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RESUMO

Majoritariamente, ésteres de sulfato sdo hidrolisados por enzimas da classe
arilsulfatase (EC 3.1.6.1). Aplicagdo biotecnologica dessa classe de enzimas pode
impulsionar o mercado agricola de biocatalisadores. Pois no contexto ambiental, essas
classe desempenham um papel primordial no ciclo biogeoquimico do enxofre, mas
também estdo associadas a atividade promiscua, atuando de forma paralela na ciclagem
de outros elementos quimicos. Nas ultimas décadas, arilsulfatase tém sido relacionada a
degradacao de compostos xenobiodticos. At€ o momento, diferentes membros da classe
arilsulfatase, foram caracterizados, tanto em procariotos, quanto em eucariotos. No
entanto, o estudo de arilsulfatase microbiana, derivadas de estudos de metagendmica,
ainda ¢ incipiente. Neste trabalho descrevemos uma arilsulfatase derivada de um
metagenoma contendo sequéncias de microrganismos com capacidade de metabolizar
compostos derivados do petroleo. O gene codificante da arilsulfatase de Roseomonas
gilardii foi identificado e clonado no vetor pET23d(+) e expresso na linhagem
Escherichia coli BL21 (DE3) pLysS. A atividade enzimadtica foi determinada com o
substrato sulfato-4-nitrofenil de potdssio. A descrigdo tridimensional da enzima foi
determinada por homologia estrutural e inferéncias de atividade enzimdtica promiscua
foram determinadas in silico, por analise de Docking Molecular. Os resultados aqui
apresentados contribuem para uma melhor compreensdo das propriedades moleculares

da enzima arilsulfatase de Roseomonas gilardii.



ABSTRACT

Mostly, sulfate esters are hydrolyzed by enzymes of the arylsulfatase class (EC 3.1.6.1).
Biotechnological application of this class of enzymes can boost the agricultural market
for biocatalysts. For in the environmental context, this class plays a major role in the
sulfur biogeochemical cycle, but they are also associated with promiscuous activity,
acting in parallel in the cycling of other chemical elements. In the last decades,
arylsulfatase has been related to the degradation of xenobiotic compounds. To date,
different members of the arylsulfatase class have been characterized, both in
prokaryotes and in eukaryotes. However, the study of microbial arylsulfatase, derived
from metagenomics studies, is still incipient. In this work, we describe an arylsulfatase
derived from a metagenome containing sequences of microorganisms capable of
metabolizing petroleum-derived compounds. The Roseomonas gilardii aryl sulfatase
gene was identified and cloned into the vector pET23d (+) and expressed in the strain
Escherichia coli BL21 (DE3) pLysS. The enzymatic activity was provided with the
substrate potassium sulfate-4-nitrophenyl. A three-dimensional description of the
enzyme provided by structural homology and inferences of promiscuous enzymatic
activity were determined in silico, by Molecular Docking analysis. The results here
contribute to a better understanding of the molecular properties of the arylsulfatase

enzyme of Roseomonas gilardii.
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1. INTRODUCAO

A microbiota ambiental coordena uma importante etapa no ciclo biogeoquimico
do enxofre (S) em diferentes ecossistemas marinhos e terrestres. O enxofre também esta
presente em estruturas quimicas que constituem o petrdleo bruto, produtos quimicos
sintéticos com alto grau de toxicidade. Quando o enxofre apresenta quatro ligagdes
covalentes ao dtomo de oxigénio (O), constitui o grupo quimico Sulfato, podendo este
grupo quimico ser convertido em Sulfeto e/ou Sulfito, durante a degradacdo da matéria
organica mediada por microrganismos fermentadores. Essa reagdo ¢ essencial para a
producdo de energia em bactérias “litotroficas”, que utilizam enxofre ou outros
elementos inorganicos como aceptor final de elétrons. Estima-se que, ha cerca de 3,5
bilhdes de anos, o primeiro tipo de metabolismo energético, utilizando via anaerébica
na terra, tenha sido mediado por microrganismos fermentadores e redutores de Sulfato
(Anantharaman et al., 2018; Fang et al., 2019; Rocha et al., 2019).

As enzimas da classe sulfatases (EC 3.1.6) derivadas de microrganismos
desempenham um papel fundamental no ciclo biogeoquimico do enxofre , bem como,
na degradacdo de glicosaminoglicanos sulfatados, no espago extracelular.
Majoritariamente, estruturas quimicas de ésteres de sulfato sdo hidrolisadas por enzimas
da classe arilsulfatase (EC 3.1.6.1), sendo essa classe amplamente distribuida em
procariotos e eucariotos (Stressler et al, 2016; Fang et al., 2019). Em procariotos, a
classe arilsulfatase tem sido identificada e relacionada a diferentes processos como
atividade promiscua, biorremediagdo de compostos antropogénicos e, mais
recentemente, com areas contaminadas com petroleo (Gianfreda et al., 2005; Nobeli et

al., 2008; Luo et al., 2012; Chaudhary et al., 2017; Charlotte et al., 2018).
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O sitio catalitico da enzima arilsulfatase em procariotos ¢ caracterizado por uma
sequéncia motivo conservada no dominio das sulfatases. O aminoacido modificado, a
formilglicina (fG), ¢ obtido por um processo pos-traducional e atua como o principal
doador de prétons rompendo a ligagdo quimica do atomo de carbono (C) junto ao
oxigenio (O) ligado ao grupo Sulfato. Esta reacdo ¢ mediada por um ion metalico, que
atua como cofator enzimatico, e a topologia do sitio ativo também ¢ compartilhada por
diferentes géneros microbianos. A reacdo da enzima arilsulfatase microbiana representa
um processo molecular primordial no complexo ciclo biogeoquimico do enxofre no
meio ambiente (Stressler et al., 2016; Anantharaman et al., 2018).

As fragdes de enxofre encontradas no petroleo podem variar desde 0,05% (m/m),
em um 6leo com baixa densidade, até 6,0% em um 6leo com alta densidade (Speight et
al., 2014). A definicio moderna do petroleo o descreve como um material de
composicdo quimica complexa, de ocorréncia natural, formado de matéria organica
sedimentar, tendo, predominantemente, compostos quimicos contendo carbono (C) e
hidrogénio (H). Estes compostos também podem ocorrer associados a elementos
metalicos e ndo metalicos como: enxofre (S), nitrogénio (N) e oxigénio (O) (Rocha et
al. 2019). A tabela 1 exemplifica os percentuais estimados para uma amostra generalista

de petroleo bruto.

Tabela 1: Percentual estimado de atomos presentes no petroleo bruto.

Atomos % (m/m)
Carbono 83,0-87,0
Hidrogénio 10,0-14,0
Enxofre 0,05-6,0
Nitrogénio 0,01-2,0
Oxigénio 0,05-1,5

Fonte: James G. Speight. A quimica e tecnologia do petroleo (2014).
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O percentual de enxofre presente no petrdleo bruto é considerado um problema
econdmico e ambiental, uma vez que, durante o processo de refinamento, na produgao
de combustiveis, existe uma etapa de refino do 6leo bruto especifica para a remocao de
fragdes de enxofre. Caso esta etapa ndo seja realizada, sdo liberadas grandes
quantidades de didxido de enxofre (SO,) na atmosfera durante a queima de
combustiveis, como gasolina e diesel. Assim, SO, representa um dos principais
poluentes atmosféricos e, também, esta diretamente relacionado ao fendomeno de chuvas
acidas, responsavel por causar corrosdo em estruturas metalicas (Denome ef al., 1993;
Rocha et al., 2019).

De forma semelhante, sdo encontradas outras espécies quimicas contendo Enxofre
na sua composicdo com percentual elevado de toxicidade como sulfetos, dissulfetos,
benzotiofeno, dibenzotiofeno e tiofenos (Figura 1). Compostos orgéanicos polares
carregados como o enxofre podem corresponder até¢ 15% do petroleo bruto, variando de
acordo com a origem do Oleo, evolugdo térmica e alteragdes secunddrias da sua

formacao (Rocha et al. 2019).

Tiofeno Benzotiofeno Dibenzotiofeno
f !, %i % () Enxofre
(O Hidrogénio
Sulfetos DlSSulfetUs . Carbono

Figura 1. Espécies quimicas encontrados no petréleo com a presenga do atomo de
enxofre. Fonte: Imagem adaptada de Rocha et al. 2019.

Considerando as caracteristicas ambientais ligadas ao ciclo do enxofre e a
atividade nativa da enzima arilsulfatase microbiana € possivel supor diferentes
aplicagdes biotecnologicas na industria petrolifera. De acordo com Pabis et al. (2016),
muitas enzimas nativas das reagdes de hidrdlise de Sulfato também podem atuar na
hidr6lise de outros substratos com graus variados de eficiéncia. Essa sugestdo condiz
com a matriz complexa e generalista do petroleo.

Um exemplo foi demonstrado por Luo ef al. (2012) ao analisar a arilsulfatase de
Pseudomonas aeruginosa. A reacdo nativa esperada ¢ a hidrélise de organossulfurados,
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liberando sulfato. Porém, também ja foi descrita a capacidade desta enzima de
hidrolisar monoésteres de fosfato, liberando fosfato, em decorréncia da natureza
inespecifica destas enzimas. De forma semelhante, Jonas et al. (2008) identificaram
uma nova enzima pertencente a familia das Fosfatase Alcalinas em Rhizobium
leguminosarum. Foi demonstrado homologia estrutural conservada a uma tipica
arilsulfatase, assim como atividade enzimatica promiscua (hidrolase / esterase). Outros
autores, como Zalatan et al. (2006) e Lassila et al. (2008), demonstraram atividade
generalista de uma enzima pertencente a familia das fosfatase alcalinas de
Xanthomonas axonopodis (atividade fosfatases e/ou sulfatases). De fato, a familia das
fosfatase alcalinas apresenta um mecanismo de atividade enzimatica, ndo especifico de
substrato, mesmo em espécies filogeneticamente ndo relacionadas, demonstrando,
aparentemente, ser um mecanismo enzimatico primordial (Jonas et al., 2009; Pabis et
al., 2016).

