma

Os demais reagentes utilizados e ndo citados na Tabela 3 foram de grau analitico.

3.2 METODOS

3.2.1 Prospeccéo e analises computacionais da fosfatase putativa DSM-14977 de
Oceanithermus profundus

A prospeccdo da fosfatase hipotética DSM-14977 foi realizada utilizando o banco de
dados de genoma, GenBank Sequence Database, através de ferramentas de bioinformatica. A
busca ocorreu utilizando os parametros padrdo do programa e foi restrita a hidrolases de
microrganismos extremofilos, onde foi realizada uma triagem, a fim de selecionar uma
proteina alvo. Além disso, a pesquisa buscou enzimas de baixo peso molecular e com
estrutura e funcdo desconhecidas. Essas escolhas foram baseadas na possibilidade de
determinar e estudar a estrutura da enzima escolhida por Ressonancia Magnética Nuclear
(RMN).

As analises computacionais foram realizadas através da Ferramenta de Pesquisa de
Alinhamento Local Basico (BLAST) que foi utilizada para procurar regides conservadas

presentes nas fosfatases da superfamilia das dealogenases haloacidas.
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Apo6s a escolha da proteina DSM14977 de Oceanithermus profundus, outros
programas e ferramentas foram empregados para prever caracteristicas fisico-quimicas e
estruturais da enzima selecionada, como IUPred (Precessdo de Proteinas Intrinsecamente N&o
Estruturadas), ExPASy (Expert Protein Analysis System) e sua ferramenta ProtParam, e
Jpredrd (Protein Secondary Structure Prediction Server). Para usar essas ferramentas e
programas de predicdo foi necessario colocar a sequéncia primaria da proteina de interesse

como sequéncia de entrada.

3.2.2 Clonagem da fosfatase putativa DSM-14977 em vetor de estocagem

A clonagem do gene que codifica a proteina DSM-14977 foi realizada pela empresa
GenScript em vetor de estocagem pUC57 (Figura 10). O gene codificante da DSM-14977 foi
sintetizado e otimizado para expressdo em Escherichia coli (Tabela 3). Para a estocagem do
plasmideo em E. coli, foi realizada a transformagdo da constru¢cdo pUC57-DSM-14977 na

cepa de estocagem JM109.

Tabela 4: Otimizacdo dos codons para expressdo em E.coli obtida pela empresa
GenScript.

Sequéncia
AGACTGCTGTGGCCGAAAGCAAGAGTTAGAAGAGTTACAGAACTGACACCGGAATGGCTGGCAGCAAG
AGGCCTGAGAGGCCTGGTTGTTGATCTGGATAATACACTGGTTCCGTATGGCGTTAGACCGCCGGCAG
AAGGCGAACTGGCAGCATGGAATAGAGCACTGGCAGAAGCAGGCATTCCGGTTTTTATTGTTTCAAAT
GCAAAACCGGGCAGAACAAGAGCATGGGCAAGATCACTGGGCCTGGAAGGCTGGGGCCTGGCAGGCAA
ACCGTTTCCGTGGTCACTGAGAAGAGCAGTTAGAAGAATGGGCCTGGCACCGAGAGAAGTTGCAGTTG
CAGGCGATCAACTGTTTACAGATGTTCTGGGCGCAAATCTGATTGGCGCATATTCAGT TCTGGTTGAA
CCGATTGAACCGAAAAAAGGCCTGCCGCATACAAGATGGGTTAGAGCACTGGAAAGAAGAATTCTGGA
AAGAGTTCCGGGCCCGCAAAATGGCGGCGCACAAAGATCAGAATCAGGCGAA
CGTCTGCTGTGGCCGAAAGCTCGTGTGCGTCGTGTTACGGAACTGACCCCGGAATGGCTGGCGGCTCG
CGGTCTGCGTGGTCTGGTTGTGGATCTGGACAACACCCTGGTTCCGTATGGCGTTCGTCCGCCGGCCE
Gene com AAGGTGAACTGGCCGCATGGAACCGTGCACTGGCTGAAGCGGGCATTCCGGTTTTTATCGTCAGCAAT

. GCAAAACCGGGTCGTACCCGTGCATGGGCACGTTCTCTGGGTCTGGAAGGCTGGGGTCTGGCAGGTAA

cédons ACCGTTTCCGTGGAGTCTGCGTCGCGCTGTCCGTCGCATGGGTCTGGCCCCGCGTGAAGTGGCTGTTG

otimizados CGGGTGATCAGCTGTTCACCGACGTTCTGGGCGCCAATCTGATTGGTGCATACAGCGTCCTGGTGGAA

CCGATCGAACCGAAAAAAGGTCTGCCGCATACCCGTTGGGTTCGTGCACTGGAACGTCGCATCCTGGA
ACGTGTCCCGGGTCCGCAAAATGGCGGCGCACAACGCTCTGAATCTGGCGAA

RLLWPKARVRRVTELTPEWLAARGLRGLVVDLDNTLVPYGVRPPAEGELAAWNRALAEAGIPVFIVSN

Aminoacidos | AKPGRTRAWARSLGLEGWGLAGKPFPWSLRRAVRRMGLAPREVAVAGDQLFTDVLGANLIGAYSVLVE

PIEPKKGLPHTRWVRALERRILERVPGPONGGAQRSESGE

Gene

O DNA recombinante pUC57-DSM-14977 liofilizado, enviado pela GenScript, foi
centrifugado a 6000 x g por 1 minuto. Posteriormente, foi ressuspendido em 20 pL de adgua
deionizada purificada em um sistema Milli-Q e autoclavada resultando em uma concentragéo
final de 200 ng/pL. Apenas 1 pL do plasmideo foi utilizado para transformagao das células de
estocagem JM109 competentes e a propagacdo dos plasmideos. O restante foi guardado no
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congelador a -20°C. A transformacdo bacteriana foi realizada através de choque térmico
acrescentando 1 puL de pUC57-DSM-14977 nas células competentes e deixando-as em banho
de gelo por 30 minutos, seguidos de 2 minutos em banho a 42°C e 10 minutos novamente em
gelo. Adicionamos 800 pL de LB sem antibidtico e incubamos a 37°C por 1 hora. Em
seguida, as células foram centrifugadas por 5 minutos e depois foram ressuspendidas em 50
uL de sobrenadante e plaqueadas em meio LB &gar contendo ampicilina (200 pg/mL). As
placas foram incubadas em estufa a 37°C por 16 horas. Algumas coldnias isoladas crescidas
nas placas foram transferidas para 6 mL de meio LB com antibidtico ficando incubada por 16
horas a 37°C e 200 RPM. Para a armazenagem, as células foram ressuspendidas em glicerol
(concentracéo final de 20%), aliquotadas em 200 uL e armazenadas a -80 °C.

3.2.3 Subclonagem da fosfatase putativa DSM-14977 em diferentes vetores de expressao

A subclonagem foi realizada em trés vetores de expressédo: (i) o pPETM30-MBP que
contém uma cauda com seis histidinas (Hisg) no N-terminal, seguida pela proteina ligadora de
maltose (MBP), conhecida por aumentar a solubilidade da proteina de interesse (COSTA et al
(2014), e um sitio de clivagem para a protease TEV (tobacco etch virus) (Figura 11A); (ii) o
vetor pET32a que codifica a proteina tioredoxina (TRX) no N-terminal, também conhecida
por aumentar a solubilidade da proteina de interesse (LAVALLIE, 2000), seguida pela cauda
de Hisg e pelo sitio de clivagem para enteroquinase (EK) (Figura 11B); (iii) e o vetor pET22b
que contém o peptideo sinal pelB responsavel pelo enderecamento da proteina de interesse
para o periplasma da célula (YOON, 2010) (Figura 11C). Os plasmideos do sistema pET de
expressao possuem o promotor T7 que utiliza a RNA polimerase do fago T7 para transcrigdo
do gene de interesse que é induzida por IPTG e contém um marcador de sele¢do que confere
resisténcia a canamicina para o0 pPETM30-MBP e a ampicilina para o pET22b e pET32a. A
estratégia de subclonagem foi realizada no laboratério de bioquimica estrutural de proteinas,
através da amplificacdo, digestdo do inserto e dos vetores, defosforilacdo dos vetores, reacao
de ligacdo e diagndstico por digestao.

Primeiramente foi realizada a amplificacdo do gene sintético presente na construgao
pUC57-DSM-14977 atraves da reacdo em cadeia da polimerase (PCR) utilizando os
oligonucleotideos forward 5’-ATATTTCCATGGCAGACGACACCGGC-3’ e reverse 5°-
ATATGGCTCGAGTTCGCCAGATTCAGAGCGTTG-3" (as sequéncias sublinhadas
indicam o sitio especifico para as enzimas de restricdo Ncol e Xhol, respectivamente). Para
isto, uma mistura foi preparada com 1 uL. de ANTPmix [10 mM dATP, 10 mM dCTP, 10 mM
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dGTP, 10 mM dTTP (pH 7,5)], 5 uL de tampdo Pfu 10x [10 mM Tris-Cl, 10 Mm KCI, 2 mM
MgSO,, 10 mM (NH4) SO, , 0,1% Triton X-100 (pH 8,8)], 37 puL de agua Milli-Q
autoclavada, 2,5 uLL de oligonucleotideo 5> a 10 uM, 2,5 uL de oligonucleotideo 3* a 10 uM,
1 uL de DNA molde 20 ng/uL (pUC57-DSM-14977) e 1 uL de Pfu polimerase, em um
volume final de 50 pL. A mistura foi submetida a 35 ciclos de desnaturagéo, anelamento e
amplificagdo. A desnaturacdo da fita dupla de DNA ocorreu a 95°C por 1 minuto, o
anelamento dos oligonucleotideos a 57°C por 1 minuto e a amplifica¢do do inserto a 72°C por
1 minuto. Para a confirmacdo da amplificacdo do inserto, o produto de PCR foi analisado por
eletroforese em gel de agarose 1%. Apds a verificacdo do resultado, o produto de PCR foi
purificado com o kit GenelJet™ PCR Purification de acordo com as especificacdes do
fabricante.

A digestdo do inserto (produto de PCR) e de cada um dos trés vetores foi realizada
com as enzimas de restricdo Ncol e Xhol a 37 °C por 1 hora. Esta etapa, permite a
linearizacdo do plasmideo e a formacdo de regides complementares nas extremidades do vetor
e do inserto. A mistura da reacdo foi preparada contendo 50 uL do inserto amplificado ou de
um dos vetores, 6 uL de tampao 4 10 x, 1,4 uL de agua Milli-Q autoclavada, 0,6 uL de BSA
100x, 1 pL da enzima Ncol e 1 puL da Xhol. Para verificar a eficiéncia das enzimas de
restricdo também foram realizados controles contendo 16,8 pL de vetor (para cada vetor), 2
pL de tampao 4 10x, 0,2 uL de BSA 100x e 1 puL da enzima Ncol ou Xhol. Para a
confirmacdo da digestdo foi preparado um gel de agarose 1 %. Verificada a digestdo, as
enzimas de restricdo foram inativadas por aquecimento a 65°C por 25 minutos.

Em seguida, cada um dos vetores foi defosforilado a 37°C por 1 hora com a adi¢do de
6 uL tampdo Antartic Phosphatase 10x e 1 uL de Antartic Phosphatase. Ap0s a reacao, 0
inserto e os vetores digeridos foram purificados com o kit GeneJetTM PCR Purification.

Para a reacdo de ligacdo foi feita uma dosagem da concentracdo do inserto e dos
vetores purificados com o Qubit e o kit dSDNA BR assay seguindo o protocolo padréo
indicado pelo fabricante. Para a reacdo de ligacdo foram utilizados os vetores e inserto nas
proporcdes de 1:3 e 1:5, 2 puL. de tampao T4 DNA ligase 10x, 1 pL de T4 DNA ligase
TAKARA e o restante de 4gua Milli-Q autoclavada, para um volume final de 20 pL. A reagdo
foi incubada a 18°C por 16 h.

Ap0s este periodo, foi realizada uma transformacdo em DH5a competente, utilizando
10 uL do produto de ligagéo obtido. As placas foram incubadas por 16 horas a 37°C em LB
agar (30 g/L) seletivo contendo o antibidtico apropriado. Para a construcdo pETMBP-DSM-
14977 foi utilizada canamicina 100 ug/mL e para as construgdes, pET22b-DSM-14977 e pET
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32a-DSM-14977 foi utilizada a ampicilina 200 ug/mL. Cada coldnia crescida foi transferida
para 6 mL de meio LB liquido (20 g/L) com antibidtico apropriado, ficando incubada por 16
horas a 37°C e 200 RPM. Posteriormente, os plasmideos foram extraidos da célula utilizando
o kit de extracdo GeneJET Plasmid Miniprep.

Para verificar a insercdo do gene de interesse nos vetores de expressao foi realizado
um diagnostico por digestdo plasmidial. Esse método seguiu o protocolo de digestdo como
descrito anteriormente, porém foi adaptado para o volume final de reagdo de 6 uL. A analise
da eficacia da subclonagem foi verificada através de um gel de agarose 1%. As amostras
avaliadas como “bem sucedidas” na subclonagem foram enviadas e sequenciadas no
laboratorio SONDA na Unidade de Genémica do Departamento de Biofisica da Universidade
Federal do Rio de Janeiro. As amostras foram enviadas, com aproximadamente, 56 ng de
DNA molde para pPETMBP-DSM-14977, 58 ng para pET32a-DSM-14977 e 48 ng para
pET22b-DSM-14977, e 3,2 pmol de oligonucleotideos, sendo estes, o promotor T7 ou
terminador T7 e o restante de agua Milli-Q autoclavada, para um volume final de 7 pL.

3.2.4 Eletroforese

3.2.4.1 Eletroforese em gel de agarose

A agarose a 1% utilizada para os géis de agarose foi solubilizada, apds ser esquentada,
em tampdo TAE (40 mM Tris, 20 mM &cido acético, 1 mM EDTA). Quando a solucdo de
agarose amornou adicionamos 0,01 % de brometo de etideo para o preparo do gel. Em
seguida, o gel de agarose foi posicionado na cuba Mini-Sub Cell GT Cell da Bio-Rad e seu
volume foi preenchido com tampdo TAE. As amostras foram preparadas com a mistura de 5
uL de amostra e 1 pul tampdo de carregamento Loading Dye (6x). O padrdo de DNA usado
foi 0 GeneRuler 1 kb DNA Ladder em uma quantidade de 3 uL. A eletroforese foi realizada a
uma voltagem constante de 100 V por, aproximadamente, 30 minutos.

A deteccdo do DNA no gel foi analisada através de luz UV emitida por um

transiluminador sob o gel.

3.2.4.2 Eletroforese em gel de poliacrilamida em condic¢do desnaturante (SDS-PAGE)

As amostras apresentadas no trabalho, durante o processo de obtencdo da fosfatase
putativa DSM-14977, foram analisadas qualitativamente por SDS-PAGE utilizando gel de
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poliacrilamida na concentragéo de 12% ou 15% (p/v), a intensidade de corrente constante foi
de 30 mA por gel, em temperatura ambiente, como descrito por Laemmli (1970). Para tal, foi
utilizado o sistema Mini-Protean da Bio-Rad, tampédo de corrida (50 mM Tris-HCI, pH 8.3,
150 mM Gilicina e 0,1 % SDS) e padrdo de baixo peso molecular (Pierce Unstained Protein
MW Marker).