De uma perspectiva da remediacdo ambiental, essa versatilidade de substrato
também pode estar ligada a capacidade de certas linhagens em metabolizar compostos
antropogénicos. A persisténcia de compostos antropogénicos, como pesticidas,
herbicidas, medicamentos e outros produtos sintéticos, se deve, entre outros fatores, a
recente introdugdo no meio ambiente (Hashmi ez al., 2017). Neste contexto, na ultima
década, diferentes autores tém relatado que a atividade da enzima arilsulfatase ¢
induzida pela presenca de xenobidticos altamente recalcitrantes (Gianfreda ef al., 2005;
Kalyani ef al., 2009; Narkhede et al., 2015).

Lipinska et al. (2014) demonstraram que a microbiota presente em uma amostra
de solo apresentou maiores niveis de atividade de arilsulfatase apds contaminagao deste
solo com hidrocarbonetos. Fenantreno derivado do petréleo foi o composto que mais
induziu a atividade enzimatica de arilsulfatase. Fenantreno ¢ um composto toxico,

carcinogénico, que, em sedimentos variados, pode apresentar uma meia-vida de 420 a

1250 dias (ECHA. 2018).
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De forma semelhante, Narkhede et al., (2015) observaram uma maior atividade
enzimatica de arilsulfatase durante o ensaio de biodegradacdo em solo contaminados
com endosulfan (Figura 2), um pesticida quimico com baixa solubilidade em agua, que
apresenta meia-vida de 183 dias no solo. Utilizando isomeros de a-endossulfan e
B-endossulfan, Kalyani et al. (2009) notaram uma evidente correlagdo, na qual o
aumento da atividade enzimatica da arilsulfatase era proporcional a biodegradacao do

endosulfan.

. Carbono
O Hidrogénio
.Oxigénio
Endosulfan O Enxofre

. Cloro

Figura 2. Molécula de endosulfan. Imagem editada pelo autor. As coordenadas

estruturais das imagens foram obtidas do banco de dados PubChem do National Center
for Biotechnology Information (CID=3224).

Complementar a esses achados, estudos recentes de metagendmica comparativa
tétm indicado um elevado nimero de cdpias do gene correspondente a enzima
arilsulfatase em microbiotas em associagdo simbidtica com algas e poriferos. Trata-se
de organismos conhecidos por realizar a filtragem e reciclagem de nutrientes no
ambiente marinho. A microbiota com a presenca acentuada de genes de arilsulfatase
pode estar atuando indiretamente na ciclagem de nutrientes no ambiente marinho,
biodisponibilizando grupos fosfatos e/ou sulfatos a algas e poriferos (Slaby et al., 2017;
Fraser et al., 2018). De forma similar, foi observado um elevado nimero de copias dos
genes correspondentes a enzima arilsulfatase durante um ensaio de degradacdo de
petroleo (Napp et al. 2018).

A identificagdo e caracterizagdo de novas enzimas arilsulfatase apresentando

atividade promiscua continua sendo um grande desafio. Apesar de ser um mecanismo
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descrito a décadas, ainda existem poucos estudos com descricdes de atividade
promiscua (Jensen et al., 1976; Charlotte et al., 2018).

Até o presente momento ndo foi encontrada na literatura uma descricdo da
atividade promiscua em arilsulfatase de Roseomonas gilardii. Sendo este um trabalho

pioneiro, neste sentido.

1.1.  Roseomonas gilardii

Roseomonas gilardii ¢ uma bactéria gram-negativa com o formato de cocos e
apresenta uma pigmentagdo rosa, descrita como um oxo-carotenoide. A temperatura
otima de desenvolvimento foi descrita como sendo 30°C, ndo sendo conhecidos
isolados que sobrevivem acima de 42°C. A espécie apresenta locomog¢do por um Uinico
flagelo polar. Os primeiros isolados clinicos e ambientais remontam a década de 80 e
foram provenientes de cateteres de pacientes imunodeprimidos e de amostras de uma
estacdo de tratamento de dgua. Também j& foi demonstrada que a espécie ¢
quimiotaxondmica positiva para as reagdes de urease, amilase, indofenol oxidase e
catalase (Gilardii e Faur 1984). Na década seguinte, Rihs et al. (1993) realizaram

estudos gendmicos e estimaram o percentual de contetido GC de 67,6% para R. gilardii.

Figura 3. Imagem de microscopia eletronica de Roseomonas gilardii (x15,000), Barra
indica 1 um. Obtida de Han et al , 2003.

Isolados do género Roseomonas tém sido identificados em éareas contaminadas

com petroleo. Chaudhary e Kim (2017) isolaram uma linhagem de Roseomonas sp. de
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uma amostra de solo contaminado com oOleo proveniente de Nepal. A andlise
quimiotaxondmica demonstrou que a linhagem apresentava atividades de fosfatase e
sulfatase. Subhash e Lee (2018), em um trabalho de screening para microrganismos
degradadores de petroleo, isolaram e identificaram uma linhagem de Roseomonas sp. a
partir de uma amostra de solo contaminado com petréleo bruto, préximo de uma
refinaria de petréleo no Kuwait. De forma similar, Napp et al. (2018) caracterizaram
um consorcio microbiano com habilidade em metabolizar compostos de petrdleo, sendo
que o estudo de metagendmica evidenciou que espécies do género Roseomonas estavam
entre os dez organismos mais prevalentes.

Esses achados, de fato, sdo indicios relevantes da presenga de espécies do género
Roseomonas em areas contaminadas com petroleo, supostamente em decorréncia desse
género apresentar resisténcia a compostos derivados do petroleo e, possivelmente, a

habilidade de metabolizar os mesmos.

1.2. Promiscuidade catalitica

O conceito de catalise enzimdtica remonta ao modelo de chave e fechadura
idealizado por Emil Fischer (1894), popularmente conhecido como modelo
“chave-fechadura”. Segundo a percepc¢ao de Fischer, cada enzima corresponde a um
substrato de forma especializada e Ttnica, sendo essa afirmagdo correta para
determinadas classes de enzimas. Somente apds 82 anos depois da apresentagao do
modelo chave-fechadura, Jensen et al. (1976) relacionaram o surgimento de novas
fungdes metabolicas a um mecanismo de promiscuidade enzimatica. A promiscuidade
catalitica, por conceito, ¢ a capacidade do sitio ativo da enzima interagir com diferentes
substratos, ou seja, o tipo de ligacdo formada ou rompida durante uma reagdo
enzimatica, podendo envolver diferentes grupos funcionais (Bornscheuer e Kazlauskas,
2004).

Esse conceito atribui implicagdes, ja bastante conhecidas, de como uma proteina
pode adotar multiplas estruturas e fungdes. Mesmo em um repertdrio limitado de
sequéncias, a diversidade conformacional pode aumentar a diversidade funcional (Brian
et al. 1999). Essa diversidade certamente contribuiu com o surgimento evolutivo de
novas enzimas, a partir das fungdes cataliticas de enzimas preexistentes. Nos ultimos

anos, essa percep¢do ¢ sustentada por um numero crescente de estudos, tanto em in
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vitro como em in silico (Jonas et al., 2008; Nobeli et al., 2009; Lou et al., 2012;
Charlotte et al., 2018).

O termo “promiscuidade enzimatica”, assim, pode ser interpretado como
generalista, a partir de uma perspectiva quimica dos diferentes processos atribuidos ao
termo. Neste sentido, na ultima década, diferentes trabalhos de revisdo tém sugerido
sistemas de classificagdo para promiscuidade enzimatica.

Inicialmente, Bornscheuer e Kazlauskas (2004) propuseram uma classificagdo
simplificada, na qual a promiscuidade catalitica era diretamente relacionada aos grupos
quimicos envolvidos na reagdo. Hult e Berglund (2007) adicionaram camadas de
complexidade ao conceito e propuseram uma classificagdo em trés tipos distintos:
promiscuidade em diferentes condi¢des, promiscuidade de substrato e promiscuidade
catalitica (ligagdo e/ou clivagem de substratos).

De uma outra perspectiva, Nobeli ef al. (2009) sugeriram uma classificacdo que
reconhece que a promiscuidade se manifesta em diferentes niveis de informacao
biologica, os niveis informagao sugeridos sao de gene (modificagdo e/ou expressao em
determinada condi¢@o), durante o processo de transcricdo (uma sequéncia de RNA
transcrita exclusivamente em determinada condi¢do), uma unica proteina (sequéncia
unica de aminodcidos), bem como homdélogos proximos (com identidade de sequéncia
alta em membros da mesma familia de proteinas) ou homologos remotos (identidade de
sequéncia baixa em membros da mesma superfamilia de proteinas) na mesma espécie
ou em organismos diferentes.