A deteccdo de proteinas no gel foi analisada utilizando o corante Coomassie brilliant
blue. Os geéis foram corados utilizando a solucdo de Coomassie brilliant blue 0,1% em
metanol/acido acético/agua (45/10/45, viviv) e foram descorados utilizando solucdo de

metanol 40% (v/v) e &cido acético 10% (v/v).

3.2.5 Expressao da fosfatase putativa DSM-14977

Ap0s a etapa de subclonagem das construgdes pETMBP-DSM-14977, pET22b-DSM-
14977 e pET32a-DSM-14977 foi realizada a transformacéo destes plasmideos em cepas de E.
coli para a expressao da proteina DSM-14977, seguindo 0 mesmo protocolo descrito no item
3.2.2 para a transformacéo em cepa JM109. Culturas de glicerol a 20% foram feitas com cada
uma das colonias transformadas.

Os testes de expressdo foram realizados visando obter maior expressdo proteica da
fosfatase putativa DSM-14977. Os parametros avaliados e testados foram diferentes
temperaturas, tempos de inducao e cepas de E.coli.

A expressdo das trés construcdes foi realizada utilizando as cepas BL21(DE3),
BL21(DE3)PLysS, C43pLys-S e rosetta gami. Um pré-indculo foi realizado contendo 10 pL
de cultura de glicerol de cada transformante, 5 mL de LB, 5 pL de canamicina [100 pg/mL]
para pPETMBP-DSM-14977 e de ampicilina [200 pg/mL] para pET22b-DSM-14977 e
pPET32a-DSM-14977. Para as cepas rosetta gami e as que contém o plasmideo pLys-S foi
adicionado, ao meio de cultura, o antibiético cloranfenicol [100 pug/mL]. Este pré-indculo foi
crescido em incubadora rotatéria a 37°C a 200 rpm. por aproximadamente, 16 h. Em seguida,
1 mL do pré-inoculo foi repicado em 25 mL de LB, na presenca dos antibidticos especificos. e
crescido em uma incubadora rotatoria a 37°C a 200 rpm até atingir a D.Ogoonm 0.8. Durante o
crescimento, aliquotas de 1 mL foram retiradas para acompanhar a densidade optica (D.O.),
em espectrofotdmetro, utilizando o comprimento de onda de 600 nm. Ao atingir a DOgoonm
0,8, a expressdo da proteina de interesse foi induzida, com a adi¢do de 1 mM de IPTG.
Aliquotas de 1 mL foram retiradas, a cada hora, durante 4 horas e apds 16 horas de inducao.

Todas as aliquotas foram centrifugadas, por 5 minutos, e a massa de celulas ressuspendida em
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30 pL de tampéo de amostra [Tris-HCI 12,5 mM, B-mercaptoetanol 25 mM, SDS 0,5%, Azul de
bromofenol 0,25%, Glicerol 2,5% (pH 6,8)] para 0 monitoramento da expressao da DSM-14977
por eletroforese em gel de poliacrilamida (SDS-PAGE 12 ou 15 %).

Apos a definicdo da melhor condicdo de expressdo da DSM-14977, a mesma foi
escalonada para um volume maior, para a produgdo de grandes quantidades da proteina alvo
de estudo. Sendo assim, o crescimento e expressdo da enzima foi realizada em 1 L de cultura
na presenca dos antibiéticos especificos. Apos o melhor tempo de expressdo da DSM-14977,
o0 volume total da cultura foi divido em quatro partes (250 mL cada), que foram centrifugadas

a4°C, 10.000 rpm por 20 minutos. O sobrenadante foi descartado e o pellet estocado a -20°C.

3.2.6 Extracdo da fosfatase putativa DSM-14977 da célula de E.coli

3.2.6.1 Lise celular

Para 0 passo subsequente de purificacdo, é necessario a lise celular para a exposi¢édo
da proteina de interesse na fracdo soltvel ou insoltvel. Assim, as células que expressaram a
proteina DSM-14977 foram lisadas utilizando sonicador de ponta.

Para isto, uma parte do pellet (250 mL) foi descongelada e ressuspendida em 12,5 mL
de tampéo de lise (50 mM Tris-HCI pH 7,2, 250 mM NaCl, 5 mM imidazol e 250 uL PMSF).
A lise celular foi, entdo, realizada através de sonicacdo (20 ciclos de 20 segundos on e 20
segundos off a 225 W) em banho de gelo. O lisado celular foi centrifugado a 8.500 x g por 20
minutos a 4°C. Uma aliquota de 50 pL foi retirada para a analise das proteinas solaveis,

presentes no sobrenadante, e insolUveis, presentes no pellet, por SDS-PAGE.

3.2.7.1 Choque osmadtico

Para as células que foram transformadas com o plasmideo pET22b-DSM-14977,
foram realizados cinco diferentes protocolos de choque osmdtico, visando o0 extravazamento
do conteudo periplasmatico. Todos os protocolos resultando em uma mudanca especifica na
permeabilidade da superficie estrutural da bactéria.

No primeiro protocolo testado, foi seguido o modelo de choque osmotico, descrito
pelo manual do sistema pET da Novagen, retirado de AUSUBEL e outros (1989). Uma parte
do pellet (250 mL) foi ressuspendida em 80 mL de tamp&o 30 mM de Tris-HCI, pH 8,0 a 20%
de sacarose. Em seguida, foi adicionado 1mM de EDTA, pH 8,0 e incubado por 10 minutos

em temperatura ambiente sob leve agitacdo magnética. Posteriormente, a solu¢do contendo a
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proteina de interesse foi centrifugada por 10 minutos, a 10.000 x g a 4°C. O pellet foi
ressuspendido em 100 mL de MgCl, 5 mM gelado, e incubado por 10 minutos, em banho de
gelo, sob leve agitacdo magnética. Uma nova centrifugacdo foi realizada, e o sobrenadante
contendo a fracdo periplasmatica, é guardada.

O segundo protocolo testado foi modificado de MATSUSHITA e outros (1981),
neste protocolo, foi utilizado 1g de célula imida que foi ressuspendida em 20 mL de tampéo
Tris-HCI 100 mM, pH 8,0, 1 mM EDTA e sacarose 20%. Em seguida, 4,8 g de lisozima foi
adicionado a solucgdo. A suspenséo celular foi mantida em agitacdo moderada por 30 minutos
a 30°C. A amostra foi centrifugada a 10.000 x g por 10 minutos a 4°C, e o sobrenadante foi
reservado.

O terceiro protocolo foi modificado de KOSHLAND & BOTSTEIN (1980). Uma
parte do pellet (250 mL) foi ressuspendida em 37,5 mL de solucdo tampé&o Tris-HCI 10 mM,
pH 7,5 e sacarose 20% (p/v) gelada. Posteriormente, foi adicionado 1,25 mL de EDTA 0,5 M,
pH 8,0 e a solucdo foi incubada por 10 minutos em gelo. As células foram centrifugadas por
5 minutos a 4°C, e o pellet, ressuspendido rapida e vigorosamente em 250 mL de agua milliQ,
e incubadas por mais 10 minutos, em banho de gelo. Essa suspensdo foi centrifugada
novamente por 5 minutos, e o sobrenadante guardado a -20 °C.

O quarto protocolo de choque osmético foi realizado em microescala, como descrito
em BORJALILOO e outros (2003). Neste protocolo utilizou-se uma parte do pellet (250 mL)
que foi ressuspendida em 2,5 mL de tampd&o Tris-HCI 200 mM, pH 8,0, 0,5 mM de sacarose e
0,5 mM de EDTA. A suspensdo foi mantida sob vigorosa agitacdo, em banho de gelo, por 10
minutos. Em seguida, foi adicionada 3,8 mL de 4gua milliQ gelada e a solucdo foi incubada,
por 30 minutos, em banho de gelo. Ao final da incubacdo, a amostra foi centrifugada a 16.000
X g por 20 minutos a 4°C e o sobrenadante guardado a -20 °C.

O quinto protocolo utilizado foi de acordo com WARD e outros (1996). Neste método,
uma parte do pellet (250 mL) foi ressuspendida em 50 mL de tampéo Tris-HCI 200 mM, pH
7,5, 20% de sacarose, 1 mM de EDTA e lisozima (50, 100 ou 500 pg/mL). A solucéo foi
incubada sob agitacdo, em temperatura ambiente por 15 minutos. Em seguida, foi adicionado
50 mL de agua milliQ gelada, e a solugéo foi incubada sob agitacdo, em banho de gelo, por 15
minutos. Posteriormente, a amostra foi centrifugada a 13.000 x g a 4°C por 20 minutos e o
sobrenadante foi guardado a -20 °C .

Ao final de todos os protocolos testados, foi retirada uma aliquota de 50 pL para
verificar a eficacia do choque osmético e para analisar as proteinas sollveis, presentes no

sobrenadante, e insollveis, presentes no pellet, através de SDS-PAGE 12 ou 15%.
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3.2.8 Purificagéo da fosfatase putativa DSM-14977

O sistema automatizado de cromatografia liquida Akta-prime plus (GE) foi utilizado
em todas as purificacGes realizadas. As colunas cromatogréaficas foram acopladas ao leitor de
UV presente no Akta que permite acompanhar a eluicdo da proteina da mistura através do
monitoramento da absorvancia a 280 nm. Além disso, todas as purificacbes foram
monitoradas e analisadas utilizando SDS-PAGE 12 ou 15%. Para isto, as amostras foram

preparadas com 20 uL de amostra mais 5 plL de tampao de amostra 4X.

3.2.8.1 Purificacao por afinidade a ions metalicos (IMAC)

As purificagbes dos produtos de expressdo his¢-MBP-DSM-14977 e TRX- hisg-DSM-
14977 foram realizadas através da cromatografia de afinidade a ions metalicos utilizando uma
coluna de afinidade a niquel, HisTrap High Performance de 5 mL (Ni-NTA), devido a cauda
de histidina fusionada a porcédo N-terminal da fosfatase putativa DSM-14977.

O protocolo foi realizado através dos seguintes passos: (i) lavagem da coluna com 25
mL de &gua Milli-Q a 3 mL/min, (ii) equilibrio da coluna com 25 mL de tampédo A (50 mM
Tris-HCI, pH 7,2, 150 mM de NaCl e 5 mM imidazol) a 3 mL/min, (iii) injecdo de 25 mL do
sobrenadante da lise a 0,5 mL/min, (iv) lavagem com 45 mL de tampédo A a 2 mL/min para a
retirada de ligantes inespecificos, (v) eluicdo das proteinas através de um gradiente linear
crescente de imidazol de 0 a 500 mM. O gradiente foi realizado com o fluxo de 3 mL/min até
25% do tampéo B (tampéo Tris-HCI 50 mM, pH 7,2, 150 mM NaCl e 2 M imidazol) e teve

um volume final de 180 mL, e (vi) em seguida, a coluna foi lavada com 100 % do tampéo B.

3.2.8.2 Purificacdo por cromatografia hidrofdbica

A purificacdo da construgcéo pelB-DSM-14977 foi realizada em um primeiro passo
através da cromatografia hidrofébica. A coluna Hiprep butyl FF 16/10 de 20 mL é constituida
por um grupo butil caracteristicamente hidrofobico. O protocolo utilizado foi realizado
atraveés dos seguintes passos: (i) lavagem da coluna com 100 mL de agua Milli-Q a um fluxo
de 5 mL/min, (ii) equilibrio da coluna com 100 mL de tampédo A (50 mM Tris-HCI, pH 8,0, 2
M NaCl) a um fluxo de 5 mL/min, (iii) injecdo de 12,5 mL de amostra a 1 mL/min, (iv)

lavagem com 150 mL de tampédo A a 5 mL/min e (v) eluicdo das proteinas com um gradiente
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linear decrescente de 2 a 0 M de NaCl com um volume final de 200 mL. O gradiente
decrescente foi realizado com o fluxo de 5 mL/min até 100% do tamp&o B (tampdo Tris-HCI

50 mM, pH 8,0). Posteriormente, foi feita uma lavagem com 150 mL de agua milliQ.

3.2.8.3 Purificagdo por cromatografia de afinidade a heparina

A purificacdo da construcdo pelB-DSM-14977 foi realizada através da cromatografia
de afinidade a heparina. A coluna HiTrap heparin High Performance de 5 mL é constituida
de heparina, um polissacarideo polianidnico sulfatado pertencente a familia dos
glicosaminoglicanos, e conhecida por ser ligar a proteinas com afinidade a agtcar. O
protocolo usado foi realizado através dos seguintes passos: (i) lavagem da coluna com 50 mL
de agua Milli-Q a um fluxo de 5 mL/min, (ii) equilibrio da coluna com 50 mL de tampédo A
(10 mM Tris-HCI, pH 8,0) a 5 mL/min, (iii) inje¢cdo de 2 mL de amostra a 1 mL/min, (iv)
lavagem com 45 mL de tampdo A a 5 mL/min e, (v) eluicdo das proteinas com um gradiente
em degrau crescente de 0 a 2 M de NaCl. O gradiente crescente foi realizado com fluxo de 5
mL/min até 29 % do tampéo B (tampé&o Tris-HCI 10 mM, pH 8,0 e 2 M NaCl) e, depois, até

75% do tampé&o B, com um volume final de 50 mL.

3.2.9 Dosagem de proteinas totais

A concentracdo de proteinas totais em solucdo foi determinada através do método de
BRADFORD (1976), utilizando o reagente de Bradford (BioRad) e a albumina sérica bovina
(BSA) como padréo. A dosagem foi preparada utilizando uma curva padrédo com a BSA nas
concentracdes de 0,1 mg/mL a 1 mg/mL. Para os ensaios, foi usada uma placa de ELISA com
96 pocos onde foram adicionados 10 puL de amostra e 190 pL do reagente de Bradford. A
reacdo foi agitada e colocada no escuro por 15 minutos. A leitura da placa foi realizada em
um espectrofotdmetro de microplacas SpectraMax M2 (Molecular devices) a 595 nm. Todas
as analises foram realizadas em triplicata e a determinacdo da concentracdo de proteinas na
amostra foi baseada nos valores obtidos na curva padrdo de BSA utilizando o coeficiente

angular da reta.
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3.2.10 Dicroismo circular

Para verificar caracteristicas gerais na estrutura secundaria da fosfatase putativa DSM-
14977 foi empregada a técnica de espectropolarimetria de discroismo circular. O
espectropolarimetro Jasco-715 (Jasco Corporation, Tokyo, Japan) foi utilizado para realizar as
medidas de dicroismo circular. Os espectros foram coletados usando cubetas de quartzo com
caminho Otico de 2 mm na regido do UV distante (190 a 260 nm). Para a realizacdo dos
espectros foi utilizada a concentracdo de 10 uM da proteina DSM-14977 em tampdo Tris-
HCI 10 mM, pH 8,0 em um volume final de 400 uL. Cada espectro foi obtido como a média
de 3 varreduras em velocidade de 100 nm.min™*. As linhas de base (cubeta contendo apenas
tampao) foram subtraidas dos espectros. No inicio de todos os experimentos, o branco apenas
do espectropolarimetro foi feito para observar a linha de base do mesmo e a tensdo da

lampada.