De fato, a classificacdo de atividades promiscuas nao ¢ trivial e, provavelmente,
nos proéximos anos, com a descoberta e descrigdo de novas enzimas promiscuas, seja
desenvolvido um sistema de classificacdo unificado capaz de integrar os mecanismos
bioquimicos desencadeados por diferentes condigdes, que empregue diferentes

mecanismo e resulte em diferentes efeitos.
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1.3.  Aplicacoes de enzimas na agricultura

Segundo Silva (2019), o mercado global de enzimas agricolas foi estimado em
USS$ 246,9 milhdes em 2017. Estima-se um crescimento do mercado de enzimas
agricolas (Figura 3) e essa perspectiva ¢ atribuida a uma demanda global por novas
tecnologias sustentaveis, em substituicdes de catalisadores quimicos usados na
agricultura. Neste sentido, as fosfatases e sulfatases sdo as principais classes de enzimas
com atribui¢des comerciais. As principais empresas empenhadas no desenvolvimento
de biocatalisadores, para fins agricolas incluem: Novozymes, Creative Enzyme,

Enzyme India Pvt. Ltd. e Afrizymes.

Estimativa do mercado de enzimas agricolas nos EUA em 2014 - 2025
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Fosfatases = Qutras Desidrogenases = Sylfatases

Figura 4. Estimativa de mercado de enzimas fosfatase e sulfatases. Fonte: Grand View
Research Inc. 2017.

Os recursos minerais na sua forma soltvel sd3o essenciais para o crescimento € a
produtividade agricola. A deficiéncia de fosfato e sulfato em plantas ¢ considerada um
fator limitante para a producao de alimentos, em solos com extensiva atividade agricola.
Neste sentido, biocatalisadores de origem microbiana, que convertem as formas
insolaveis (P) e (S) presentes no solo, em formas acessiveis (fosfato e sulfato), sdo
fundamentais para o crescimento e sobrevivéncia das plantas. Enzimas com habilidade
de converter matéria orgédnica e inorganica em compostos organicos acessiveis para
absor¢do da microbiota e/ou de plantas, sem poluir o solo e rios, t€ém se destacado como

uma vantagem econdmica e ecoldgica, diferente da utilizagdo de fertilizantes sintéticos
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que tém contribuido com a poluicdo de mananciais hidricos e desequilibrio ecologico
(Mendes et al., 2014; Behere et al., 2014).

Neste sentido, bancos de dados publicos de andlise funcional de metagenomas,
como MG-RAST (Metagenomic Rapid Annotations using Subsystems Technology),
detém um arsenal de sequéncias de enzimas disponiveis a serem exploradas (Meyer et
al. 2008). Assim, a identificagdo de novas enzimas microbianas com caracteristicas
singulares depositadas nos mais variados bancos de dados permite a base fundamental
de informacao bioldgica para propor novos biocatalisadores, visando aplicacdo agricola.
Enzimas com atividade generalista de substrato destacam-se de forma promissora, uma

vez que o solo também apresenta uma matriz complexa de substratos.

1.4.  Aplicacdes na Industria Petrolifera

O conceito primordial da biotecnologia € a utilizacdo de um organismo, ou partes
destes, no desenvolvimento de produtos e/ou processos, visando sanar os problemas da
sociedade contemporanea. Nessa perspectiva, microrganismos que possuem enzimas
com atividade promiscua podem apresentar uma melhor adaptacdo a mudancas
ambientais disruptivas. A promiscuidade enzimatica ja foi relacionada a uma ampla
gama de adaptacdes metabolicas. Dessa forma, metagenomas microbianos derivados de
residuos da industria petrolifera apresentam um patrimonio genético a ser explorado,
com a finalidade de melhorar produtos e processos, na propria industria petrolifera ou
outros segmentos industriais. A utilizacdo de enzimas provenientes de metagenomas
representa um fator de inovagao, uma vez que podem ser identificados genes e genomas
com caracteristicas singulares de microrganismos ndo cultivaveis, aplicadveis em

bioprocessos de interesse biotecnologico (Risso ef al., 2018; Nobeli et al., 2019)

A industria petrolifera mundial tem sido advertida quanto ao compromisso com a
preservacdo do meio ambiente e a adocdo de medidas sustentdveis. De forma paralela,
os governos de diferentes paises tém sancionadas leis especificas em relagdo a emissao
de gases toxicos derivados da queima de combustiveis fosseis. Em especial, a emissdo
de compostos sulfurosos presentes nos combustiveis derivados do petroleo, como o
diesel e a gasolina. A legislagdo brasileira, nos ultimos anos, também tem legislado em

favor de limites de enxofre cada vez menores (Tabela 2) na producao de combustiveis.
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Tabela 2: O teor de enxofre tolerado em combustiveis no Brasil

Percentual maximo Ano
500 mg/kg 2009
200 mg/kg 2013
50 mg/kg 2014
50 mg/kg 2020

Fonte: Agéncia Nacional de Petroleo, gas natural e biocombustiveis (ANP).
Resolugao ANP N° 807, de 23 de janeiro de 2020.

O teor médio de enxofre permitido nos combustiveis fosseis foi reduzido nos
ultimos anos, em fun¢do da necessidade de adequagdao a legislagdo nacional e
internacional. Atualmente, a Organiza¢gdo Maritima Internacional (IMO) limitou o teor
de enxofre nos combustiveis (0,5% de massa) utilizados em navios e embarcagdes sem
sistema de filtro de gases. Essa norma entrou em vigor em 1° de janeiro de 2020. O
Brasil, como pais signatario dessa organizagao, aderiu a esse limite minimo (Resolucdo
ANP n° 789/2019). A partir desse e de outros propdsitos institucionais, a industria
petrolifera demanda novas tecnologias, focadas na remocdo do enxofre presente no

petroleo.

Diferentes processos fisico-quimicos sdo utilizados na remog¢ao do enxofre, dentre
eles a hidrodessulfurizagdo. Este processo consiste na adicdo de gas hidrogénio sob
condigdes extremas de temperaturas (200 a 425 °C) e altas pressdes (150 a 250 psi). A
partir desse processo, compostos organicos carregados negativamente com enxofre
ligam-se a uma matriz de um material sélido (adsorvente) durante uma etapa de refino
do petroleo bruto. Os dois principais fatores limitantes do processo de
hidrodessulfurizagdo estdo ligados a necessidade de alta quantidade de energia
necessaria para dissociacdo de grupos quimicos organicos contendo enxofre na sua

composi¢ao, bem como a saturacdo da matriz adsorvente (Alves ef al.,1999; Rocha et
al.,2019).

Considerando as caracteristicas nativas e ambientais ligadas ao ciclo do enxofre

no meio ambiente, a atividade enzimatica da classe arilsulfatase microbiana apresenta
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um potencial biotecnoldgico aplicado ao processo de dessulfurizacdo (processo quimico
de remogdo de atomos de enxofre ligados a compostos organicos). Quando o processo
de remocdo de atomos de enxofre presente no petroleo bruto ¢ mediado por
microrganismos, ou partes destes, denomina-se Biodessulfurizacao. Esta consiste em
cultivar microrganismos adaptados a ciclagem de enxofre em um sistema de
biorreatores adaptados. O principal contraponto entre a dessulfurizagdo e a
biodessulfurizagdo estd no fato do processo Fisico-Quimico (dessulfurizagdo) utilizar
altas temperaturas (200 a 425 °C) e catalisadores quimicos para dissociar o enxofre da
matriz bruta do petroleo, enquanto o processo biologico (biodessulfurizagdao) requer
apenas atividade microbiana, com composi¢do genética habilitada. Por outro lado, o
principal fator limitante da biodessulfurizacao ¢ a identifica¢do de linhagens cultivaveis
com habilidade de remover o enxofre de espécies quimicas organicas (Alves et al.
1999). Neste sentido, a classe de enzimas arilsulfatase expde um mercado de cifras

milionarias.
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2. OBJETIVOS

2.1.  Objetivo geral

- Caracterizar funcionalmente uma enzima da classe Arisulfatase oriunda de um

estudo metagendmico, denominada RgARSI.

2.2. Objetivos especificos

- Inferir a estrutura tridimensional da enzima RgARS1 por homologia;
- Clonar a regido codificante da enzima RgARS1 em vetor de expressdo com
promotor induzivel e promover a sua expressao recombinante;

- Determinar a atividade enzimatica da arilsulfatase recombinante.
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3. MATERIAIS E METODOS

3.1.  Analise e classificacdo de sequéncias preditas de proteinas

A partir de dados depositadas no servidor Metagenomic Rapid Annotations using
Subsystems Technology (MG-RAST) (id153f2b977f6d676d343634333437362e33) de
metagendmica, provenientes de um consorcio microbiano de residuos de perfuragdo de
pogo de petrdleo, definiu-se a abundancia relativa dos genes presentes no ensaio de
degradacdo de petrdleo. Considerando o total de sequéncias correspondentes as vias
metabdlicas de xenobidtico e esfingolipideos. A sequéncia utilizada neste trabalho
encontra-se no apéndice 1. A ferramenta InterProSCAN Beta (Jones et al., 2014) foi
utilizada para determinar dominios estruturais conservados na proteina em estudo e, de
forma complementar, a ferramenta BLAST (Camacho et al., 2009) foi utilizada para

definir inferéncias taxonomicas.

3.2. Modelagem Molecular por Homologia Estrutural

A construgdo por homologia estrutural foi realizada em trés etapas. A partir da
sequéncia da proteina em estudo (Fasta), foram pesquisados modelos 3D em sequéncias
evolutivamente relacionadas presentes em toda a biblioteca de modelos
SWISS-MODEL, Template Library (SMTL). Para tanto, foram utilizados dois métodos
de pesquisa em banco de dados de proteinas BLAST (Camacho et al., 2009) e HHblits
(Remmert et al., 2012). Os modelos foram, entdo, selecionados, de acordo com a
qualidade do Global Model Quality Estimated (GMQE) (Biasini et al., 2014) e com o
Quaternary Structure Quality Estimated (QSQE) (Bertoni et al, 2017). Por fim, o
modelo tridimensional da proteina em estudo foi obtido pela ferramenta ProMod3
(Biasini et al., 2013), utilizando as coordenadas dos dtomos da proteina modelo com

melhor resolucdo de cristalografia.