3.2.11 Espectroscopia de Fluorescéncia intrinseca do triptofano

Os experimentos de espectroscopia de fluorescéncia intrinseca do triptofano foram
realizados para verificar possiveis mudancas na estrutura terciéria da fosfatase putativa DSM-
14977 na presenca de diferentes agentes quimicos e fisicos, utilizando o triptofano como
sonda intrinseca, geralmente, presente na maioria das proteinas conhecidas.

Os espectros de fluorescéncia da proteina DSM-14977 foram obtidos em um
Fluorimetro Varian CaryEclipse utilizando uma ldampada de Xendnio de 300 W, fendas de 1
mm para excitagdo e emissdo e cubeta de quartzo com volume final de 500 pL. O
comprimento de onda de excita¢do do triptofano foi fixado em 280 nm, sendo a emissédo de
fluorescéncia coletada entre 300 a 420 nm.

Os espectros de emisséo de fluorescéncia da DSM-14977 foram quantificados através
do centro de massa espectral (v), como mostrado na equagéo 1:

. Y viFi
Y Fi

Onde, Fi é a emissao de fluorescéncia em um comprimento de onda e vi é 0 somatorio

que abrange todos os valores de F avaliados.
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Portanto, o centro de massa leva em consideracao a intensidade e a area de cada pico.
O aumento dos valores de centro de massa, em nm, relacionam o0 aumento do contedo
desenovelado das proteinas.

Os experimentos para as analises estruturais da fosfatase putativa DSM-14977 foram
realizados com concentracdo de 1 M em tampé&o Tris-HCI 10 mM, pH 8,0, em um volume
final de 500 pL. Para estas anélises utilizamos agentes desnaturantes quimicos, como a ureia e
cloridrato de guanidina, e fisicos como temperatura. Para tal, foram usadas diferentes
concentracdes de ureia (0, 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7 e 8 M), cloridrato de guanidina (0,5, 1,0, 1,5, 2,0,
2,5, 3,0, 35,4,0,5,0e 6,0 M) e temperatura (30, 40, 50, 60, 70, 80 e 90°C). Para 0s ensaios
utilizando os agentes desnaturantes quimicos as amostras foram incubadas em temperatura
ambiente, por um periodo de 16h, enquanto que, para a variacdo de temperatura foram

incubadas por 5 minutos.

3.2.12 Dosagem da atividade enzimaética para fosfatases

Para a determinacdo da atividade enzimética da fosfatase putativa DSM-14977 foi
realizada a técnica de espectrofotometria, utilizando o substrato geral para fosfatases, p-
nitrofenil-fosfato (pNPP), no intuito de identificar, se a DSM-14977, possui atividade de
fosfohidrolase.

Os ensaios enzimaticos foram realizados através do monitoramento da formacéo de p-
nitrofenol (cromoforo) utilizando espectrofotdmetro SpectraMax M2 (Molecular devices) a
405 nm. As reacdes de hidrolise do p-nitrofenil-fosfato, catalisadas pela fosfatase hipotética
DSM-14977, foram realizadas em triplicata em placas de 96 pocos.

O volume reacional final foi de 150 pL, destes, foi adicionado 100 pL de tampé&o Tris-
Cl 10 mM, pH 6,0, 7,0 ou 8,0, dependendo do ensaio a ser realizado, 300 mM NaCl, 17 uL de
MgCl;a 42,5 mM [5 mM final], 18 uL de substrato a 20 mM [2 mM final] e 15 uL de DSM-
14977 purificada (7,5 ug de proteina).

A reacdo foi incubada a 20°C, 40°C ou 60°C durante 30 minutos e, ao fim do tempo
estipulado para cada reagdo, foram adicionados 20 uL. de NaOH 5 M para levar a converséo
de todo p-nitrofenol em p-nitrofenolato, que possui comprimento de onda maximo de
absorcéo de 405 nm.

Nestes casos, a atividade enzimatica foi calculada pela formula da Equagéo 2:
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(MAbsVr)
(cm-¢€)
([ptn]Vp-t)

Onde, M Abs significa Média da absorvancia (Abs—AbSpranco) lida a 405 nm, Vré o

Atividade especifica (umoles/min.mg) =

Volume da reagdo utilizada (0.17.10° L), cm é o caminho 6ptico da cubeta (0,5 cm), € é 0
coeficiente de extingdo molar do p-nitrofenolato tabelado (1,75 . 10* M* cm™), /ptnj é a
concentracdo de proteina utilizada no experimento (0,494.10° mg/uL), Vp é o volume de
proteina utilizado no ensaio que foi 15 uL e ¢ €é o tempo de reacdo, que foi realizada em 30

min.
3.2.13 Triagem de substratos especificos para fosfatases

Para realizar a identificacdo de potenciais substratos para a fosfatase hipotética DSM-
14977 foi medida atividade fosfatasica, através de espectrofotometria, e como alternativa,
através do monitoramento da liberacdo de fosfato livre utilizando o verde malaquita que
possui sensibilidade, de aproximadamente 0,5 uM (KOICHI ITAYA E MICHIO Ul, 1966).
Estes ensaios foram realizados em um espectrofotobmetro SpectraMax M2 (Molecular
devices), em placas de Elisa de 96 pocos, e em triplicata.

Nestes experimentos foram testados, tanto substratos fosforilados naturais, quanto
sintéticos. Os substratos utilizados foram os agucares—fosforilados (10 mM de a-D-glicose 1-
fosfato, 10 mM de D-glicose 6-fosfato, 10 mM de D-frutose 6-fosfato, 1 mM de D-frutose
1,6-bisfosfato), nucleotideos (0,1 mM de ADP, 0,1 mM de ATP, 10 mM de CTP, 0,1 mM de
GTP e 0,1 mM de UTP), cofator fosforilado (1 mM de FMN), aminoacidos fosforilados (10
mM de fosfotreonina, 10 mM de fosfoserina e 10 mM de fosfotirosina), polifosfatos (0,1 mM
de polifosfato-3, 0,01 mM de polifosfato-25, 0,001 mM de polifosfato-75) e outros (1 mM de
piridoxal-5-fosfato, 0,1 mM de é&cido fitico, 10 mM de pirofosfato de sédio, 10 mM de a-
naftil- fosfato e 10 mM de B-glicerol-fosfato).

O volume final de reacdo foi de 250 pL, composto por 36,67 uL de tampéo Tris-HCI
10 mM, pH 8,0, 8,33 mM de MgCl,, 3,34 uL de substrato ¢ 10 L. de DSM-14977 purificada
(0,64 pg de proteina). As reagdes foram incubadas a 40°C durante 30 min.

Depois da reacédo, foi adicionado 200 pL de solugdo de verde malaquita [4,2 % de
molibdato de amonio em 4 M de HCl e 0,045 % de verde de malaquita na proporc¢éo 1:4 (v/v);

a solucdo é incubada por 20 minutos, e posteriormente, filtrada para sua utilizacdo] e a
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mistura € incubada, por 15 minutos, no escuro e em temperatura ambiente. Os produtos da
reacdo foram quantificados através da medida da absorvancia a 650 nm.

A taxa de hidrélise inespecifica foi monitorada, em paralelo, usando reacdo controle
sem a presenca da enzima (o branco). Uma curva padrédo de fosfato inorganico foi realizada a
partir de 40 uM de acido fosforico que foi feita entre 0,0025 nmoles e 2 nmoles, onde o fator
K foi retirado.

A atividade enzimatica foi calculada pela Equacéo 3:

(MAbs)
K X [ptn] X Vp Xt

Atividade especifica (umoles/min.mg) =

Em que, M Abs € a média da absorvancia (Abs—AbSprance) lida a 650 nm, K € o fator
obtido a partir da curva padréo de fosfato inorgénico que foi de 0.0083 (mg/ml/Abs), /ptnjé a
concentracéo de proteina utilizada no experimento que foi de aproximadamente 0.064x10
mg/uL, Vp: volume de proteina utilizado no ensaio (10 pL) e ¢: tempo de reacdo que foi de 30

min.

3.2.14 Modelagem computacional

Para obter informacgdes sobre a fosfatase putativa DSM-14977 foi realizado um
modelo baseado na homologia de sequéncia em colabora¢do com o Dr. Francisco Gomes da
Fundacdo Oswaldo Cruz. Para tal, foi utilizado o programa I-TASSER (lterative Threading
ASSEmbly Refinement) que é uma plataforma on-line capaz de implementar algoritmos
baseados em I-TASSER para a predicdo da estrutura e funcdo da proteina de interesse. A
partir da sequéncia priméaria da DSM-14977, o programa I-TASSER faz uma busca utilizando
0s 10 melhores programas estruturais, e em cada um desses programas, 10 algoritmos
diferentes,FFAS-3D, HHsearch, MUSTER, pGenTHREADER, PPAS, PRC, PROSPECT2,
SP3, e SPARKS-X, sdo usados para selecionar seqiiéncias analogas a proteina de interesse.
Assim, entre as 100 sequéncias selecionadas, o I-TASSER faz um rancking das 10 melhores.

Para a predicdo da funcdo bioldgica da proteina de interesse, o servidor I-TASSER
combina os modelos 3D previstos para a proteina de interesse a 3 bibliotecas independentes,
que consistem em proteinas de ndmero de classificagdo enzimatica (EC), vocabulério de
ontologia genética (GO) e sitios de ligagdo ao ligante conhecidas. Os resultados finais das
predicdes de funcdo sdo deduzidos, através do consenso das principais combinacdes

estruturais, com os scores de fungéo calculados com base no score de confianga dos modelos
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estruturais do I-TASSER, a similaridade estrutural entre 0 modelo e os moldes sdo avaliados
pelo score TM e a identidade de seqtiéncia nas regides estruturalmente alinhadas.
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4. RESULTADOS

4.1 PROSPECCAO DA FOSFATASE PUTATIVA DSM-14977 DE OCEANITHERMUS
PROFUNDUS

Para a prospeccdo de uma nova enzima, através de ferramentas de bioinformatica,
iniciamos uma pesquisa no banco de dados de genomas, utilizando, como molde, uma
hidrolase conhecida como um 6timo biocatalisador. A busca por uma nova enzima, seguiu 0s
seguintes pré-requisitos: ser uma possivel enzima de organismo extremofilo, pequena (abaixo
de 25 kDa), sem estudos estruturais e funcionais. Desta forma, a proteina DSM-14977 (Tabela
5) foi selecionada (NCBI Reference Sequence: YP_004056761.1) por preencher todos os
requisitos determinados. A DSM-14977 pertence ao organismo extremofilo Oceanithermus
profundus da cepa DSM-14977, é anotada como uma fosfatase hipotética, de 19,5 kDa,
pertencente a superfamilia das dealogenases haloacidas (HAD), ndo existindo, na literatura,

quaisquer estudos estruturais ou funcionais sobre a mesma.

Tabela 5: Sequéncia primaria da fosfatase putativa DSM-14977.

Fosfatase putativa Sequénciaprimaria
MRLLWPKARVRRVTELTPEWLAARGLRGLVVDLDNTLVPYGVRP

PAEGELAAWNRALAEAGIPVFIVSNAKPGRTRAWARSLGLEGWG
DSM-14977 LAGKPFPWSLRRAVRRMGLAPREVAVAGDQLFTDVLGANLIGAYS
VLVEPIEPKKGLPHTRWVRALERRILERVPGPQNGGAQRSESGE
O alinhamento da sequéncia primaria da DSM-14977, e de quatro diferentes fosfatases
da superfamilia HAD, realizadas com o auxilio do programa Clustal Omega, foi capaz de
identificar motivos conservados desta superfamilia (Figura 12). Para isso, foi utilizada uma
fosfatase previamente caracterizada, a glicerol-1-fosfato fosfohidrolase 2 (GPP2) de
Saccharomyces cerevisiae (NORBECK et al, 1996), e fosfatases ndo caracterizadas, dentre
elas, a de Marinithermus hidrothermalis (NCBI: WP_013704883.1), Thermus aquaticus
(NCBI: WP_053767389.1) e Bacillus anthracis (GenBank: AIM08256.1) com 60%, 50% e

43% de identidade, respectivamente.
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Saccharomyces HALTTEPLSLKYNAALFOVWDGT ITISQP ATAAF NRDFGE DEPYFDAEHYI QWS HIWRT FD
Bacillus = @ —omemmmmmmmom oo HELFLP --- --- -NEYYENYYHYQPEDL KER
Thermus s e oo MLFP -------RAYLPSLLHLTPEWNL ASR
Oceanithermus  -------mmmmemm oo MRLLWP -------KARYWRRYWTEL TPELWL A&R
Marinithermus @ --------mmmmmmo oo MLRP -------N&JTITALSEL TPEWNLRAR
2
Saccharomyces EEvwHNK LEAEI PYWEYGEEKSTIEWPIAYEL CHALNALP KEK WAYATEGTRD
Bacillus IEREEEEEEET LIEWDRP-NATPQLEEWFL KMKEQG -TOWT WS HNNEQ
Thermus IEREEEEEEET LLPYEEEY L P-PEHERWLKGLRE -A-YwP I LLUS HAMPE
Oceanithermus IEREEEEEEET LYPY¥ayRP PAEGEL AR NRALAE AT -TPWF IWS HAkK PG
Marinithermus IEREEEEEEET LYPYGEEEGPYPEALLEWLASLE AMG -THWAIYT NAL PG
3 4
Saccharomyces HAJKWFEHLGIRRPEYFITANDYEQGEPHPEPY LEGRNGLGYPINED DPS KSEYYYHE DA
Bacillus AWK DFADPLGIPFI -------- HESA FWRAFERAIREMILOPDE- - - - - - -WWYWIG DO
Thermus RFARLOKEKLGLPGH-------~ APALERWL -GFRRALRALGLPPHE - - - - - - -WaWG DO
Oceanithermus RTRAWARSLGLEGN -------- GLAGKPFPWSL RRAYRRMGLAPRE - - - - - - -%AWAG DY
Marinithermus R&RHWIERLGLEWR-------- BLAGEF WK -GFRRTIRRMGLTFRE - - - - - - -Wihha O
**: B . . * *.* *
4
saccharomyces -PAGTA MK ABGCKTTGTATTFDLDFLKEKG (D -~ - -~ -~ -~ TTWKNHE ST RWEEYN -4
Bacillus LLT DA - - - --LGENRYWELH T IL WP WAD TDEL - TRENRET ERRTMRNME KEGLT NUEE -
Thermus WFTDL - -- --LGaNLvia Ay TYLYPP LK -EREFFYTRFIRMLETPFRRTEGES A-- - - - -~
Oceanithermus LFTCY-----LaEANLIGAY SWLYEP TERPKKGLPHTRUYRALERRTILE RWPGPQNGGAD RS
Marinithermus LFTCY - -- --LaaNLvia Ay TYLYPPLS -EKGLPHTRLIRRLERCILRTTARP - - - --- -~
. . * R .

Saccharomyces ETDEVEFIFDDYLY AKDDLL KW

Bacillus = mmmmmm e e oo

Thermus  mmmmmm e e

Cceanithermus ESEE------—-----------

Marinithermus = ---------mmmmmeoooo

Figura 12: Alinhamento da fosfatase putativa DSM-14977 com outras representantes da superfamilia
HAD.

O alinhamento da sequéncia primaria da proteina DSM-14977 foi realizado com outras fosfatases da
superfamilia HAD, dentre elas, a fosfatase caracterizada, glicerol-1-fosfato fosfohidrolase 2 (GPP2) de
Saccharomyces cerevisiae, e as fosfatases néo caracterizadas de Marinithermus hidrothermalis (NCBI:
WP_013704883.1), Thermus aquaticus (NCBI: WP_053767389.1) e Bacillus anthracis (GenBank:
AIM08256.1). Os motivos caracteristicos e conservados presentes no sitio ativo da superfamilia HAD podem ser
observados (caixas 1, 2, 3 e 4). A cor vermelho representa residuos pequenos e hidrofébicos (AVFPMILW), a
azul representa aminoécidos &cidos (DE), a magenta indica residuos basicos (RK), o verde representa os residuos
hidroxil, sulfidril, amina e G (STYHCNGQ) e cinza representa outros amino/iminoacidos incomuns.

O portal ExPASy (Expert Protein Analysis System) foi utilizado para prever
caracteristicas fisico-quimicas, presentes na fosfatase putativa DSM-14977, através da
utilizacdo de sua sequéncia primaria. Com a ferramenta ProtParam do ExXPASYy foi observado
gue a enzima de interesse é composta por 177 aminoacidos, possui massa molecular de 19,46
kDa, pl tedrico de 11,11 e indice médio de hidropaticidade de -0,200.

Outro programa utilizado foi o IUPred que faz uma analise da sequéncia de
aminoacidos, verificando possiveis interacdes entre as cadeias laterais dos residuos e, assim, é
capaz de realizar a predicdo de regides desenoveladas ou enoveladas da proteina de interesse.

O gréfico desta analise evidencia que a maior parte da proteina possui valores de tendéncia a
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desordem proximos de zero, indicando que a proteina é altamente estruturada, e que, somente,
entre 0os amino&cidos 161 ao 177, possui valores acima de zero, o que pode ser esperado, por
se tratar da regido C-terminal (Figura 13A). Esta analise sugere que a enzima putativa DSM-
14977 é enovelada, visto que h& possiveis interagdes entre 0s aminoacidos e,
consequientemente, estrutura tridimensional definida.

Outro programa utilizado foi o Jpred4, que contribuiu para uma analise preliminar do
conteddo de estrutura secundéaria da enzima putativa DSM-14977. Tal ferramenta, inferiu a
presenca de 7 a-hélices e 5 fitas-B, 0 que se assemelha ao padrao o/p hidrolase caracteristico

do enovelamento de Rossmann presente na superfamilia HAD (Figura 13B).
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Figura 13: Predigdo das regides desordenadas e do contetdo de estrutura secundéria da fosfatase putativa

DSM-14977.
Os programas utilizados fazem predi¢des sobre a estrutura da DSM-14977 através da sua estrutura priméria. (A)

A predicdo para regides desordenadas da proteina DSM-14977 pelo programa IUPred mostrou valores baixos de
tendéncia a desordem, indicando que, grande parte da proteina, encontra-se enovelada. (B) A predigdo do
conteddo de estrutura secundaria da fosfatase putativa DSM-14977 analisada pelo programa Jpred4 revelou uma
composicdo de 7 a-hélices e 5 folhas-B alternadas ao longo da estrutura, em uma disposi¢cdo semelhante a
encontrada nas o/p hidrolases com enovelamento do tipo Rossmann presentes na superfamilia HAD.

4.2 SUBCLONAGEM DA FOSFATASE PUTATIVA DSM-14977 DE
OCEANITHERMUS PROFUNDUS

A subclonagem do gene que codifica a fosfatase putativa DSM-14977 foi realizada em
trés vetores de expressdo, gerando trés construgdes diferentes (Figura 14). O vetor pETM30-

MBP contem uma cauda de seis histidinas (Hiss) no N-terminal, seguida pela proteina ligadora
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de maltose (MBP) e um sitio de clivagem para a protease TEV (tobacco etch virus)
fusionadas a DSM-14977, aqui chamada de pETMBP-DSM-14977. O vetor pET32a, codifica
a proteina tioredoxina (TRX) no N-terminal, uma cauda de Hisg, seguida pelo sitio de
clivagem para enterokinase (EK), chamada neste estudo de pET32a-DSM-14977. E por fim, 0
PET22b que fusiona o pelB a proteina de interesse chamada de pET22b-DSM-14977. A MBP
e a TRX sdo proteinas conhecidas por aumentar a solubilidade da proteina de interesse
durante o processo de expressdo, lise celular e purificacdo. Ja o peptideo sinal, pelB, endereca

a proteina para o compartimento periplasmatico da bacteéria.

22kDa DSM-14977

33.67kDa TRX Hs | EK DSM-14977

63.6kDa Hg MBP TEV DSM-14977

Figura 14: Esquema ilustrativo das construgdes da fosfatase putativa DSM-14977 utilizadas neste estudo.
Para a subclonagem foram realizadas diferentes constru¢fes da DSM-14977 através do uso de trés vetores de
expressdo: pET22b-DSM-14977, pET32a-DSM-14977 e pETMBP-DSM-14977. O vetor pET22b fusiona o
peptideo sinal pelB, responséavel pelo endere¢camento da proteina de interesse para o periplasma bacteriano. Este
constructo possui massa, de aproximadamente, 22 kDa. O vetor pET32a fusiona a tioredoxina (TRX) a proteina
de interesse, além de uma cauda de histidinas (Hs) e o sitio de clivagem para enterokinase (EK). Este constructo
possui massa, de aproximadamente, 34 kDa. O vetor pETM30-MBP fusiona a proteina de interesse, além da
cauda de hisdina, a proteina ligadora de maltose (MBP) e o sitio de clivagem para TEV (TEV), formando um
constructo com massa, de aproximadamente, 64 kDa.

A primeira etapa da subclonagem da fosfatase putativa DSM-14977 foi realizada
através da amplificacdo do gene sintético codificante presente no vetor intermediario pUC57

(sintetizado pela GenScript) utilizando primers especificos através da reacdo em cadeia de
polimerase (PCR) (Figura 15).

pb
6000

3000

Figura 15: Gel de agarose 1% da amplificagdo do gene sintético de DSM-14977 presente no vetor de
estocagem pUC57.
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O gel de agarose mostra o gene sintético da DSM-14977 amplificado através da reacdo em cadeia da polimerase
com massa esperada de aproximadamente 540 pb. P: Padrdo de peso molecular, 1: Gene sintético da fosfatase
putativa DSM-14977 amplificado (seta).

Em seguida, foi realizada a purificacdo do produto amplificado e, posteriormente, a
digestdo de cada um dos trés vetores e do inserto purificado utilizando as enzimas de restrigéo
Ncol e Xhol (Figura 16). O resultado da digestdo dos vetores pETM30-MBP, pET32a e
pPET22b (Figura 16 - pocos 1, 2 e 3, respectivamente), com ambas as enzimas, mostra uma
banda maior, correspondente ao plasmideo linearizado de tamanho 6947 pb, 5900 pb e 5493
pb, respectivamente, e uma banda menor, de 540 pb, correspondente ao fragmento de DNA
que é excisado do plasmideo, quando este, sofre digestdo dupla por estas enzimas. Para o
controle do experimento foi realizada a digestdo de cada um dos vetores com apenas uma das
enzimas, onde é possivel observar a linearizacdo do plasmideo, entretanto, ndo ha excisdo do

fragmento (Figura 16 - pocos 4-9).

pb P 1 2 3 4 56 78 9

540pb

Figura 16: Gel de agarose 1% da digestao dos vetores de expressdo pPETM30-MBP, pET32a e pET22b.

A digestdo foi realizada através do uso das enzimas de restricdo Ncol e Xhol com o inserto purificado e com
cada um dos trés vetores de expressdo pETM30-MBP que possui 6947 pb (1), pET32a que possui 5900 pb (2) e
PET22b que possui 5493 pb (3), os vetores na mesma ordem apenas com Ncol (4, 5 e 6) e os vetores na mesma
ordem apenas com Xhol (7, 8 e 9) P: Padrdo de peso molecular.

Apds a confirmacdo da digestdo foi realizada a purificacdo dos produtos digeridos, e,
em seguida, a reacdo de ligacdo entre o inserto e cada um dos vetores. Os produtos obtidos
apos a reacdo foram transformados em cepas de E. coli DH5a e plaqueadas em LB agar e o
antibiotico especifico para cada uma das construc@es. As col6nias que cresceram isoladas na
placa foram propagadas em meio LB liquido seletivo e os plasmideos foram extraidos por
Miniprep. Ao todo foram isoladas sete colonias diferentes de cada uma das construgdes para a

anélise da subclonagem. Para a realizacdo de uma PCR diagnostica foi retirada uma aliquota
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de cada um dos plasmideos extraidos ap6s subclonagem, e estes, foram digeridos com as
endonucleases de restricdo, Ncol e Xhol, para verificar a inser¢cdo do gene que codifica a
DSM-14977. Embora sete colonias de cada construcdo tenham sido testadas, somente cinco
das construcdes pET22b-DSM-14977 e pET32a-DSM-14977, e apenas duas da pETMBP-

DSM-14977 mostraram resultado positivo da inser¢do do gene (Figura 17).

pET22b-DSM pET32a-DSM pET30MBP-DSM

P 4 5 6 P 7 8

1000

750
540pb

500

250

Figura 17: Digestdo diagnostica dos DNAs recombinantes a partir de colnias isoladas em meio de cultura
seletivo.

Um diagnostico por PCR foi realizado para analisar a insergdo do gene em cada plasmideo, ao todo sete col6nias
isoladas de cada construgdo foram testadas. Pode-se observar, que apos a digestdo com as enzimas Ncol e Xhol,
ocorre 0 aparecimento de uma banda do tamanho esperado para o gene (seta). P: Padrdo de peso molecular, 1, 2,
3,4,5,6,7e8: colonias positivas para a inser¢éo do gene no plasmideo.

Por fim, o DNA recombinate positivo foi enviado ao laboratério SONDA-UFRJ para
sequenciamento, confirmando a subclonagem da enzima putativa DSM-14977 em cada uma
das construcbes pET22b-DSM-14977 (DSM-14977), pET32a-DSM-14977 (TRX-DSM-
14977) (Figura 18) e pPETMBP-DSM-14977 (MBP-DSM-14977) (dado ndo mostrado).
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A pelB

pelB-DSM14977 MkYLLPTAAMGLLLLAAQPAMAMGRLLWPKARVRRVTEL TPEWLAARGLRGLVVDLDNTL
DSM14977 - oo oo - - -MRLLWPKARVRRVTEL TPEWLAARGLRGLVVDLDNTL

VPYGEVRPPAEGELAAWNRALAEAGIPVFIVSNAKPGRT RAWARSLGLEGIGL
DSM14977 wPYaWRPPAEGELALWMRAL AEAGI PV IVSNAKPERT RAKARSLGLEGNGL
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DSM14977 LRERAVRAMGLA VAVAGDOLF TDVLGANLIGAYSVLVEPIEPKKGLPHTREVRALERR

ILERVPGPQNGGAQRSESGE- - - -
DSM14977 ILERVPGEPONGEA0ASESGE- - - -

B TRX
DSM14977 —m-mmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmmm -
TRX-DSM14977 MYTEXDGATLVDFHAEWCGPCKMIAP IL DETADEYQGKL TVAKLNIDQNPGTAPK YGIRG
HlsTag
DSM14977 i T
TRX-DSM14977 IPTLLLEKNGEVAA TL'.,-'G:LSK GOLKEFLDANLAGSGSGHMHHHHHHSSGLYPRGSGHMKE
E
DSM14977 ~---------—————-—- - - —-MRLLWPKARVRRVTEL TPEWLAARGLRGLVVDLDN
TRX-DSM14977 TAALKFERQHMDSPDLGTDODDKAMGRLLWPKARVARVTEL TPEHLAARGLRGLVVDLDN

VFIVSNAKPGRTRAMARSLGLEGWGLAGKPF

DSM14977 TLVP-YGVREPAEGELAANRALAEAGIP
TRX-DSM14977 TLYSVIWRSSRRPEVKLAAWNRALAEAGTPVFTVSNAKPGRTRVH- -~ == == == === ===~
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Figura 18: Sequenciamento do DNA recombinante.
O sequenciamento do DNA recombinante foi realizado a partir das col6nias positivas das
construgdes pET22b-DSM-14977 (A) e pET32a-DSM-14977 (B). Um alinhamento foi
realizado entre a sequéncia primaria da DSM-14977 nativa e cada uma das construcdes
sequenciadas. E possivel observar a sequéncia que corresponde o peptideo sinal pelB e a exata
sequéncia de aminoacidos da DSM-14977 na construcdo pET22b-DSM-14977. Ja na pET32a-
DSM-14977 é mostrada a sequéncia da TRX, a cauda de hisdina e a sequéncia de
aminoacidos da DSM-14977.

4.3 EXPRESSAO DA ENZIMA PUTATIVA DSM-14977 NAS DIFERENTES
CONSTRUCOES

Os ensaios de expressdao da fosfatase putativa DSM-14977 foram realizados para
identificar as melhores condicOes de expressdao da enzima, nas construgdes, MBP-DSM-
14977, TRX-DSM-14977 e pelB-DSM-14977. Para isso, alguns parametros foram variados
como a temperatura, o tempo de inducdo e a cepa de E.coli transformada. Todos 0s ensaios
foram realizados com a indugéo da expressdo da proteina com 1 mM de IPTG em DOgoonm
0.8. As aliquotas foram retiradas ao longo do tempo para a analise da expressao através de
SDS-PAGE.
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4.3.1 Expressao da contrugdo MBP-DSM-14977

Os ensaios de expresséo com a MBP-DSM-14977 foram avaliados quanto ao
enriquecimento de uma banda na massa molecular esperada, aproximadamente 64 kDa, ao
longo do tempo de expressédo, nas temperaturas testadas, utilizando diferentes cepas de E. coli
(Figura 19). O melhor resultado obtido foi observado para a cepa de E. coli, BL21(DE3), onde
foi possivel observar a superexpressdo da enzima em todas as temperaturas testadas (37°C,
27°C e 17°C) (Figura 19 A-C). No entanto, a melhor expressdo foi observada a 37°C ap0s
inducdo por 4 horas da proteina alvo fusionada a MBP (Figura 19 A). Para a cepa de E. coli
C43-pLysS ndo foi observado um aumento da expressao significativo da proteina de interesse
em nenhuma das duas temperaturas testadas (37°C e 27°C) (Figura 19 D-E). Cabe ressaltar
gue ndo houve crescimento bacteriano para esta cepa a 17°C (Figura 19 F). A expressdo da
DSM-14977 também n&o foi observada para as cepas de E. coli BL21(DE3)pLysS e rosetta

gami, em nehuma das temperaturas testadas.
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Figura 19: SDS-PAGE 12% dos testes de expressdo da constru¢cdo MBP-DSM-14977 em diferentes
condicdes.

A expressao desta construcdo foi testada nas cepas de E.coli BL21(DE3) nas temperaturas de 37°C (A), 27°C (B)
e 17°C (C) e C-43pLysS as 37°C (D), 27°C (E) e 17°C (F) utilizando as diferentes e diversos tempos de indugéo.
O melhor resultado para a expressdo da MBP-DSM-14977 foi obtido em BL21 (DE3) a 37°C, 1 mM de IPTG
em D.Ogy 0.8 (borda vermelha). P: Padrdo de peso molecular; aliquotas retiradas: Al: antes da inducdo da
expressdo, 1: 1 h apo6s indugdo, 2: 2 h apds inducdo, 3: 3 h apos indugdo, 4: 4 h apos indugdo, ON: 16 h apds
inducdo. A seta evidencia a expressao da proteina de interesse ao longo do tempo, com a massa molecular
esperada. A borda vermelha demonstra o melhor resultado encontrado.