3.3. Estimativa de qualidade do modelo.

A estimativa de erros de modelagem foi determinada pela métrica de pontuagao

do QMEAN (Bertoni et al, 2017). O QMEAN utiliza modelos estatisticos para
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determinar a média das forgas entre interagdes moleculares, obtendo estimativas de
qualidade global e por residuo. ApoOs a construgdo da estrutura da proteina por
homologia, a ferramenta MolProbity (Chen et al., 2010) foi utilizada para determinar o
percentual de residuos favoraveis e ndo favoraveis, sendo o resultado apresentado em

grafico de Ramachandran.

3.4. Analise de Docking Molecular

O modelo obtido a partir da constru¢do por homologia foi utilizado para
determinar as caracteristicas de ancoragem dos substratos sulfato de 4-nitrofenil de
potassio e Paraoxon. As coordenadas dos atomos dos substratos foram obtidas no banco
de dados PubChem do National Center for Biotechnology Information. A analise de
acoplamento foi realizada utilizado o software Chimera, seguindo a descricdo de
Pettersen et al. (2004), bem como as inferéncias de imagens foram realizadas no mesmo
software. A ferramenta AutoDock Vina foi utilizada para determinar as regides de
menor energia. O servidor do National Biomedical Computation Resource (NBCR) foi
utilizado, seguindo os parametros descritos por Trott ef al. (2010). As coordenadas para
o sitio ativo da proteina foram determinadas no software Chimera com base no

alinhamento do servidor Clustal Omega.

3.5.  Clonagem em vetor de expressao pET23d+

O DNA molde utilizado foi o plasmideo pUC57-ARYL, contendo a sequéncia
codificante referente ao gene RgARS1 (apéndice) previamente sintetizada pela empresa
GeneScript. A amplificacdo foi realizada pela reacdo em cadeia da polimerase, PCR
(Polymerase Chain Reaction). Os iniciadores: Aryl pET-F; GGA TCC AAA TGG CGT
CTC AGC GTA AC e Aryl pET-R; GAA TTC TGC TCG AGT CGG CIT CTC TCC T,
foram utilizados para gerar o amplicon maior de 1500 pb. A reacdo teve adi¢ao de 1,25
pL de DMSO (10 %), a temperatura de anelamento utilizada foi de 58°C e as demais
condi¢des da reagdo foram seguidas conforme o fabricante da enzima Taq DNA
polymerase High Fidelity (Invitrogen).

O vetor de expressao pET23d+ (Invitrogen) foi selecionado para expressao

heterdloga da proteina recombinante. As enzimas de restricdo EcoRI e BamHI
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(Promega) foram utilizadas para gerar extremidades coesivas. A reagdo de clivagem foi
realizada a 37°C durante 3 horas, sendo a clivagem confirmada por eletroforese em gel
de agarose 0,7%. Os produtos da clivados (vetor e fragmento ) foram precipitados e
suspensos em 25 uL agua Milli-Q e quantificados no aparelho NanoDrop lite (Thermo
scientific).

A reacdo de ligagao foi realizada com a enzima T4 ligase (Promega), durante 24
horas a 16°C, respeitando a proporc¢do da razdo molar de 3:1 (PCR:plasmideo) em um
volume final 10 pL. Destes, foi utilizado 1 pL para transformagdo por choque térmico
de células quimiocompetentes de E.coli TG2, previamente preparadas. As colonias
presentes em meio de cultura agar Luria Bertani 20 g/L (4gar-LB) contendo ampicilina
(50 mg/ml) foram inoculadas em 3 ml de meio de cultura Luria Bertani contendo
ampicilina (50 pg/ml) e incubadas por 16 horas a 37°C. Apds este periodo foi realizado
um ensaio de extragdo de plasmideo (Mini-prep), como descrito por Sambrook e
Russell, 2001. A extra¢do de plasmideo foi confirmada por eletroforese em gel de
Agarose 0,7%.

A inser¢do do gene no sitio de policlonagem foi confirmada por reacdo de PCR
utilizando o primer do Promotor 77 pET-F: TAA TAC GAC TCA CTA TAG GG
como direto e o primer do Terminador 77 pET-R: GCT AGT TAT TGC TCA GCG G
como reverso. Estes flanqueiam o sitio de policlonagem do vetor de expressdao. A
temperatura de 56°C foi utilizada no anelamento dos primers e as demais condig¢des

foram seguidas conforme o fabricante da enzima Tag DNA polymerase (Invitrogen).

3.6.  Expressao heterdloga em Escherichia coli BL21 (DE3) pLysS

A transformacdo do plasmideo recombinante pET23d+ RgARSI foi realizada por
meio do ensaio de choque térmico em células quimiocompetentes da linhagem de
expressdo E. coli BL21 (DE3) pLysS (Sambrook et al., 2001). As coldnias
transformantes foram selecionadas em meio de cultura dgar-LB acrescido de ampicilina
(50 mg/ml).

Para o ensaio de inducdo foi realizado um pré-inodculo, onde uma tnica colonia de
E. coli BL21 contendo o plasmideo recombinante foi selecionada e inoculada em 1 ml
de meio de cultura LB (20 g/L) acrescido de 1 % de glicose por 16 horas a 37°C. Um

volume de 100 pL desta cultura foi adicionado a um frasco Erlenmeyer de 500 ml,
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contendo 100 ml de meio LB, acrescido de ampicilina (50 pg/ml). A incubacdo foi
procedida em plataforma de agitacdo a 180 rpm na temperatura de 37°C, até a cultura
atingir a densidade otica de 0,4 em 600 nm. Foram, entdo, adicionados 100 mM de
isopropil-B-d-1-tiogalactopirandsido (IPTG) e a cultura foi mantida em plataforma de
agitacdo por 3 horas adicionais. A cultura foi centrifugada a 9000 rpm durante 10
minutos na temperatura de 10°C, o sobrenadante foi descartado e o sedimento celular
foi suspendido em solugdo contendo inibidor de protease Sigmafast (Sigma-Aldrich).

A expressao foi confirmada em gel desnaturante de poliacrilamida a 12 % como
descrito por Sambrook e Russell, 2001. Para visualizar as proteinas apds a eletroforese
vertical o gel foi submerso em solucdo de azul de Comassie G (50 % Metanol, 10 %
Acido Acético e 0,05 % Comassie Brilliant Blue R-250). Foi utilizado o marcador de
massa molecular Protein mixture (GE Healthcare) como referéncia.

Com base na sequéncia de aminoicidos da enzima arilsulfatase, a massa
molecular foi estimada usando servidor ProtParam, segundo descrito por Gasteiger et

al, 2005.

3.7. Ensaio de Western blot.

A linhagem recombinante E. coli BL21 (DE3) pLysS-pET23d+GgARS1 foi
induzida como descrito no item 3.6. Neste ensaio, foi utilizado um controle negativo
nao induzido da mesma linhagem. O procedimento usado para a transferéncia foi o
sistema semi-seco (Sistema Mini Protean BioRad) em membrana de polyvinylidene
difluoride (PVDF) de 0,45 uM e o tampao de transferéncia usado foi Tris-base 25 mM,
Glicina 192 mM, Metanol 20%. O gel de poliacrilamida em condigdes nativas foi
mantido em contato com a membrana de PVDF durante 1 hora em 15 v. Ao final do
periodo foi adicionada a solu¢do bloqueadora (2,5 g de leite em p6 desnatado, 0,01 %
Tween 20, 50 ml PBS 1X). A membrana foi mantida em agitagdo por 24 horas na
temperatura de 4°C. Apds esse periodo foi adicionado o anticorpo primario
Anti-poly-Histidine mouse (Sigma-Aldrich) na propor¢ao de 1:3000. A membrana foi
mantida em agitacdo durante 4 horas na temperatura de 4°C. Apds o periodo de
incubagdo a membrana foi lavada 3 vezes com tampao fosfato salino. A membrana foi
transferida para uma placa de vidro e foi adicionado o anticorpo secundario
Anti-poly-Histidine—Peroxidase de camundongo (Sigma-Aldrich) e mantida sob

agitacdo em temperatura de 23°C durante 1 hora ao abrigo da luz. Apds o periodo
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incubagdo com o anticorpo secunddrio a membrana foi submersa em tampdo de

revelacdao (100 mM Tris-HCI, 150 mM Nacl, 1 mM MgCl, em pH 9).

3.8. Ensaio de atividade enzimatica.

A atividade de sulfatase foi determinada medindo a quantidade de p-nitrofenol
obtida a partir do substrato sulfato de 4-nitrofenil de potassio (Sigma-Aldrich). Como
descrito por Tabatabei e Bremner, 1970. O ensaio contém 375 pL solu¢do tampao A
(20 mM de Tris-HCI, pH 7), 25 uL sulfato de 4-nitrofenil de potassio (25 mM) e 100
pL de lisados de células previamente induzidas, como descrito no item 3.6.

O ensaio foi realizado por 24 horas de incubacdo a 37°C. A reacdo foi
interrompida adicionando 1 ml de solugdao de NaOH (0,5 M) e o p-nitrofenol produzido
foi quantificado espectrofotometricamente a 410 nm. Atividade de sulfatase (U) foi
definida como a absorbancia equivalente a 1 U/ml de p-nitrofenol produzido por hora
sob as condigdes experimentais utilizadas. Como controle negativo foi utilizado

homogeneizado de células E. coli BL21 (DE3) pLysS.