4.3.2 Expressdo da contrugdo TRX-DSM-14977

Para 0s ensaios com a constru¢do TRX-DSM-14977 foi possivel observar o
enriquecimento da banda ao longo do tempo de inducdo, em aproximadamente, 34 kDa,
referente a massa molecular esperada, para a DSM-14977 nas diferentes temperaturas
testadas. Para a cepa de E. coli C43-pLysS nédo foi observado um aumento significativo da
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expressdo da proteina de interesse em nenhuma das temperaturas testadas (37 °C e 27 °C e 17
°C) (Figura 20 D-F). A expressao da DSM-14977 também n&o foi observada para as cepas de
E. coli BL21(DE3)pLysS e rosetta gami. A cepa BL21(DE3), indicou a superexpressdo da
proteina alvo fusionada a TRX a 37, 27 e 17 °C (Figura 20 A-C, respectivamente). Entretanto,
a maior superexpressdo da TRX-DSM-14977 foi observada para a cepa BL21(DE3),
evidenciando um melhor resultado a 37°C ap6s a inducdo por 4 horas (Figura 20 A). As cepas
de E. coli BL21(DE3)pLysS e rosetta gami ndo apresentaram crescimento bacteriano para a
construgcdo TRX-DSM-14977.
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Figura 20: SDS-PAGE 12% dos testes de expressdo da construcdo TRX-DSM-14977 em diferentes
condicdes.

A expressao desta construcdo foi testada em diferentes cepas de E.coli (colunas) BL21(DE3) e C-43pLysS
utilizando as diferentes temperaturas de 37°C (A), 27°C (B) e 17°C (C) e C-43pLysS as 37°C (D), 27°C (E) e
17°C (F). O melhor resultado para a expressdo da TRX-DSM-14977 foi obtido em BL21 (DE3) a 37°C, 1
mM de IPTG em D.Ogy 0.8 (borda vermelha). P: Padrdo de peso molecular; aliquotas retiradas: Al: antes da
inducdo da expressdo, 1: 1 h apds inducdo, 2: 2 h apds inducéo, 3: 3 h apos inducdo, 4: 4 h ap6s indugdo, ON: 16
h ap6s inducéo. A seta evidencia a expressao da proteina de interesse ao longo do tempo, com a massa molecular
esperada. A borda vermelha demonstra o melhor resultado encontrado.

4.3.3 Expressao da contrucdo pelB-DSM-14977 (DSM-14977)

Para 0s ensaios com a construcdo DSM-14977 foi possivel observar o enriquecimento
da banda de interesse, com massa molecular esperada, de aproximadamente 20 kDa, ao longo

do tempo de inducdo, nas diferentes temperaturas e cepas de E. coli testadas (Figura 21). As



89

cepas C43-pLysS (Figura 21 D-F), rosetta gami (Figura 21 G-l1) e, sobretudo, BL21(DE3)
(Figura 21 A-C), mostraram uma boa expressdo da DSM-14977. A melhor condigdo de
expressao observada para esta construcdo foi em BL21(DE3) a 37°C ap0s 4 horas de indugéo
(Figura 21 A). A cepa BL21(DE3)pLysS ndo apresentou crescimento bacteriano para a
proteina de interesse (Figura 21).
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Figura 21: SDS-PAGE 15% dos testes de expressdo da construcdo pelB-DSM-14977 (DSM-14977) em
diferentes condigdes.

A expressdo desta construcdo foi testada em diferentes cepas de E.coli (colunas) BL21(DE3), C-43pLysS e
BL21(DE3)pLysS respectivamente, utilizando as diferentes temperaturas de 37°C (A,D G), 27°C (B, E e H)
17°C de (C, F, 1), e diversos tempos de indugdo. O melhor resultado para a expressdo da DSM-14977 foi obtido
em BL21 (DE3) a 37°C, 1 mM de IPTG em D.Og, 0.8 (borda vermelha). P: Padrdo de peso molecular; aliquotas
retiradas: Al: antes da inducdo da expressdo, 1: 1 h ap6s inducdo, 2: 2 h apds induc¢do, 3: 3 h apés inducdo, 4: 4 h
apos inducdo, ON: 16 h apds inducdo. A seta evidencia a expressdo da proteina de interesse ao longo do tempo,
com a massa molecular esperada. A borda vermelha demonstra o melhor resultado encontrado.

Portanto, a melhor expressao para todas as trés construcdes foi alcancada utilizando a
cepa BL21(DE3) a 37°C por 4 horas ap6s a inducdo com 1 mM de IPTG em DOgg 0.8. E

importante ressaltar que as amostras em cada gel estdo normalizadas por volume em cada

poco, permitindo andlise quantitativa dos mesmaos.
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4.4 EXTRACAO CELULAR

Apos a analise das melhores condicdes de expressdo das construcbes MBP-DSM-
14977 e TRX-DSM-14977 foi necessario identificar, se apos a lise celular, a proteina estava
na fracdo soltvel ou insollvel. Para isto, as células crescidas nas melhores condicGes foram
lisadas por sonicacdo, e suas fracdes sollvel e insoluvel, separadas por centrifugacédo (Figura

22). Uma porcdo satisfatoria da proteina de interesse foi encontrada na fracao soluvel.

MBP-DSM-14977 TRX-DSM-14977
kDa
P Al 4 P S kba p Al 4 P S
116 116
66
<— 66
45
45 P
35
35
25 -
25
18,4
18,4 R ——

Figura 22: SDS-PAGE 12% da lise celular das constru¢fes MBP-DSM-14977 e TRX-DSM-14977 apés a
expressao.

A expressdo da MBP-DSM-14977 e TRX- DSM-14977 foi obtida em BL21 (DE3) a 37°C, 1 mM de IPTG em
D.Ogyo 0.8. A lise celular foi realizada através do protocolo de sonicacdo onde é possivel observar a porgao
solavel e insolavel do lisado, sendo possivel observar a proteina de interesse presente na fragéo soldvel, ou seja,
no sobrenadante. P: Padrédo de peso molecular; Al: antes de induzir, 4: 4 h ap6s induzir, P: Pellet (insolivel) e S:
Sobrenadante (solvel). As setas vermelhas indicam a banda no gel referente a massa molecular esperada para a
DSM-14977 em cada construgéo.

A principio, para verificar a obtencdo da proteina de interesse, presente na construcdo
pelB-DSM-14977 (DSM-14977) foram realizados quatro protocolos diferentes de choque
osmético, a fim de extrair, somente, o contetdo periplasmatico (Figura 23A). Isto é necessario
devido a presenca do peptideo sinal pelB que possibilita a exportagdo da DSM-14977 para
este compartimento celular. Dentre os protocolos utilizados, o que se mostrou mais eficiente,
foi o segundo, o qual emprega a lisozima em um dos passos de extracdo, assim, a proteina
DSM-14977 foi obtida na fracdo soluvel (Figura 23A). Para investigar se a presenca da
lisozima era necesséria para a extracdo soluvel realizamos outro ensaio através de um quinto
protocolo de choque osmotico utilizando 50, 100 ou 500 pg/mL de lisozima (Figura 23 B).
Com 50 pg/mL de lisozima ja foi possivel observar a presenca da DSM-14977 na fragéo
solavel. Isto indica que a proteina de interesse provavelmente ndo foi enderecada

corretamente para 0 compartimento programado visto que precisaria da lisozima, que é uma
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hidrolase de polissacarideos da parede celular de bactérias, para ser extraida de dentro da
celula. Portanto, com a necessidade da lise celular, utilizamos o mesmo protocolo de lise por
sonicacdo das outras construcdes para retirar a DSM-14977 que foi observada
majoritariamente na fracdo soluvel (Figura 23 C).
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Figura 23: SDS-PAGE 15% da extracéo celular da construcéo pelB-DSM-14977 apés a expressao da
proteina.

A expressdo da pelB-DSM-14977 foi obtida em BL21 (DE3) a 37°C, 1 mM de IPTG em D.Ogq 0.8. Para a
extragdo celular da DSM-14977 foram utilizados quatro diferentes protocolos, sendo, o segundo deles, o mais
eficiente, consistindo na utilizagdo de lisozima (A). Outro protocolo de choque osmético empregado fez uso de
lisozima nas seguintes concentracdes: 50, 100 ou 500 pug/mL (B). Com indicios da necessidade da lise celular, o
protocolo de lise por sonicacdo foi utilizado onde a DSM-14977 foi observada, predominantemente, na fracéo
soltvel (C). Isto sugere que a proteina de interesse ndo foi enderecada corretamente para o periplasma. P: Padréo
de peso molecular; L1, L2, L3 e L4: lisado celular do protocolo 1, 2, 3 e 4, respectivamente; P1, P2, P3 e P4:
pellet celular (insolGvel) do protocolo 1, 2, 3 e 4; S1, S2, S3 e S4: sobrenadante (soltvel) do protocolo 1, 2, 3 e
4, respectivamente; L50, 100 ou 500, P50, 100 ou 500 e S50, 100 ou 500: lisado, pellet e sobrenadante com 50,
100 ou 500 pg/mL de lisozima, respectivamente; Al: antes de induzir, 4: 4 h ap6s induzir, P: Pellet, S:
Sobrenadante.

Com a constatacdo da superexpressdo soluvel das trés construcBes foi possivel dar
prosseguimento aos ensaios de purificacdo de cada uma delas.

4.5 PURIFICACAO DA CONSTRUCAO MBP-DSM-14977, TRX-DSM-14977 e DSM-
14977



92

Os ensaios de purificacdo das proteinas solliveis MBP-DSM-14977, TRX- DSM-
14977 e DSM-14977 foram realizados a partir da expressdo das proteinas em 1L de LB
utilizando a cepa BL21(DE3) a 37°C, induzida com 1mM de IPTG em DOgg 0.8, e induzida
por 4 horas. Apoés a lise celular por sonicacdo, as amostras presentes na fracdo soltvel, foram
aplicadas nas diferentes cromatografias.

A purificacdo das construcbes MBP-DSM-14977 e TRX-DSM-14977 foi realizada
através da cromatografia de afinidade a niquel, utilizando a coluna His-Trap (GE), em sistema
Akta-prime, com eluicdo realizada através de gradiente crescente de imidazol (Figuras 24 e
25, respectivamente).

No cromatograma da purificagdo da construcdo MBP-DSM-14977 pode ser observado
um primeiro pico que corresponde as proteinas contaminantes de E.coli (fracdo entre 194 -
272 mM de imidazol). O segundo pico cromatografico € coincidente com a fracdo 280 - 420
mM de Imidazol, na qual, a construcdo MBP-DSM-14977 foi eluida e se apresentou bastante
enriquecida, como é possivel observar no gel SDS-PAGE 12% (Figura 24).
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Figura 24: Cromatograma da purificacdo e SDS-PAGE 12 % da purificacéo da proteina MBP-DSM-
14977.

A purificacio foi feita utilizando uma coluna His-trap em sistema Akta-prime em tamp&o A (50 mM Tris-HCl,
pH 7,2, 150 mM de NaCl, 5mM imidazol). A injecdo foi realizada com 25 mL do sobrenadante da lise. A
lavagem com tampdo A para a retirada de ligantes inespecificos e a eluicdo das proteinas foi feita com um
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gradiente linear crescente de imidazol de 0 a 1 M. Em seguida, a coluna foi lavada com 100 % do tampéo B
(Tampé&o Tris-HCI 50 mM, pH 7,2, 150 mM NaCl e 2 M de imidazol). P: Padrdo de peso molecular; SN:
sobrenadante injetado, FT: Flow-through; L: Lavagem; L2: lavagem com 2 M de imidazol, TA: controle com
tampao de amostra. 1: 1° pico cromatografico: 194-272 mM de imidazol e 2: 2° pico cromatografico: 280-420
mM imidazol. A seta vermelha indica a banda de proteina na massa molecular esperada.

No cromatograma da purificacdo da construcdo TRX-DSM-14977 foi observado um
primeiro pico cromatografico, correspondente as proteinas contaminantes de E.coli,
observado na fracdo entre 84 e 118 mM de imidazol. O segundo pico cromatografico
corresponde a fragdo 214-356 mM de imidazol, na qual a construgdo TRX-DSM-14977 foi
eluida e se apresentou bastante enriquecida e homogénea, como pode ser observado no gel
SDS-PAGE 12% (Figura 25).

500 100 — ADSOIVanCiasgg
---- |midazol
3 400- - 80
£ 3
o [=1
Esuu- - 60 8
= o
S 200+ -40 =
5 =
3 100 L 20
=L
0 0
300
wa P SNFT L 1 P 2 2 2 2 2 2 2 2 P L2 TA
116
66
45
35 - D G G Gy e <—
25
18,4
14.4

Figura 25: Cromatograma da purificacdo e SDS-PAGE 12 % da purificacdo da proteina TRX-DSM-
14977.

A purificacdo foi feita utilizando uma coluna His-trap em sistema Akta-prime em tampdo A (50 mM Tris-HCl,
pH 7,2, 150 mM de NaCl e 5mM imidazol). A injecdo foi realizada com 25 mL do sobrenadante da lise. A
lavagem com tampdo A para a retirada de ligantes inespecificos e a eluicdo das proteinas foi feita com um
gradiente linear crescente de imidazol de 0 a 0,5 M. Em seguida, a coluna foi lavada com 100 % do tampdo B
(Tampédo Tris-HCI 50 mM, pH 7,2, 150 mM NaCl e 2 M de imidazol). P: Padrdo de peso molecular; SN:
sobrenadante injetado, FT: Flow-through; L: Lavagem; L2: lavagem com 2 M de imidazol, TA: controle com
tampdo de amostra. 1: 1° pico cromatogréafico: 84-118 mM de imidazol e 2: 2° pico cromatografico: 214-356
mM imidazol. A seta vermelha indica a banda de proteina na massa molecular esperada.
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Para os ensaios de purificacdo da construcdo pelB-DSM-14977, as propriedades
bioguimicas da proteina alvo foram exploradas e diferentes métodos de fracionamento foram
aplicados, como: a cromatografia de troca catiénica (HiPrep Sepharose FastFlow 16/10 e SP
650M) e a cromatografia hidrofébica (HiTrap Butyl FF e HiTrap phenyl FF) utilizando
diferentes resinas e diferentes protocolos (dados ndo mostrado).

Apos diversos protocolos testados de purificagdo, esta foi alcangada através da
utilizacdo de dois passos: a cromatografia hidrofobica (coluna Hiprep butyl FF 16/10) seguida
da cromatografia de afinidade a heparina (coluna Hi-Trap heparin HP) em sistema Akta-
prime com eluicdo realizada através de gradiente decrescente e crescente de sal,
respectivamente (Figura 26 e 27).

No primeiro passo de purificacdo da DSM-14977 um primeiro relevo cromatogréafico
condiz com as proteinas contaminantes de E.coli, que foi observado na fracdo entre 1,6 M-220
mM de sal, durante o gradiente decrescente de sal. A DSM-14977 foi eluida em dois picos,
um correspondente & fragdo 160 mM - 0 M de sal e, em um outro, na lavagem da coluna com
agua, o que demonstra uma forte ligacdo hidrofébica como observado no gel SDS-PAGE 15%
(Figura 26).
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Figura 26: Cromatograma e SDS-PAGE 15 % do primeiro passo de purificagdo da construcdo DSM-
14977 (pelB-DSM-14977).

A purificacio foi feita utilizando coluna Hiprep butyl FF 16/10 em sistema Akta-prime em tamp&o A (50 mM
Tris-HCI, pH 8,0, 2 M de NaCl). A inje¢do foi realizada com 12,5 mL do sobrenadante da lise. A lavagem foi
feita com tampdo A para a retirada de ligantes inespecificos e a eluigdo das proteinas realizada com um gradiente
linear decrescente de sal de 2 a 0 M. Em seguida, a coluna foi lavada com 100% do tampéo B (tampéo Tris-HCI



95

50 mM, pH 8,0). P: Padréo de peso molecular; SN: sobrenadante injetado, FT: Flow-through; L: Lavagem; LA:
lavagem com &gua, T.A.: controle com tampéo de amostra. 1: 1° pico cromatografico (1.6 M - 220 mM de sal),
2: 2° pico cromatografico (160 mM - 0 M de sal) e 3: 3° pico cromatografico (lavagem com agua). A seta mostra
a banda relativa a massa molecular esperada para a DSM-14977.

A cromatografia de afinidade a heparina foi realizada como um segundo passo de
purificagdo da DSM-14977. No cromatograma é possivel observar um “ombro” na fracdo
entre 520 mM - 600 mM de sal, correspondente as proteinas contaminantes de E.coli. A
DSM-14977 foi eluida em dois picos, um equivalente a fracdo 620 - 920 mM de sal e, em um
outro, na fracdo 1 — 1.5 M de sal, mostrando que a DSM-14977 se liga com alta afinidade ao

componente da coluna como pode ser observado no gel SDS-PAGE 15% (Figura 27).
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Figura 27: Cromatograma e SDS-PAGE 15 % do segundo passo de purificacio da constru¢cdo DSM-14977
(pelB-DSM-14977).

A purificagio foi feita utilizando coluna Hitrap-heparin HP em sistema Akta-prime em tamp&o A (10 mM Tris-
HCI, pH 8,0). A injecdo foi realizada com 70 mL da amostra obtida na cromatografia hidrofébica. A lavagem foi
realizada com tampdo A para a retirada de ligantes inespecificos e a elui¢do das proteinas feita com um gradiente
crescente de sal de 0 a 2 M. Em seguida, a coluna foi lavada com 100% do tamp&o B (10 mM Tris-HCI, pH 8,0 e
2 M de NaCl). P: Padrdo de peso molecular; SN: sobrenadante injetado, FT: Flow-through; L: Lavagem. 1: 1°
pico cromatografico (520 - 600 mM de sal), 2: 2° pico cromatografico (620 — 920 mM de sal) e 3: 3° pico
cromatografico (1 — 1.5 M de sal). A seta mostra a banda relativa a massa molecular esperada para a DSM-
14977.

As fracdes do pico 2 foram utilizadas paras os ensaios de caracteriza¢do bioquimica e

estrutural da DSM-14977, visto que a proteina de interesse se encontra pura e na forma livre,
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sem a necessidade de passos de clivagem e de uma nova purificagdo, como seria 0 caso para
as construcdes MBP-DSM-14977 e TRX- DSM-14977.

Desta forma, todos os ensaios obtidos a partir daqui foram realizados com a proteina
DSM-14977 oriunda da construcdo pelB-DSM-14977.

4.6 ESTUDOS ESTRUTURAIS DA FOSFATASE PUTATIVA DSM-14977

Os estudos estruturais de proteinas sdo de grande importancia, pois o enovelamento
correto esta intimamente ligado a funcéo bioldgica desempenhada pela enzima. Portanto, sua
caracterizagdo estrutural por técnicas espectroscopicas, como, o dicroismo circular (CD) e
fluorescéncia permitem o monitoramento do conteddo estrutural secundario e terciario de
proteinas, respectivamente, permitindo avaliar a estabilidade da enzima frente a diferentes

condigdes.

4.6.1 Dicroismo circular

O conteldo da estrutura secundaria da fosfatase putativa DSM-14977 foi analisado por
dicroismo circular (CD). O espectro de CD da DSM-14977 evidenciou uma mistura de o-
hélice e folha-f3, com um pico positivo préximo a 195 nm e um vale em 208 e 222 nm,
condizente com o esperado para fosfatases pertencentes a superfamilia das dealogenases
haloacidas, mostrando que a proteina encontra-se estruturada apo6s a purificacdo. Os ensaios
foram realizados com a DSM-14977 a 10 uM em tampéao Tris 10 mM em pH 8,0, com o
intuito de identificar se a proteina DSM-14977 estava (Figura 28).
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Figura 28: Espectro de dicroismo circular da fosfatase putativa DSM-14977.

Os ensaios foram realizados com tampdo 10 mM Tris-HCI pH 8. O espectro obtido apresenta o perfil de
estrutura secundaria da DSM-14977 caracteristico de a-hélice com dois vales em 222 e 208 nm e um pico
préximo a 195 nm, caracteristico de folha-p.

4.6.2 Espectroscopia de fluorescéncia

Para estudar o comportamento estrutural terciario da fosfatase putativa DSM-14977
foram realizados ensaios de fluorescéncia intrinseca do triptofano frente a agentes
desnaturantes fisicos (temperatura) e quimicos (ureia e cloridrato de guanidina). Estes
residuos séo sondas intrinsecas, geralmente, presentes em centros hidrofébicos proteicos, que
podem ser monitorados através da excitagdo a 280 nm de comprimento de onda. O espectro
de emissdo de fluorescéncia do triptofano muda conforme a polaridade do meio. Quando em
ambiente apolar ele emite em comprimentos de onda menores, deslocados para o azul. Ja em
ambiente polar, o triptofano emite em comprimento de onda maiores, deslocados para o
vermelho. Desta forma, este aminoécido pode ser utilizado como sonda intrinseca para 0s
estudos de enovelamento proteico. Os espectros de fluorescéncia podem ser avaliados quanto
ao centro de massa espectral, que leva em consideracdo a intensidade e a &rea do pico
estudado. A partir das intensidades maximas de emissdo de fluorescéncia, os célculos de
centro de massa foram realizados em funcdo da concentracdo do agente desnaturante
utilizado.

As amostras de DSM-14977, na concentracdo de 1uM, utilizadas para os ensaios de
estabilidade foram incubadas, por 16 h, em tampé&o Tris-HCI 10 mM, pH 8,0, em diferentes

concentracdes de agentes desnaturantes.
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O comportamento estrutural da DSM-14977 na presenca de 0 a 8 M de ureia
evidenciou que a proteina perde gradativamente sua estrutura, mostrando centro de massa
deslocado para comprimentos de onda maiores com o aumento da concentracfes de ureia.
Cabe ressaltar, que o espectro de emissdo de fluorescéncia ja se inicia um pouco deslocado
para comprimentos de onda maiores, em torno de 346 nm, isto indica, que parte dos sete
triptofanos existentes na estrutura primaria da proteina, podem estar expostos ao solvente
levando a este deslocamento do centro de massa espectral. Entretanto, com 0 aumento da
concentracdo de ureia, € possivel observar maior exposicédo destes triptofanos, indicando uma
tendéncia ao desenovelamento em funcdo do aumento da concentragdo de ureia,

principalmente, apos 3 M deste agente desnaturante (Figura 29).
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Figura 29: Estabilidade da DSM-14977 na presenca de diferentes concentragbes de ureia através de
fluorescéncia.

A estabilidade estrutural da proteina DSM-14977 foi acompanhada através do monitoramento de mudancas no
centro de massa espectral. O aumento da concentracdo de ureia, especificamente apés 3 M, leva a um
deslocamento do centro de massa para valores maiores de comprimento de onda, indicando que ha uma
tendéncia a perda estrutural. Cabe ressaltar, que em 0 M de ureia a proteina ja possui centro de massa deslocado
para o vermelho, indicando a presenga de triptofanos expostos ao solvente. A andlise foi realizada com 1 uM de
proteina em tampdo Tris-HCI 10 mM, pH 8,0. Todos os experimentos foram realizados em triplicata.

Os estudos de estabilidade da DSM-14977 também foram realizados na presenca de
cloridrato guanidina (0 a 6 M) através de fluorescéncia (Figura 30). A avaliacdo do centro de
massa espectral da proteina indica a perda completa de sua estrutura a partir de 2,0 M deste
agente desnaturante, mostrando uma forte alteracdo estrutural, logo nas primeiras

concentracOes de desnaturante testadas.
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Figura 30: Estabilidade da DSM-14977 na presenca de diferentes concentracbes de cloridrato de
guanidina através de fluorescéncia.

A estabilidade estrutural da proteina DSM-14977 foi acompanhada através do monitoramento de mudangas no
centro de massa espectral. O aumento da concentracdo de cloridrato de guanidina, especificamente apds 0,5 M,
leva a um grande deslocamento do centro de massa, para comprimentos de onda maiores, indicando que h&a uma
grande perda estrutural. Cabe ressaltar, que em 0 M de cloridrato de guanidina a proteina j& possui centro de
massa deslocado para o vermelho, indicando a presenca de triptofanos expostos ao solvente. A analise foi
realizada na presenca de 1 uM de proteina em tampéo Tris-HCI 10 mM, pH 8,0. .Todos os experimentos foram
realizados em triplicata.

Para avaliar a termoestabilidade da DSM-14977 foi realizado ensaios de fluorescéncia
intrinseca do triptofano em diferentes temperaturas: 30, 40, 50, 60, 70, 80, 85 e 90°C. Neste
ensaio, 0 monitoramento do centro de massa espectral mostrou que a proteina é altamente
termoestavel até 85°C. No entanto, a proteina perde totalmente sua estrutura quando a
temperatura atinge 90°C, indicando que desestruturagdo, apds 85°C, é muito drastica (Figura
31).



100

365+ }

£ 360-

o 4

/2]

& 355+

£ ]

S 350-

s

o 345- .

o L

MM+ T
30 40 50 60 70 80 90

Temperatura (°C)

Figura 31: Termoestabilidade da DSM-14977 através de fluorescéncia.

A termoestabilidade da proteina DSM-14977 foi acompanhada através do monitoramento de mudancas em seu
centro de massa espectral em diferentes temperaturas. A proteina possui alta termoestabilidade mostrando-se
estavel até 85°C. Entretanto, a proteina perde completamente sua estrutura quando a temperatura atinge 90°C. A
andlise foi realizada na presenca de 1 uM de proteina em tampdo Tris-HCI 10 mM, pH 8,0. Todos os
experimentos foram realizados em triplicata.

Os dados referentes a estabilidade estrutural da DSM-14977 na presenca de agentes
desnaturantes indicaram que a proteina é bem mais estavel em ureia do que em cloridrato de
guanidina. Esta proteina possui uma forte tendéncia a formacdo de oligbmeros em solucéo.
Provavelmente, estes oligdbmeros sdo rapidamente desfeitos na presenca de guanidina, devido
ao seu efeito drastico em proteinas, sendo este efeito minimizado na presenca de ureia.

A DSM-14977 mostrou-se altamente termoestavel condizente com 0 organismo
termofilo ao qual esta proteina pertence. Cabe ressaltar, que os resultados obtidos também
estdo de acordo com a possivel oligomerizacdo da enzima, geralmente observada para

organismos termdfilos, o que poderia explicar a drastica perda estrutural apés 85°C.

4.7 estudos funcionais da fosfatase putativa dsm-14977

4.7.1 Dosagem da atividade enzimatica

As enzimas da superfamilia HAD que ja foram caracterizadas, possuem dependéncia a
metal, sendo este, necessario para sua atividade enzimatica (Proudfoot et al, 2004; Godinho et
al, 2011, Kuznetsova et al, 2004). Desta forma, como a fosfatase putativa DSM-14977 foi
prospectada, possui funcdo desconhecida, e como ndo temos evidéncias da melhor condigdo

de atividade, foi necessario fazermos alguns testes para sua caracterizacdo enzimatica.
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Inicialmente, utilizamos o p-nitrofenil-fosfato, substrato artificial comumente utilizado na
caracterizagdo de fosfatases, para testar a atividade fosfatisica da DSM-14977. Para isto,
foram testadas trés temperaturas (20, 40 e 60°C) e pHs (6, 7 e 8) diferentes na presenca de 5
mM de MgCl, (Figura 32).
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Figura 32: Atividade fosfatésica da proteina DSM-14977 em diferentes condicdes.

A atividade fosfatésica da fosfatase putativa DSM-14977 foi verificada utilizando o p-nitrofenil-fosfato que é um
substrato geral catalisado por fosfatases utilizando temperaturas (20, 40 e 60°C) e pHs (6, 7 e 8) diferentes. A
concentragdo da proteina e substrato para este ensaio foi de 0,5 mg/mL e 2,5 mM,, respectivamente.

Observamos que houve uma pequena atividade em todas as condigdes testadas,
entretanto, em pH 7,0 a 60°C, a atividade dobrou quando comparada com as demais. Com
este resultado, foi possivel realizar novos ensaios enzimaticos utilizando diferentes substratos
comuns as fosfatases.

Com o intuito de identificar o substrato 6timo para esta fosfatase, realizamos a triagem
de diferentes substratos através do monitoramento da producao de fosfato livre usando verde
malaquita. Assim, a atividade da fosfatase do DSM-14977 purificada foi testada e avaliada em
condi¢cBes padrdo como descrito na secdo materiais e métodos utilizando substratos
fisiologicos, como: ribo- e nucleosideos tri- e difosfatos, fosfatos de agUcar e outros

metabdlitos fosforilados, bem como, polifosfatos (Figura 33).
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Figura 33: Atividade especifica da DSM-14977 na presenca de diferentes substratos fosforilados a 40°C.
Neste ensaio, foram utilizados substratos naturais e artificiais para caracterizacdes de fosfatases através do
monitoramento da producdo de fosfato livre medido pelo método verde de malaquita. Os ensaios foram
realizados com aproximadamente 0,06 mg/mL de DSM-14977 em tamp&o Tris-HCI 10 mM, pH 8,0 na presenca
de 5 mM de MgClI, por 30 minutos. A concentracdo de cada substrato foi realizada conforme o item 3.2.11.
Acima da linha azul podemos observar os substratos com resultados mais significativos e os resultados abaixo da
linha azul foram desconsiderados.

A DSM-14977 mostrou o mesmo padrdo de catalise para os substratos testados nas
replicatas, evidenciando uma maior atividade fosfohidrolasica para os substratos: frutose 1,6
difosfato, ADP, poli P-75 e fosfotirosina, e uma menor atividade para os substratos: frutose
6P, CTP, polifosfato-3, polifosfato-25 e fosfotreonina. Embora o desvio padréo tenha ficado
grande para alguns substratos, aqueles supracitados foram os que ficaram acima da média. A
DSM-14977 ndo mostrou atividade detectavel para fosfoserina, FMN, piridoxal 5-fosfato,

naftil-fosfato, glicerol-fosfato e pirofosfato.