28



4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1.  Analise da sequéncia primaria de RgARS1

A predicdo realizada na ferramenta InterProScan revelou que a proteina em
estudo, denominada RgARSI, ¢ pertencente a grande familia das fosfatases alcalinas. A
regido C-terminal desta proteina apresenta dominio de funcdo desconhecido entre os
aminoacidos 385-487 com o numero de identificagdo DUF4976 (Domain Unknown
Function). RgARS1 também apresenta um dominio pertencente as sulfatases (entre os
aminoacidos 8-381) na por¢ao N-terminal.

Na regido N-terminal da RgARS]1 foi identificado um dominio conservado na
classe de enzimas arilsulfatase, estando localizado na posi¢do 57-CGPARASLLTG-68.
A organizacdo e estrutura da sequéncia ¢ compartilhada com arilsulfatase de
Pseudomonas aeruginosa (C / SXPXRXXXX -TG). Além disso, também tem
similaridade com o motivo encontrado em uma nova fosfatase de Rhizobium
leguminosarum, representado pela sequéncia de aminoacidos (C/SXPXR). Cabe
ressaltar que nos casos citados de Pseudomonas sp. € Rhizobium sp. as proteinas
tiveram suas estruturas determinadas por cristalografia e sdo descritas como enzimas
com atividade promiscua (Jonas et al., 2008; Lou et al., 2012; Stressler et al., 2016).

A fungdo molecular atribuida ao motivo pertencente as sulfatases corresponde a
reacao de hidrolise de ésteres sulfuricos. Enzimas com a habilidade de realizar a
hidrolise de ésteres sulfuricos sdo relacionadas ao metabolismo de esfingolipideos pela
base de dados metabdlicos KEGG (kyoto encyclopedia of genes and genomes).
Majoritariamente, a classe de enzimas 3.1.6.1 das arilsulfatases realiza a reacdo
hidrolitica em éster de sulfato (Kanehisa e Goto 2000).

A analise em BLAST utilizando a sequéncia de nucleotideos da regido codificante
da proteina RgARS1 (Stephen et al., 1997) revelou uma identidade de 99% com a
arilsulfatase de Roseomonas gilardii, sob identificacdo: WP_075799357.1 depositada
no National Center for Biotechnology Information (NCBI). A sequéncia proteica em
estudo, oriunda de R. gilardii, ndo apresenta um peptideo sinal, sendo classificada pelo
servidor SignalP 3.0, como proteina ndo secretada.

O género Roseomonas tem sido relacionado a estudos de contamina¢do ambiental,
apesar da sua classificagdo e identificacdo quimiotaxondmica remeter a década de 80. A

percepcao do género em ambientes contaminados com petroleo passou a ter relevancia,
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nos ultimos anos, a partir de estudo de metagendmica comparativa (Gilardii e Faur,

1984; Chaudhary e Kim, 2017; Subhash e Lee, 2018; Napp et al., 2018).

4.2.  Predicao da estrutura molecular de RgARS1

Foram encontrados 28 moldes na analise em BLASTP seguindo o procedimento
descrito por Camacho et al. (2009), e 213 moldes pela analise de HHblits, seguindo o
procedimento descrito por Remmert et al. (2012).

O molde com maior identidade, melhor resolugao de Raio-X e evolutivamente
mais proximo de R. gilardii foi utilizado para determinar a estrutura da proteina
RgARSI. A estrutura obtida neste trabalho ¢ descrita como um homotetramero. As
coordenadas dos 4tomos da estrutura de Raio-X da fosfatase alcalina de R.
leguminosarum (Jonas et al. 2008), foram usadas como molde para determinar a

estrutura tridimensional da proteina arilsulfatase de R. gilardii (Figura 4).

A) |Sequéncia identidade em Sulfatasesl

B) | Monémero

Figura 5. Estruturas tridimensionais da arilsulfatase de Roseomonas gilardii
construidas por homologia estrutural. Em A: Sequéncia peptidica conservada no
dominio das sulfatases CGPARASLLTG. Em B: Estruturas secundarias de um
mondmero do homotetrdmero, as estruturas de folhas B estdo em cor vermelha,
estruturas a-hélice paralelas em cor azul € em cinza sao mostrados os loops. Em C: Esta
demonstrado a conectividade dos mondmeros formando um homotetramero.

Cada mondmero do homotetramero de arilsulfatase de R. gilardii ¢ constituido
por 12 estruturas secundarias de folhas . As folhas B consistem em varios filamentos 3,
segmentos esticados da cadeia polipeptidica, mantidos juntos por uma rede de ligacdes

de hidrogénio, destacado em cor vermelha, na imagem B da Figura 4. Estdo presentes
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em cada mondmero 14 estruturas secundarias de a-hélice paralelas, destacado em azul,
na imagem 1-B. Em cor cinza na imagem B s3o mostrados os loops. O motivo
conservado, um pentapeptideo, sublinhados (C/S-X-P-X-R-XXXX-T-G), compreende
todo dominio das sulfatases; os aminoacidos Cisteina (Cis) ou Serina (Ser) da sequéncia
motivo, sdo representados como uma esfera em cor amarela na Figura 4-A. O
aminoacido inicial do pentapeptideo passa por um processamento pos-traducional, que,
aparentemente, tem a finalidade de maturar a enzima no seu estado funcional (Stressler
etal., 2016).

A conformagdo de uma proteina pode ser descrita em termos quantitativos e
considerando que as proteinas sdo polipeptideos interconectados, suas formas
tridimensionais podem ser definidas pela conectividade entre seus peptideos (Figura 5).

As ligagdes entre dtomos da cadeia principal de uma proteina apresentam angulos
internos de rotacdo (¢ e ), com distancias interatdmicas favordveis ou improvaveis
(Chen et al., 2010). Dessa forma, sdo definidos dngulos favoraveis para a defini¢dao de
estruturas. Essa percep¢do de estruturas moleculares foi proposta, inicialmente, em

1963 por Gopalasamudram Narayan Ramachandran.

Figura 6. Diagrama esquematico de uma cadeia de aminoécidos, mostrando diferentes
angulos ¢ e y. Fonte Mahmood et al. 2015.

Combinagdes dos vinte aminodcidos primarios constituem a maior proteinas
conhecidas. No entanto, na predicdo de proteinas por homologia o grande desafio ¢
correlacionar os dados da triade: sequéncia de aminoacidos, estrutura tridimensional e
fungdo bioldgica, de forma logica e compativel com sistemas biolégicos conhecidos. E
sabido que a estrutura nativa de uma proteina possui energia minima possivel, a partir
da qual se pode propor inferéncias de validacao de estruturas. Também ¢ possivel
encontrar padrdes de estruturas conservadas em proteinas da mesma classe, a fim de

validar dados biologicos, a partir de modelos computacionais (Mahmood et al., 2015).
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O percentual de combinagdes favorecidas para a estrutura geométrica da proteina
construida para arilsulfatase de R. gilardii estd de acordo com dados sugeridos pela
literatura, segundo Chen et al. 2010. A analise realizada pelo servidor MolProbity
estimou que a maior parte dos peptideos estd localizada na regido favoravel, com alta
qualidade das ligagdes peptidicas (percentual de Ramachandran na Tabela 3), desta
forma, se aproximando da estimativa ideal. A alta identidade da proteina usando como
molde favorece esse resultado. De forma semelhante, as pontuagdes de GMQE e
QMEAN apresentaram valores dentro dos limites de confiabilidade sugeridos pela

literatura, mais bem descritos na Tabela 3.

Tabela 3. Resultados de diferentes estimativas de qualidade estrutural

Valores Identidade' Ramachandra GMQE? QMEAN?
sugeridos pela (> 30 %) n’ (Caso ideal (<-4.0)
literatura (Caso ideal < 1.0)
98%)
Valores 72% 0.89 -0.69
obtidos 95.83%

4.3.  Predicdo de atracamento molecular de RgARSI1 a seu substrato

O modelo tridimensional construido por modelagem molecular da enzima
arilsulfatase de R gilardii apresentou resultados confiaveis em relagdo a sua estrutura
geométrica. Visando a descri¢do do sitio ativo da proteina em estudo, foi realizada a
analise de docking molecular com o substrato (ligante) sulfato de 4-nitrofenil de
potéssio. Este substrato ¢ utilizado por diferentes autores para descrever atividade de
sulfatase (Stressler et al., 2016; Fraser et al., 2018). Os valores representativos na
andlise de docking molecular sdo favoradveis apenas quando representados
negativamente, ou seja, quanto menor for o valor, maior a significancia que o resultado
representa (Bell et al, 2019). RMSD ¢ a sigla de ‘root mean square deviation’, que

identifica o limite superior e inferior das conformacdes realizadas e € expresso em

"Verli et al., 2014

2 Chenetal., 2010
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angstrom (A). O valor de tolerncia é no maximo 2 A. Valores acima do valor maximo
de tolerancia representam um modelo pouco confiavel (Lee et al., 2010).

A analise de predicao apresentou afinidade de ligagdo de - 6,7 kcal/mol e RMSD
de 0 A ao sulfato 4-nitrofenil de potassio, demonstrando, in silico, que a enzima
arilsulfatase de R. gilardii apresenta um sitio de ancoragem compativel com este
substrato (Figura 7). De uma perspectiva biologica, a regido de ancoragem ¢ compativel

com o sitio ativo de outros membros do dominio das sulfatases.

A\

Sulfato 4-nitrofenil Potassio|
o= o~

substrato sulfato 4-nitrofenil de potassio em arilsulfatase de Roseomonas gilardii.