4.8 MODELAGEM MOLECULAR DA FOSFATASE DSM-14977

Para explorar os dados de caracterizagdo bioquimica e estrutural da fosfatase DSM-
14977, utilizamos a ferramenta BLAST da plataforma NCBI, para buscar proteinas com
sequéncias similares, no intuito de propor um modelo estrutural por homologia para a DSM-
14977. No entanto, ndo houve resultados com algo grau de homologia de sequéncia primaria
com as estruturas depositas no PDB (Protein data bank), desta forma, a utilizacdo de
programas computacionais simples para a modelagem automatica ndo serviria ao nosso

propasito.
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Sendo assim, utilizamos o programa I-TASSER, que a partir da sequéncia de
aminoacidos da DSM-14977, € capaz de gerar automaticamente, predi¢des de modelos
estruturais de alta qualidade e funcdo bioldgica para a proteina de interesse. Este programa
utiliza 10 diferentes algoritmos de comparacdo de sequéncias (profile-profile): FFAS-3D,
HHsearch, MUSTER, pGenTHREADER, PPAS, PRC, PROSPECT2, SP3, e SPARKS-X.

Estes algoritmos representam a sequéncia de interesse e as do banco de dados por um
perfil, também chamados de position-secific scoring sequences (PSSMs). Os perfis sdo
calculados através do multiplo alinhamento de sequéncias relacionadas que foram coletadas.
O profile é uma matriz contendo, para cada posi¢do da sequéncia de estudo, um score de
similaridade para os 20 aminoécidos. Estes scores sdo calculados de acordo com as
frequéncias de cada residuo de aminoacido em cada posicao em mdultiplos alinhamentos de
sequéncia. Como os profiles contém muito mais informacgdes do que um simples alinhamento,
os métodos profile-profile sdo muito mais sensiveis do que métodos de comparacao
sequéncia-sequéncia, como por exemplo, o BLAST, ou profile-sequéncia, como o PSI-
BLAST. Assim, cada um dos 10 algoritmos coleta 10 alinhamentos gerando os 100 melhores
alinhamentos gerais. O I-TASSER entdo ranqueia os 10/100 melhores alinhamentos e utiliza
o melhor score para a modelagem molecular automatica. Desta forma, as modelagens sdo
realizadas de forma mais especifica e direcionada para proteinas que possuem baixa
homologia de sequéncia com aquelas disponiveis nos bancos de dados, como € o caso da
DSM-14977.

O melhor analogo estrutural observado para a DSM-14977 foi a fosfatase de
pirofosfato inorgénico, fosfolisina e fosfohistidina humana, LHPP (PDB 2x4d), e com este
modelo, a predicao estrutural da DSM-14977 foi realizada pelo préprio I-TASSER. O modelo
da DSM-14977 evidenciou um padrdo de enovelamento proximo ao caracteristico para esta
classe de enzimas, com uma folha-p central e fitas-p ligadas por a-hélices. Além disso, é
possivel observar a posicdo dos seguintes residuos cataliticos, a saber, o acido aspartico D32
que é o nucleofico, o acido aspartico D34 (motivo 1), a serina S68 conservada (motivo I1), a
lisina K92 (motivo IlI) e os residuos de glicina G116, acido aspéartico D117 e D122 (motivo
IV) (Figura 34).
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Figura 34: Modelagem Molecular da DSM-14977 através da predi¢do estrutural.

O modelo da DSM-14977 pode ser observado evidenciando o padrdo de enovelamento semelhante ao observado
para a superfamilia HAD, com uma folha- central e fitas-p (amarelo) paralelas ligadas por a-hélices (vermelho)
e a presenca de loops (verde). Em (A) visdo do N- para o C-terminal e em (B) observamos a rotagdo do modelo em 180°.
Além disso pode ser observado os residuos cataliticos que compdem o sitio ativo (laranja), o N-terminal (ciano)
e 0 C-terminal (magenta). O melhor analogo estrutural obtido para a DSM-14977 foi a proteina LHPP (PDB
2X4D), uma fosfatase de pirofosfato inorganico, fosfolisina e fosfohistidina humana.

Nossos resultados indicaram a proteina CbbY (PDB 4UAS), uma fosfatase de
Rhodobacter sphaeroides, como analogo funcional. A proteina CbbY descrita como uma
fosfatase ligadora da xilulose-1,5-bifosfato (XuBP) € altamente seletiva e realiza a converséao
do XuBP em xilulose-5-fosfato (BRACHER et al., 2015). O XuBP é um grande inibidor da
ribulose-1,5-bifosfato carboxilase/oxigenasse, a proteina Rubisco, que hidrolisa a conversao
do dioxido de carbono atmosférico em compostos organicos em organismos fotossintéticos.
Neste trabalho, os pesquisadores realizaram uma mutacdo no acido aspartico (Asp 10)
conservado para Asparagina (Asn 10) para estudar a especificidade da CbbY pelo XuBP
(PDB: 4UAT). Este mutante revelou que a CbbY coopera com a atividade da Rubisco
evitando um acumulo prejudicial do XuBP que inibe o funcionamento desta proteina.

Desta forma, o modelo funcional da fosfatase DSM-14977 mostrou perfeita
sobreposicdo dos aminoacidos presentes no sitio catalitico (Figura 35), ou seja, onde a
xilulose-1,5-bifosfato da fosfatase CbbY se liga. Estes resultados sugerem que a DSM-14977
possui caracteristicas estruturais de uma fosfatase ligadora de acglcar. Cabe ressaltar, que estes
dados corroboram com aqueles obtidos para a caracteriza¢do bioquimica da DSM-14977, que

mostrou que a enzima tem a capacidade de defosforilar alguns substratos, dentre eles, a
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frutose 1,6-bisfosfato, podendo estar envolvida no metabolismo de agUcar da bactéria
extremdfila Oceanithermus profundus, sendo esta, provavelmente, a funcdo bioldgica da
fosfatase DSM-14977.

Xilulose-1,5-bifosfato

Figura 35: Modelagem Molecular da DSM-14977 através da predi¢do funcional.

O modelo da DSM-14977 pode ser observado, em cinza, mostrando padrdo de enovelamento semelhante ao
observado para a superfamilia HAD, com uma folha-p central e fitas-p ligadas por a-hélices O melhor analogo
funcional obtido para a DSM-14977 foi a proteina CbbY (PDB 4UAS) de Rhodobacter sphaeroides, uma
fosfatase ligadora de agUcares, especificamente a xilulose 1,5-bifosfato, envolvida com o metabolismo
fotossintético desta bactéria e com o controle da Rubisco. Aqui apresentamos o modelo da DSM-14977 e a
sobreposicdo da xilulose 1,5-bifosfato a partir das coordenadas do PDB (4UAT), mostrando a sobreposicéo
perfeita das cadeias laterais do sitio ativo e a coordenagdo do 4&tomo de Magnésio, cofator para a atividade
enzimatica desta proteina.
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5. DISCUSSAO

As enzimas sdo cada vez mais utilizadas como biocatalisadores em diversos setores
industriais devido ao seu potencial em vérias aplicacdes biotecnoldgicas gerando grande
interesse no desenvolvimento de novas pesquisas nesta area. Os biocatalisadores s&o
moléculas biodegradaveis, mais estaveis, além de gerar menos emissdes e subprodutos
comparados com 0s processos quimicos convencionais. Em virtude disso, resultam em um
baixo impacto ambiental e sdo mais ecoldgicos, sendo uma solucdo para muitos desafios
industriais (SARMIENTO, 2015; SANDERSON, 2011; LI, 2012; GAVRILESCU E CHISTI,
2005).

Contudo, para a maior utilizacdo destes biocatalisadores € necessario torna-los mais
eficientes e vantajosos em relacdo ao custo e producgdo, visto que, a substituicdo dos
catalisadores quimicos pelos biocatalisadores ainda € restrita devido ao seu uso bem
estabelecido no mercado. Neste contexto, o estudo e o desenvolvimento de novos
biocatalisadores, especialmente, aqueles obtidos de organismos extreméfilos, sdo essenciais
visando enzimas com maior estabilidade, reprodutibilidade, seletividade e melhor
desempenho em condicdes adversas para uso em diversos processos industriais (DUMORNE,
2017; BOTTCHER E BORNSCHEUER, 2010).

A bioprospeccao é uma estratégia utilizada para o conhecimento e desenvolvimento de
novas enzimas contribuindo para o fornecimento de biocatalisadores. Através desta estratégia
diversos biocatalisadores ja foram produzidos e sdo utilizados em varios setores industrias
como a hidantoinase de Agrobacterium e carbonil redutase de Sporobolomyces salmonicolor
(industria farmacéutica), tirosina fenol-liase de E. herbicola e nucleosideo fosfotransferase de
Morganella morganii (industria alimenticia), nitrila hidratases (industria quimica) (OGAWA
E SHIMIZU, 2002; SCHMID, 2001). Neste contexto, a enzima DSM-14977 de
Oceanithermus profunus foi prospectada para o desenvolvimento deste estudo. Apesar de ndo
existir nenhum dado experimental relativo a esta proteina, ela esta anotada como uma
fosfatase putativa, possuindo os motivos cataliticos conservados para a superfamilia das
dealogenases haloacidas (HAD), composta principalmente por fosfatases. As fosfatases
possuem aplicacdes em diferentes ramos industriais, como na industria de alimentos,
farmacos e cosméticos, além de serem importantes em ensaios bioquimicos, na deteccdo e
biorremediagdo de solos e agricultura, tornando-se, assim, um excelente alvo biotecnoldgico

para o estudo de novos biocatalisadores. Neste trabalho, o objetivo principal foi realizar a
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prospeccao e a caracteriza¢do bioquimica e estrutural da fosfatase putativa DSM14977 para o
conhecimento de um nova enzima de interesse biotecnoldgico.

Para isto, 0 gene sintético codificante da DSM-14977 foi subclonado nos plasmideos
de expressdo pET22b, pETM30-MBP e pET32a. Assim, como descrito por COSTA et al
(2014) e LAVALLIE (2000) a fusdo da proteina de interesse a MBP e TRX, respectivamente,
permitiu alcangar elevados niveis de expressao soltvel, bem como, com a insercdo do pelB
(SOCKOLOSKYA E SZOKAA, 2013; YOON, 2010). Os trés DNA recombinantes foram
expressos em E. coli e a melhor condicdo de expressdo paras as trés construcoes foi em BL21
(DE3) a 37°C com 1 mM de IPTG em D.Ogoonm 0,8.

Apols a expressdo, as constru¢cbes MBP-DSM-14977 e TRX-DSM-14977 foram
recuperadas na fracdo soluvel através de lise celular por sonicacdo. Ja para a construcao pelB-
DSM-14977 a extracdo da proteina do espaco periplasmico foi realizada com a utilizacdo de
protocolos de choque osmotico. No entanto, a quantidade de proteina de interesse extraida se
mostrou muito baixa quando comparada com a adi¢do da lisozima, indicando a ineficiéncia do
enderecamento da mesma para o periplasma. A lisozima é uma enzima que catalisa a hidrélise
da ligacdo glicosidica que une os residuos de aglcares aminados presentes no peptidioglicano
da parede celular de bactérias, levando a permeabilidade da parede bacteriana e o
extravasamento das proteinas do periplasma (LOPES, 2004; RATHORE, 2003). Diferentes
fatores podem interferir na passagem da proteina para o compartimento periplasmatico, o
mais provavel € que a sequéncia sinalizadora utilizada, pelB, ndo tenha sido capaz de realizar
tal proposta. Muitas vezes, isto ocorre, devido a impedimentos pertinentes a propria
constituicdo da proteina, como, a composicdo intrinseca de aminoécidos ou o proprio
enovelamento (BYUNG, 2013; KAJAVA, 2000). Portanto, como alternativa, a lise celular
por sonicacdo foi utilizada de forma eficiente para a obtencdo desta construcdo na fracéo
soluvel.

As trés construcbes MBP-DSM-14977, TRX-DSM-14977 e DSM-14977 (pET22b)
foram purificadas de acordo com as caracteristicas intrinsecas de cada construgéo. Para MBP-
DSM-14977 e TRX-DSM-14977 foi utilizada a cromatografia de afinidade a niquel devido ao
tag de histidina presente nestas contru¢fes. Para a construgdo DSM-14977 foram feitos
inimeros protocolos e diferentes tipos de cromatografia utilizando as propriedades
bioquimicas da proteina para isto, como, seu alto pl (11,11), alta hidrofobicidade e possivel
ligagdo a acucar. O melhor protocolo de purificagdo foi realizado em duas etapas: uma
cromatografia hidrofobica seguida de uma cromatografia de afinidade a heparina. A heparina

é um glicosaminoglicano altamente sulfatado, ou seja, altamente aniénico, de origem natural,
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usado como anticoagulante atuando na cascata da coagulacdo sanguinea (Figura 36) (UDEH
Cl et al, 2013). Além disso, a heparina é capaz de inibir fosfatases como a fosfatase de
polinucleotideo quinase T4 (T4 PNKP), descrito por (ZHAOA, 2017), que é uma enzima
bifuncional com atividades 5'-quinase e 3'-fosfatase possuindo papel importante na resposta
celular de danos ao DNA e no metabolismo do &cido nucleico. Desta forma, a grande
afinidade da DSM-14977 a heparina pode estar associada a sua atuagcdo como ligante
especifico, como, um papel inibitorio ou ainda como um ligante inespecifico devido ao carater

positivo da proteina, evidenciado pelo seu alto pl.

Segmento de heparina

Figura 36: Estrutura da heparina

A heparina € um glicosaminoglicano altamente sulfatado e é usada na indUstria farmacéutica como
anticoagulante. Ela ¢ uma molécula extremanete negativa devido ao seu conteldo de grupos sulfatados e
carboxilatos. A estrutura representa em vermelho o oxigénio, em amarelo o enxofre, em azul o carbono sulfatado
do &cido idurdnico e em verde carbono sulfatado da glicosamina que compdem este glicosaminoglicano.

Os estudos bioquimicos e estruturais foram realizados com a DSM-14977 oriunda da
construcdo pelB, visto que, a mesma encontra-se na forma ivre sem a necessidade de um
passo de clivagem e de uma nova purificacdo, como no caso das construcdes MBP-DSM-
14977 e TRX-DSM-14977.

Os estudos estruturais da enzima DSM-14977 por dicroismo circular, fluorescéncia e
modelagem molecular foram realizados e geraram informagfes importantes quanto ao
conteddo de estrutura secundéria presente na proteina, como também, quanto sua estabilidade
frentes a agentes desnaturantes quimicos e fisicos.

O espectro de dicroismo circular da DSM-14977 evidenciou um contetdo de estrutura
secundaria rico em a-hélices e folhas-B, como ja esperado, por ser tratar de uma fosfatase
putativa pertencente a superfamilia HAD que possui enovelamento do tipo Rossmann
composto por um sanduiche de o/p. Os estudos de modelagem molecular da DSM-14977
realizados pelo programa computacional 1-TASSER evidenciou um padréo de enovelamento
proximo ao caracteristico para a superfamilia HAD, com uma folha-p central e fitas-p ligadas

por a-hélices. Estes dados identificaram como melhor modelo funcional, a fosfatase de
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pirofosfato inorgénico, fosfolisina e fosfohistidina humana, LHPP, e como melhor anélogo
funcional proteina CbbY (PDB 4UAS) que é uma fosfatase de Rhodobacter sphaeroides
ligadora de acucar envolvida.