A arilsulfatase de R. gilardii apresenta um residuo de cisteina na posicdo 57
(Figura 7). Geometricamente, esse residuo de cisteina fica localizado proximo da regido
de menor energia de ligagdo do substrato. Carregado negativamente com enxofre, essa
posicdo na estrutura favorece a dissociacdo das ligagdes éster de sulfato, liberando o
grupo sulfato, ficando o residuo de cisteina 57 a aproximadamente 7,1 A de distancia
do atomo de oxigénio, que sofre o ataque nucleofilico (tem sua ligagdo rompida com o
grupo fenol). Nos membros da classe arilsulfatase, esse tipo de dissociacdo geralmente
¢ intermediado por um ion metalico, como Mg* ou Ca*, que atua como uma base de
Lewis (Charlotte et al. 2018). Esse indicativo de localizagdo geométrica, demonstrada
em in silico, sugere uma possivel atividade de sulfatase. J4 foi demonstrado que
sulfatases com atividade promiscua apresentam predisposi¢ao por substratos carregados
negativamente com atomos de fosforo ou enxofre (Charlotte et al., 2018).

Foram realizadas, também, analises de docking molecular, usando o agente

quimico Paraoxon (Figura 8). Este agente quimico apresenta na sua estrutura molecular
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um atomo de fosforo ligado ao anel aromatico, diferente do substrato sulfato
4-nitrofenil de potéssio, que apresenta um enxofre ligado ao anel aromatico. A predi¢ao
de ancoragem revelou a afinidade de ligagdo de - 7,0 kcal/mol e RMSD de 0 A,
demonstrando, in silico, que a enzima arilsulfatase de Roseomonas gilardii apresenta
um sitio de ancoragem compativel com um substrato carregado negativamente com

atomo de fosforo.

Figura 8. Representagdo tridimensional da regido de menor energia de ancoragem do
agente quimico Paraoxon em arilsulfatase de Roseomonas gilardii.

O agente quimico Paraoxon ¢ um organofosfato amplamente utilizado na
agricultura e industria como pesticida, mas também ja foi utilizado como arma quimica.
Em seres humanos, o principal mecanismo de intoxicacdo causado por Paraoxon ¢ a
inibicdo da enzima acetilcolinesterase. O envenenamento por organofosfatos vem
ocupando um dos primeiros lugares no nimero total de intoxicagdes por agentes
quimicos, decorrente do uso intensivo na agricultura (Belinskaia et al., 2019).

O fosforo presente na molécula de Paraoxon carrega negativamente a molécula,
de forma semelhante ao papel molecular exercido pelo enxofre na molécula de sulfato
4-nitrofenil de potassio. Da mesma maneira, o resultado de docking para Paraoxon
indica uma localizagdo geométrica semelhante a encontrada na andlise de docking para
sulfato 4-nitrofenil de potéssio. Esse indicio de localizacdo geométrica corresponde,
topologicamente, a um possivel sitio ativo promiscuo, para atividade sulfatase e
fosfatase (Figura 9). E possivel supor que ocorra um ataque nucleofilico da enzima
arilsulfatase de Roseomonas gilardii ao agente quimico Paraoxon, pois a distidncia de

7.1 A, intermediada por um ion metalico, favorece essa reagdo. Essa reacdo é
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compativel com um fenémeno bioldgico, biodisponibilizagdo dos grupos fosfatos e,
consequentemente, a fragmentagdo de composto xenobiodtico. Neste sentido, novos
estudos devem ser realizados, com a finalidade de propor um papel da enzima

arilsulfatase de Roseomonas gilardii na degradagao de Paraoxon.

4.4. Predicio da promiscuidade enzimatica in silico

Supondo o comportamento enzimatico generalista (atividade de sulfatase e/ou
fosfatase) da arilsulfatase de Roseomonas gilardii, foi demonstrado in silico que o
modelo predito por homologia estrutural para enzima arilsulfatase de Roseomonas
gilardii apresenta uma regido de fenda topologicamente favoravel a dois substratos
diferentes. Os substratos analisados apresentam menor energia de ligacdo na mesma

zona, apos andlise de docking molecular, como fica claro na Figura 9.

Sulfato 4-nitrofenil de Potassio Paraoxon

Figura 9. Topologia da fenda catalitica de arilsulfatase de Roseomonas sp. Em A: Corte
lateral da enzima com o substrato com enxofre. Em B: Corte lateral da enzima com o
agente quimico carregado negativamente com fosforo.

Topologicamente, a fenda catalitica demonstra ser acessivel a um grupo variado
de moléculas. Geometricamente, moléculas organicas com um ou mais grupos fenol
ligados a atomos como enxofre e fosforo podem ser alojadas de forma a sofrer
dissociagdo decorrente da atividade enzimatica. Charlotte et al. (2018) procederam um
estudo comparativo das hidrolises de monoésteres de fosfato e nitrofenil de sulfato em
solu¢do aquosa. Evidenciaram que, apesar da semelhanga da estrutura quimica dos
substratos, as reacdes de dissociagcdo prosseguem por diferentes estados de transi¢do,
com efeitos de solvatacdo muito diferentes, indicando que os requisitos para a catalise
eficiente dos dois substratos por uma enzima, também devem ser muito diferentes. No

entanto, Lou ef al. (2012) demonstraram que a arilsulfatase de P. aeruginosa, mesmo
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com grau variado de eficiéncia de clivagem, ¢ capaz de catalisar dois substratos
diferentes no mesmo sitio ativo.

Na arilsulfatase de R gilardii, o residuo de cisteina 57 estd geometricamente
proximo aos substratos preditos pelas analises de docking molecular. Similarmente, a
arilsulfatase de P. aeruginosa com atividade promiscua apresenta um residuo de
cisteina na posi¢do 51, que exerce um papel fundamental no sitio catalitico. A auséncia
desse residuo de cisteina 51 na arilsulfatase de P. aeruginosa resulta em uma proteina
sem atividade enzimatica (Lou ef al., 2012). De forma similar, uma enzima pertencente
a familia das fosfatases alcalinas descrita com atividade promiscua em Rhizobium
leguminosarum apresenta um residuo de cisteina na posi¢do 57, a mesma posi¢do que
em R gilardii, e tem um papel fundamental na atividade enzimatica (Jonas et al., 2008).
Topologicamente, as enzimas citadas compartilham um residuo de cisteina ao final da
sequéncia de identidade das sulfatases e no sitio ativo (Figura 10).

Sdo candidatos topologicamente favoraveis a regido de fenda da arilsulfatase de
R. gilardii os compostos carregados com enxofre, derivados do petroleo como sulfetos,
dissulfetos, benzotiofeno, dibenzotiofeno e tiofenos, pois apresentam tamanho e
estrutura compativel com o sitio ativo (ou fenda catalitica). Como mencionado
anteriormente, a sequéncia da proteina analisada neste trabalho ¢ proveniente de um
metagenoma de um residuo de perfuracdo de poco de petroleo. E natural imaginar uma
pressdo de selecdo evolutiva direcionada a presenga destes compostos em enzimas
generalistas com atividade de sulfatase.

J& ¢ bastante conhecido que enzimas de origem microbiana, que atuam em
compostos sintéticos, surjam de atividades promiscuas de enzimas previamente
existentes, ou metabolicamente sdo propensas a promiscuidade. Por exemplo, as
enzimas envolvidas na desintoxicac¢ao sao altamente promiscuas e podem degradar uma
grande variedade de agentes toxicos, por meio de diferentes rotas bioquimicas. Novas
funcdes enzimaticas surgem a todo momento na natureza, & medida que os organismos
sdo expostos a diferentes pressdes de selecdo. As enzimas promiscuas podem evoluir
para se tornarem catalisadores mais eficientes no uso de uma fonte alternativa de
carbono. Esse tipo de promiscuidade ¢ frequentemente considerado um vestigio da
natureza generalista, atribuido as enzimas primordiais (Charlotte ef al., 2018; Risso et

al., 2018; Washingtona et al., 2019).
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Figura 10. Topologia da fenda catalitica compartilhada. Em A: Representacdo do
monomero de arilsulfatase de Roseomonas gilardii, vista superior da fenda catalitica.
Em B: Vista em corte lateral da fenda catalitica, compartilhada por dois substratos
diferentes.

4.5. Analise de conservacio estrutural

A finalidade desta observagdo consiste na identificagdo de regides similares e/ou
distintas do modelo construido, frente ao modelo conhecido. Neste caso, utilizando o
software Chimera, foi realizada uma sobreposicdo de estruturas. A estrutura de
arilsulfatase de R. gilardii, determinada anteriormente por homologia estrutural, foi
comparada com a predi¢do cristalografica, realizada por Jonas et al (2008), de uma

enzima da familia das fosfatase alcalinas de R. leguminosarum (Figura 11).

W=\ -
Figura 11. Representagdo tridimensional de estruturas homodlogas. Em A:
Representacdo de uma unidade do homotetramero de R. leguminosarum em cor azul
(Jonas et al. 2008), em cor cinza arilsulfatase de Roseomonas gilardii em sobreposi¢ao.
Em B: Representacdo esquematica do sitio catalitico de R. leguminosarum, esfera em
cor verde, representa atomo de Calcio, bastonetes em vermelho e azul representam os
principais aminodcidos do sitio catalitico. Bastonete em cor amarela ao final da

37



estrutura de folhas  representa o residuo de cisteina 57 de arilsulfatase de Roseomonas
gilardii.