Os estudos estruturais da DSM-14977 por espectroscopia de fluorescéncia indicaram
um centro de massa deslocado para comprimentos de onda maiores, em torno de 346-348 nm,
diferente do padréo encontrado para a maioria das proteinas enoveladas, observado em torno
de 330 e 340 nm. Entretanto, isto pode ser explicado pela exposicdo de alguns residuos de
aminoacidos aromaticos, que sdo as sondas intrinsecas utilizadas para estes estudos,
constituintes da proteina, a saber, sete triptofanos, uma tirosina e trés fenilalaninas (EFTINK,
1995) (Figura 37). Cabe ressaltar que 3 triptofanos e 1 tirosina e 1 fenilalanina estéo voltados
para o interior desta proteina permitindo os estudos de estabilidade da proteina por
fluorescéncia. A disposicdo dos aminoacidos aromaticos desta proteina pode apontar para um
possivel mecanismo de oligomerizacdo, sugerindo a existéncia de um possivel oligdmero
funcional, o que também é encontrado para outras fosfatases pertencentes a superfamilia HAD
(KUZNETSOVA, 2015). Cabe ressaltar que nossos estudos apontam para a oligomerizacéo

da enzima DSM-14977 em solucdo (dados ndo mostrados)
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Figura 37: Modelo da DSM-14977 mostrando em detalhes a cadeia lateral dos aminoacidos aromaticos

No modelo da DSM-14977 pode ser observado padrdo de enovelamento semelhante ao encontrado para a
superfamilia HAD, com uma folha-B central e fitas- (amarelo) ligadas por a-hélices (vermelho), a presenga de
loops (verde), o sitio ativo (laranja). O N-terminal (ciano) e o C-terminal (magenta) podem ser observados. As
cadeias laterais dos residuos aromaticos podem ser evidenciadas no modelo em roxo, dentre eles, 7 triptofanos, 1 tirosina e 3
fenilalaninas. Na figura podemos observar a exposicdo de alguns destes residuos para o solvente, podendo explicar o
centro de massa deslocado da proteina.

Os estudos de estabilidade estrutural da DSM-14977 foram realizados por
fluorescéncia na presenca de agentes desnaturantes fisicos e quimicos. A investigacdo desses
resultados mostrou que a DSM-14977 é mais estavel na presenca de uréia do que em cloreto
de guanidina. Além disto, a enzima mostrou-se termoestavel até 85°C confirmando se tratar
de uma enzima extremofila do tipo termofilica. Apds esta temperatura a enzima perde rapida e
completamente sua estrutura a 90°C. Uma vez desnaturada, a enzima ndo mostrou evidéncias
de retomar sua estrutura nativa a 30°C (dado ndo mostrado), o que provavelmente, também
n&o ocorre com sua fungéo bioldgica.

A anotacdo funcional de enzimas representa um grande desafio, principalmente, para
aquelas pertencentes a familias cujos membros catalisam reacdes semelhantes ou iguais, mas

que evoluiram para diferentes preferéncias de substrato e fungdes bioldgicas especificas. A
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gama de substratos fosforilados para a superfamilia HAD é geralmente muito ampla, e inclui
varios compostos fosfatados com ou sem acgucar ( KUZNETSOVA, 2015; PFEIFFER, 2014).

Com a finalidade de confirmar a insercdo da enzima putativa DSM-14977 na
superfamilia de fosfatases HAD, estudos bioguimicos foram realizados com a DSM-14977
purificada a partir da pET22b-DSM recombinante. Uma atividade geral de fosfatase foi
identificada utilizando pNPP cuja melhor condicdo foi observada a 60°C em pH 7,0. Esta
maior atividade em pH neutro também é observada na literatura para os membros da
superfamilia HAD, principalmente, devido ao mecanismo catalitico que utiliza o acido
aspartico como nucleéfilo (BURROUGHS, 2006). Uma triagem com diferentes substratos
fosforilados foi realizada para investigar a atividade fosfatasica da DSM-14977 e sua
especificidade. Para isso foram utilizados substratos fisioldgicos, como ribo- e nucleosideos
tri-e difosfatos, fosfatos de acucar e outros metabdlitos fosforilados, bem como polifosfatos.
O monitoramento da atividade foi realizado atraves da quantificacdo da producdo de fosfato
livre usando verde malaquita, onde o fosfato livre forma um complexo com molibdato e o
complexo fosfomolibdato é reduzido pelo meio acido produzindo o cromoforo que pode ser
medido a 650 nm. As maiores atividades cataliticas observadas foram para a fosfotirosina,
ADP, e, principalmente, para polifosfato-75 e frutose 1,6-bifosfato.

De uma forma geral, a literatura especifica para a superfamilia HAD aponta para a
dificuldade em identificar um substrato especifico para estas fosfatases, visto que eles
possuem a capacidade de hidrolisar um vasto espectro de compostos fosforilados, tais como:
acucares, coenzimas, acidos organicos e nucleotideos (PARK, 2015; SEIFRIED et al, 2013;
PFEIFFER, 2014; BURROUGHS et al, 2006). KUZNETSOVA (2015) relata em seu trabalho
sobre a multifuncionalidade que estas enzimas podem ter, na qual algumas séo extremamente
especificas, catalisando a hidrolise de apenas um substrato, enquanto outras sao “promiscuas’.
Estas enzimas atuam, principalmente, como fosfatases com diversas possibilidades para
substratos, mas com perfis diferentes entre si. Funcionalmente, esta “promiscuidade” atribui
relevancia fisiologica importante podendo propiciar beneficios para a célula através de
diferentes mecanismos, como, a eliminacdo de nutrientes, revisdo, balanceamento de pools
metabdlicos e remocdo de antimetabolitos (POSSIK et al, 2017; PANDYA et al., 2014,
LAHIRI et al, 2006; LU et al, 2005 e ZHANG et al, 2005). A especificidade das fosfatases da
superfamilia HAD ¢ ditada por estruturas flexiveis do loop nos dominios central catalitico e
tampa (NGUYEN et al, 2010). A flexibilidade conformacional das proteinas dificulta ainda
mais os esforcos para inferir especificidade ao substrato a partir de informac6es da sequéncia

primaria ou da estrutura tridimensional. O dominio tampa é um importante alvo para mutacéo
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de residuos que interagem com uma parte do substrato sem afetar a catalise de transferéncia
do grupo fosforil realizada no dominio ndcleo catalitico podendo gerar um biocatalisador
mais eficiente e especifico (DUNAWAY-MARIANO, 2010).

No mapa de superficie eletrostatica da DSM-14977 pode ser observado uma
distribuicdo de cargas formando porgdes bastante negativas/neutras ou positivas na proteina
(Figura 38). Na regido do sitio catalitico é formada uma cavidade de ligacdo ao substrato com
carater neutro e levemente negativo constituindo uma importante informacdo para
compreender a especificidade e o mecanismo catalitico da DSM-14977. Entretanto, o que
chamou mais atencdo foi a observacdo de uma regido extremamente positiva na DSM-14977
0 que pode explicar sua forte interagdo com a heparina que é extremamente negativa. E
importante ressaltar, que a modelagem evidenciou do lado oposto ao da regido positiva, uma
regido rica em residuos neutros/hidrofébicos sugestivo de uma regido de oligomerizagéo.
Muitas enzimas de organimos extremofilos tem a tendéncia a oligomerizar como forma de

protecdo em ambientes extremos, como, por exemplo, em altas temperaturas.
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Figura 38: Mapa de superficie eletrostatica do modelo estrutural da DSM-14977

Neste modelo é observado o padrdo de enovelamento semelhante ao encontrado para a superfamilia HAD, com
uma folha-f central e fitas-p (amarelo) ligadas por a-hélices (vermelho), a presenga de loops (verde), 0 sitio ativo
(laranja); o N-terminal (ciano) e o C-terminal (magenta). O mapa de superficies eletrostatica ilustra a
distribuicdo de carga da proteina, mostrando regides mais negativas (vermelho), mais positivas (azul) e neutras
(branco).

Como mencionado anteriormente, 0 modelo da DSM-14977 mostrou enovelamento
caracteristico das fosfatases da superfamilia HAD, além da perfeita organizacdo dos residuos
de aminoé&cidos que formam o sitio ativo caracteristico desta superfamilia. Tal modelo, tanto
estrutural quanto funcional, teve predicdo para enzimas envolvidas no metabolismo de
acucares, 0 que corrobora 0s nossos resultados experimentais obtidos. O analogo funcional
para o0 modelo da DSM-14977 foi a fosfatase CbbY (PDB: 4UAS), altamente seletiva
conhecida como fosfatase de xilulose-1,5-bifosfato (XuBP) (BRACHER, 2015). O XuBP ¢
um potente inibidor da Rubisco que catalisa a converséo do dioxido de carbono atmosférico
em compostos organicos em organismos fotossintéticos. O grupo produziu um mutante (PDB:
4UAT) que mostrou que a CbbY coopera com a atividade da Rubisco evitando um acumulo
prejudicial do XuBP. Além disso, eles observaram que a CbbY foi capaz de liberar um

equivalente de fosfato livre a partir da frutose 1,6-bifosfato. Esses eventos aliados a alta
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defosforilacdo pela DSM-14977 para a frutose 1,6-bifosfato podem evidenciar seu possivel
papel no metabolismo de agUcares.

Desta forma, os estudos bioquimicos e estruturais mostraram que a DSM-14977 é uma
fosfatase pertencente a superfamilia das dealogenases haloécidas indicando um possivel papel
no metabolismo de acucar na bactéria Oceanithermus profundus.

Além disso, a alta catélise para o polifosfato-75 pode indicar sua possivel aplicacdo
biotecnologica na manutencdo da estabilidade de alimentos industriais. SILVA (2008)
descreveu a utilizacdo do polifosfato melhorando o rendimento do produto final avaliado, uma
lingiica de frango, levando ao aumento da suculéncia e auxiliando na sua conservacdo. Os
polifosfatos também sdo utilizados no preparo de misturas de nutri¢do parenteral, diminuindo
a formacdo de precipitados que podem causar obstrucdes pulmonares, levando a
consequéncias clinicas severas (MARKS E CRILL, 2004; ALLWOOD E KEARNEY, 1998).
Além disto, os polifosfatos também s&o utilizados na industria agricola como fontes de
fésforo para o desenvolvimento das plantas.

Outra aplicacdo interessante seria voltada para a industria farmacéutica, visto que o
polifosfato esta envolvido no desenvolvimento do tecido 6sseo, inflamacgéo e outros processos
no organismo humano (TRILISENKO et al, 2015). Recentemente, a descoberta de que o
polifosfato é armazenado em granulos densos de plaquetas e segregado durante a ativacdo
plaquetaria gerou um grande de interesse no papel desta molécula antiga na biologia humana
(TRAVERS et al, 2015). Além disso, foi descoberto que o polifosfato atua como um
chaperona para evitar a agregacdo de proteinas danificadas oxidativamente e também esta
intimamente envolvido na regulacdo das vias gerais de resposta ao estresse oxidativo em
diferentes bactérias (GREY et al, 2015). Desta forma, € de grande interesse 0 estudo de
enzimas envolvidas no metabolismo do polifosfato.

O continuo interesse e 0 progresso no estudo de enzimas proporcionam maior sucesso
em éareas de biocatalise industrial, principalmente, na area de biotransformacdes. Existem
diversos fatores que influenciam esse crescente interesse, dentre eles, a promiscuidade
enzimatica, através de métodos computacionais robustos combinados com evolugéo direta e
tecnologias de triagem para o melhoramento das propriedades enzimaticas. A ideia é atender
melhor as demandas do processo utilizando catalisadores multifuncionais, ou seja,
selecionando enzimas que catalisam qualquer reacdo quimica desejada. Investigacdes futuras
usardo combinacBes de enzimas projetadas combinadas com a quimica, para gerar mais
produtos quimicos e materiais de recursos mais baratos (materiais renovaveis), 0 que,

consequentemente, contribuira para o estabelecimento de uma economia baseada em biologia
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gerando um menor impacto ambiental (MARTINEZ, 2017; ADRIO E DEMAIN, 2014,
PFEIFFER et al, 2014; PANDYA et al, 2014).
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6. CONCLUSAO

- A enzima putativa DSM-14977 foi prospectada e o gene sintético codificante da DSM-
14977 foi subclonado nos plasmideos de expressdo pETM30-MBP, pET32a e pET22b.
Assim, a fusdo da proteina de interesse a MBP e TRX, respectivamente, permitiu alcancar

elevados niveis de expresséao soltvel, bem como, com a insercao do pelB.

- A melhor condicdo de superexpressdo encontrada para as construgdes MBP-DSM-14977,
TRX -DSM-14977 e pelB-DSM-14977 foi 37°C com 1 mM de IPTG em DOg 0,8.

- As construcdes MBP-DSM-14977 e TRX- DSM-14977 foram obtidas com alto grau de
pureza ap6s cromatografia de afinidade a niquel.

- A construcdo pelB-DSM-14977 foi obtida em alto grau de homogeneidade apds dois passos
de fracionamento: cromatografia hidrofébica seguida de cromatografia de afinidade a

heparina.

- O espectro de dicroismo circular da fosfatase putativa DSM-14977 apresentou estrutura
secundaria com um contetido rico em o-hélices e folhas-f caracteristica de fosfohidrolases da

superfamilia HAD,.

- O comportamento estrutural da fosfatase putativa DSM-14977 mostrou que ha uma
tendéncia ao desenovelamento em funcdo do aumento da concentracdo de ureia,

principalmente, apds 3 M deste agente desnaturante

- O comportamento estrutural da DSM-14977 na presenca de cloridrato de guanidina mostrou

que rapidamente a proteina se desenovela, mesmo em baixas concentracdes de guanidina.

- Ensaios enzimaticos utilizando o pNPP como substrato mostrou maior atividade para o meio

reacional neutro, pH 7 a 60°C.

- Ensaios enzimaticos utilizando substratos fosforilados, comumente utilizados em
caracterizagdo bioquimica de fosfatases, demonstrou uma atividade de fosfohidrolase pela

DSM-14977 relativamente alta em relacdo a fosfotirosina e ADP e possuiu uma atividade
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moderada em relacdo a fosfotreonina, CTP, frutose 6-fosfato e polifosfato-25. A enzima
apresentou maior atividade em direcdo ao polifosfato-75 e frutose 1,6-bifosfato

- A predicdo estrutural selecionou como melhor anélogo estrutural a fosfotase de pirofosfato
inorganico, fosfolisina e fosfohistidina humana. Este modelo foi utilizado para a modelagem
da estrutura da DSM-14977. O modelo mostrou o enovelamento de Rossmann, caracteristico

para esta classe de enzimas, com uma folha-p central e fitas-p ligadas por a-hélices.

- A predicdo funcional selecionou o modelo da fosfatase ligadora de aglcar CbbY de
Rhodobacter sphaeroides. O modelo apartir do mutante de CbbY mostrou uma perfeita
sobreposicdo do substrato no sitio catalitico da DSM-14977. Esses eventos aliados a alta
defosforilacdo pela DSM-14977 para a frutose 1,6-bifosfato podem evidenciar uma
importante funcdo da fosfatase DSM-14977 no metabolismo de aglUcares da bactéria

Oceanithermus profundus.
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