Utilizando a abordagem de alinhamento estrutural, podemos observar estruturas
consenso, mesmo que as proteinas (de forma generalista) possam apresentar baixa
similaridade de sequéncias. Geralmente, o sitio catalitico ¢ conservado quanto a sua
forma estrutural e ¢ esperado que o modelo gerado por homologia estrutural apresente
caracteristicas de localizagdes especificas, compativeis com fendomenos bioldgicos
conhecidos (Verli et al., 2014).

Neste contexto, o sitio catalitico da fosfatase alcalina de R. leguminosarum,
compartilha estruturas moleculares de folhas-a € B com a arilsulfatase de R. gilardii,
bem como alguns aminodcidos que interagem com o ion metdlico também sao
conservados nas duas estruturas. Jonas e Hollfelder (2009) propuseram que todos os
membros da familia das fosfatases alcalinas operam um ciclo catalitico semelhante. A
representacdo tridimensional da fosfatase alcalina de R. leguminosarum foi determinada
com uma resolugdo de cristalografica de 1,42 A (Jonas et al., 2008). Essa resolucio
permite uma alta confiabilidade do modelo gerado por homologia estrutural para
arilsulfatase de R. gilardii, uma vez que a acurdcia do modelo obtido, dentre outros
parametros, esta diretamente relacionada com o grau de similaridade entre as estruturas

tridimensional da proteina predita em relag¢do a da proteina molde (Figura 10).

4.6.  Sitio catalitico de arilsulfatase de Roseomonas gilardii.

Diferentes membros da familia das fosfatases alcalinas que apresentam
atividade promiscua compartilham aminoacidos com geometria espacial similar, bem
como polaridade similar no sitio catalitico. Os principais aminoacidos determinados por
comparagdo de estruturas sdao : Asp 12, Gln 13, Serina / Cisteina (fG 57-51), Arg 61,
Asn78, Tirl05, Trpl07, His218, Asp 317, Asp 324, His 325 e Lis 337. Esses
aminoacidos e suas respectivas posi¢des ja foram descritos ha cerca de duas décadas
por Stec et al. 2000 e Boltes et al. 2001. Em estudos mais recentes, foram observados
diferentes cofatores enzimaticos e variagdes pontuais de aminoacidos relacionados a
estabilidade do sitio catalitico e sensibilidade a diferentes ions metalicos que atuam

como cofatores enzimaticos (Stressler ef al. 2016).
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TYR 104

PRO 218

THR 106

HIS 324

Figura 12. Composi¢ao de aminoacidos presentes no sitio catalitico da estrutura predita
para arilsulfatase de Roseomonas gilardii.

A fG (formil-glicina) ¢ um aminoacido modificado por um processo pos
traducional, dependente da acdo de enzimas geradoras de formil-glicina. Essa
modificagdo ocorre no reticulo endoplasmatico, apds a importagdo do polipeptidio do
citoplasma. Dentre os aminoacidos determinados por comparagdo de sequéncia, a fG no
sitio ativo atua como doador de protons, na reacdo de dissociacdo do atomo de enxofre
ligado a moléculas organicas.

A reacdo nativa de uma tipica arilsulfatase microbiana ¢ a dissociagdo em ésteres
de sulfatos e os membros da classe arilsulfatase compartilham a presenca fG no sitio
ativo. As linhagens descritas com atividade promiscua também mantém essa estrutura
conservada no nucleo (Stressler et al., 2016). Jonas et al (2008) identificaram em uma
linhagem de Rhizobium sp. uma arilsulfatase que apresenta a fG no sitio catalitico, mas
ndo apresenta atividade de sulfatase. Porém, ela apresenta atividade promiscua de
monoésteres / diésteres de fosfato.

No caso de arilsulfatase de P. aeruginosa existe um residuo de cisteina na posi¢ao
51, no sitio catalitico, que sofre acdo de enzimas geradoras de fG originando fG51. Esse
fG51 faz com que a enzima tenha a estrutura molecular propicia para ser um doador de
protons no ataque nucleofilico ao substrato, reagindo quimicamente como uma sulfatase

(Lou et al., 2012).
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O alinhamento de estruturas revelou que a enzima arilsulfatase de R. gilardii
compartilha uma estrutura semelhante com o sitio catalitico de fosfatase de R.
leguminosarum, identificada no banco de dados de proteinas (PDB) pelo codigo de
acesso 2vqr. No entanto, os aminoacidos Asp 12 e GIn 13 da fosfatase de R.
leguminosarum estao ausentes no contexto do sitio catalitico proposto para arilsulfatase
de R. gilardii. Na fosfatase de Rhizobium leguminosarum, os aminoacidos Asp 12 e Gln
13 estdo relacionados a estabilidade do ion metalico (Mg?) que atua como cofator
enzimatico (Jonas et al. 2008) Ao descrever a arilsulfatase de P. aeruginosa
identificada no banco de dados de proteinas (PDB) pelo codigo de acesso 1hdh, Lou et
al. (2012) demonstraram que Asp 13, Asp 14 e Asp 317 no sitio catalitico tém relagao
direta com a estabilidade do ion metélico (Ca?), que atua como cofator enzimatico. Os
aminoacidos Lis 336 e Asn 77 da estrutura proposta para arilsulfatase de R. gilardii,
apresentam um posicionamento geométrico que favorece as interagdes com um cofator
enzimatico, devido a sua proximidade com Cis 57 e angulacdo em relagdo a His 324 ¢
His 217 (Figura 11).

J&4 ¢ conhecido que na arilsulfatase de P. aeruginosa os aminoacidos His 115 e
His 211 favorecem a interagdo com o grupo sulfato. No caso da arilsulfatase de R.
gilardii foi observado que as duas enzimas t€ém o mesmo angulo de tor¢ao em relagdo
ao encaixe do grupo sulfato no sitio ativo. Entretanto, ndo esta claro qual ion metélico
atua como cofator enzimatico. Estudos preliminares sugerem que a presenca do ion de

calcio favorece a atividade enzimatica em arilsulfatase de R. gilardii (item 4.7).

40



4.7.  Expressao heterdloga de RgARS1

Para produgado da proteina recombinante RgARS]1 foi realizada a amplifica¢do do
gene correspondente ao gene codificante da enzima arilsulfatase (Figura 12), usando
como DNA molde um plasmideo comercialmente adquirido. A reacdo de amplificagdo
foi realizada, com a adi¢do de dimetilsulfoxido DMSO (10 %), visto que os primers
estavam apresentando baixa especificidade (dados ndo mostrados). A reacdo foi

otimizada seguindo a descricdo de Cherter et al. (1993).

Gene 1548 pb 1600 ph

Figura 13. Resultado da amplificagdo por PCR do gene RgARS! proveniente do vetor
puc57. Eletroforese em gel de agarose 0,7 %, com anelamento a 58°C, com adi¢do de

1,25 ul de DMSO (10 %) no volume final da reagdo. M: marcador de massa molecular
de 1 kb.

41



Posteriormente, foi realizada a reacao de dupla clivagem com as enzimas de
restricdo EcoRI e BamHI do amplicon contendo a regido codificante do gene RgARSI e
do vetor de expressao pET23d+. A reagao de clivagem do plasmideo foi confirmada em
eletroforese de gel de agarose 0,7 % e o padrao de bandas obtido no gel foi compativel

com o padrdo de bandas obtido na analise in silic, usando a ferramenta Benchling.

3665 pb —— 3000 pb

1600 pb

Figura 14. Andlise da clivagem pET23d + com as enzimas EcoRI e BamHI, na primeira
coluna da esquerda para direita. Na coluna do centro pET23d integro e na coluna da
direita o marcador de peso molecular.Eletroforese em gel de agarose a 0,7 %. M:
marcador de tamanho molecular de 1 kb.

A clonagem do fragmento de interesse no vetor de expressao foi realizada com a
enzima de ligacdo T4 ligase. O produto da reacdo de ligagdo foi utilizado na
transformacgao por choque térmico da linhagem de E.coli TG2. Foi, entdo, realizado um
screening, empregando PCR, para detectar qual colonia apresentava o clone
recombinante.

Utilizando primers T7, que hibridizam nas regides flanqueadoras ao sitio de
clonagem do plasmideo, foi possivel identificar um clone recombinante em cerca de 40

avaliados (Figura 15).

42



$
M < 29 8 ()

508 1,880 1,508 2,008 2,580
T7 promoter
|RBS
|MCS T7 tag ‘\

. Arylsufatase
3.0 Kpb

1.6 Kpb

MCS
T7 terminator 6xHis B rop

*

Figura 15. Eletroforese em gel de agarose 0,7 % mostrando a deteccdo do gene
RgARSI inserido no vetor pET23d (+). Em A) Amplificacdo por PCR utilizando os
iniciadores T7 do vetor de expressdo. Anelamento dos primers a 56°C. (-): Controle
negativo. M: marcador de tamanho molecular de 1 kb. 38*: Colonia positiva; 29:
coldnia negativa. Em B) Modelo esquemadtico dos locais de hibridizacdo dos primers
T7. As setas em vermelho destacam as posi¢des dos primer no sitio multiplo de
clonagem do vetor de expressao.

O plasmideo recombinante foi, entdo, utilizado na transformacao de células de F.
coli BL21 (DE3) pLysS. Apos cultivo e indugdo da expressdo com adi¢do de IPTG, a
expressdo heterdloga da proteina recombinante arilsulfatase de R. gilardii foi
identificada em eletroforese vertical de gel poliacrilamida desnaturante com base em
extratos brutos de células induzidas. A linhagem E. coli BL21(DE3)
pLysS-pET23d+RgARSI1 gerada apresenta expressdo seletiva apenas na presenca do
agente indutor IPTG (Figura 16-A).

A proteina recombinante apresenta uma sequéncia de 6 histidinas adicionadas a
RgARSI, visando futuros ensaios de purificagcdo, por coluna de afinidade. O ensaio de
Western Blot, utilizando antigeno anti-poli histidina, confirmou a presenca dessa

estrutura na proteina RgARS1 (Figura 16-B).
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Figura 16. Expressao e identificacdo de RgARSI1 em lisado bruto de Escherichia coli
BL21 (DE3) pLysS. Em A: SDS-PAGE 12% de extratos proteicos ap6s a indug¢do por 1,
2 e 3 horas com IPTG 0,1 mM, em comparagdo com um extrato ndo induzido (sem
IPTG). M: Marcador de massa molecular. Em B: Resultado do Western Blot em
membrana de polyvinylidene difluoride (PVDF) com Anti-poly-Histidine—Peroxidase
de camundongo.

Com base na sequéncia de aminoacidos preditos a partir do clone recombinante,
foi utilizada a ferramenta ProtParam na anélise de diferentes parametros quanto as
propriedades fisico-quimicas da proteina RgARS1. Foi estimada uma massa molecular
de 58 kDa para a RgARS1 recombinante, compativel com a banda observada na Figura
16-A e dentro dos limites de massas moleculares encontradas em arilsulfatases

recombinantes conhecidas como descrito na tabela 4.

Tabela 4. Resultado da anélise no software online ProtParam

Numero de aminoacidos 521

Peso molecular 58 kDa

Ponto isoelétrico tedrico 5.07

Estimativa de meia vida >20 horas (leveduras, in vivo).

>10 horas (Escherichia coli, in vivo).
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A expressdao heterdloga de arilsulfatase microbiana tem sido objeto de estudo de
diferentes autores (Tabela 5), com os mais variados objetivos. Também ¢ consenso
entre os autores que obtencdo de uma enzima funcional depende de um processo
pos-traducional mediado por enzimas geradoras de fG enddgenas do metabolismo da
célula hospedeira. No trabalha historico de Dierks et al (1998) arilsulfatases de P.
aeruginosa, que apresentavam alteracdes no codon da Cis 51, expressavam uma
proteina sem atividade enzimatica perceptivel. Esse aminoacido foi considerado o
aminoacido fundamental no sitio catalitico para atividade arilsulfatase da enzima. A
massa molecular da enzima arilsulfatase em diferentes microrganismos pode variar de
33-66 kDa (Tabela 5), demonstrando uma versatilidade topologica e estrutural. No

entanto, mantém-se o sitio ativo conservado.

Tabela 5: Arilsulfatases microbianas com expressao heterologa.

Espécie de origem Linhagem Massa Autor
recombinante molecular
Pseudomonas Escherichia coli 66 kDa Dierks et al., 1998
aeruginosa BL21(DE3).
Pseudoalteromona Escherichia coli 33 kDa Kim et al.,
s carrageenovora BL21 (DE3) 2011
Thermotoga Escherichia coli 65 kDa Lee et al., 2013
maritima w3110
Marinomonas sp. Escherichia coli 33 kDa Wang et al.,
FW-1 2015
Flammeovirga Escherichia coli 56 kDa Gaoetal., 2015
pacifica
Alteromonas Escherichia coli 35kDa Stressler et
carrageenovora BL21(DE3) al., 2016
Kluyveromyces Escherichia coli 65 kDa Stressler et
lactis BL21(DE3) al., 2018
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4.8.  Avaliacdo da atividade enzimatica de RgARS1

A enzima RgARS1 produzida de forma recombinante pela linhagem E. coli BL21
(DE3) pLysS-pET23d+RgARS1 teve atividade enzimatica mensurada por ensaios
preliminares, utilizando a por¢do do lisado celular bruto, sem processos de purificagao.

Inicialmente, a linhagem recombinante teve atividade mensurada na presenga de
solucdao tampao, sem adi¢do de ions metalicos no tampao. No entanto, diferentes ions
fazem parte do meio de cultura utilizado na indugdo. Como foi utilizado o lisado bruto,
mesmo em pequenas fracdes, estes ions podem ter atuado no ensaio enzimatico, como
cofatores da atividade enzimatica mensurada na Tabela 6, que mostra a comparagdo dos
resultados obtidos de duas linhagem de E.coli BL21 (DE3) pLysS, uma contendo o
plasmideo (pET23d+RgARSI1) e induzida com IPTG e outra sem a presenca do
plasmideo. Neste caso, observamos um aumento da atividade enzimatica, quando
comparada as duas linhagem. Mesmo com uma concentragdo menor de proteinas, a
linhagem contendo o plasmideo recombinante e induzida apresenta maior atividade de
sulfatase. No entanto, os ensaios enzimaticos sdo preliminares e nos permitem um

pequeno elemento norteador quanto a real capacidade da enzima em estudo.

Tabela 6. Atividade de sulfatase (sem adi¢ao de ions metalicos na solu¢do tampao)

Linhagem Concentracao de Atividade Atividade

Proteinas (U/ml) especifica (U/mg)
(mg/ml)

E. coli BL21 8.3 0.0030 0.0003

(DE3) pLyssS.

E. coli BL21 7.6 0.0111 0.0014

(DE3)

pLysS-pET23d+R

gARSI1

Atividade de sulfatase foi determinada pela produ¢do de p-nitrofenol, decorrente da
clivagem de sulfato 4-nitrofenil de potéassio (25 mM) em solugao de Tris-HCl 20 mM,
pH 7,0 a 37°C. A tabela demonstra um comparativo entre a linhagem recombinante e a
linhagem nao recombinante.
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Pelo fato das arilsulfatases de P. aeruginosa (Lou et al., 2012) e de R. gilardii
compartilharem dominios proteicos e angulos de tor¢ao nas suas estruturas preditas, ¢
provavel que estas duas enzimas também compartilhem o mesmo cofator enzimatico.

Com a finalidade de avaliar esta hipotese, a atividade enzimatica da arilsulfatase
presente na linhagem recombinante expressa em E. coli BL21 (DE3)
pLysS-pET23d+RgARSI foi avaliada na presenga de ions de Ca*" na solug@o tampao.

De fato, foi observado um aumento substancial (Tabela 7) na atividade enzimatica
com acréscimo do ion Ca? No entanto, novos ensaios devem ser realizados a fim de

validar essa hipotese.

Tabela 7. Atividade de sulfatase (Com adi¢ao de ions Ca? na solu¢do tampao )

Linhagem Concentragao Atividade Atividade
& de Proteinas (U/ml) especifica (U/mg)
(mg/ml)

E.coli BL21 (DE3) 6.1 0.0035 0.0005
pLysS.

E. coli BL21 (DE3)

pLysS-pET23d+RgARS

: 48 0.0290 0.0060

Atividade de sulfatase foi determinada pela producdo de p-nitrofenol, decorrente a
clivagem de sulfato de 4-nitrofenil de potédssio (25 mM) em solugdo de Tris-HCI 40
mM, CaCl, 50 mM, pH 7.0 a 37°C. A tabela demonstra um comparativo entre a
linhagem recombinante e a linhagem nao recombinante.
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5. CONCLUSOES

Em resumo, este estudo demonstrou a estrutura geométrica da enzima RgARSI1
predita por homologia estrutural, bem como, caracteristicas funcionais, relacionada a
classe Arilsulfatase. Atividade de sulfatase da enzima RGARSI foi predita in silico e
confirmada in vitro. Além disso, foram encontradas evidéncias in silico de possivel
atividade promiscua em RgARSI.

Também foi construido com sucesso um vetor de expressdo contendo a regido
codificante da enzima RgARS1. De igual forma, foram obtidas linhagens com
expressdo recombinante de RgARS1. Ensaios preliminares sugerem que atividade de
sulfatase da enzima RgARS1 ¢ estimulada na presenca do ion Ca?.

Adicionalmente, os resultados das analises de docking molecular sugerem que a
enzima RgARSI1 apresenta atividade de fosfatase, ja que, virtualmente, o sitio catalitico
predito para enzima RgARS]1 ¢ propenso a proficiéncia enzimatica de uma ampla gama
de compostos quimicos carregados negativamente com o atomo de enxofre e/ou

fosforo.
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6. PERSPECTIVAS

Este trabalho resultou nas seguintes perspectivas:

Avaliar atividade fosfatase (in vitro) da enzima RgARS1 recombinante.

Analisar a habilidade de catalisador biologico da enzima RgARSI
recombinante, em processos de degradagdo de compostos derivados de petréleo.
Avaliar a capacidade da enzima RgARS1 recombinante, como promotor de
crescimento e desenvolvimento de cultivares de interesse econémico, como

soja.
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ANEXOS

Anexo 1:
Sequéncia de aminoacidos correspondente 8 RgARS1, utilizada neste trabalho:

SRSMASQRNVLLIVVDQWRADFMPVLGADFLRTPNLDRLCREGVTFRNHVTT
AVPCGPARASLLTGLYLMNHRAVQNTVPLDARHMNLGKALRGVGYDPALIGY
TTTTPDPRGTSRNDPRFSLLGDLMEGFRSVGAFEPSMDGYFGWLAQKGYDLPP
NREDIWLPEGMDDVPGATDRPSRIPTELSDTAYFTERALTYIKGRGEKPWFLHL
GYWRPHPPFIAPEPYNRMYTAAQMPAPVRMPHWREEAAQHPLLDFYLRGVQR
GSFFHGAGGAANEMAEAEIRQMRATYAGLISEVDAALGEVFAHLDATDQWKD
TLIIFTSDHGEQLGDHYLLGKIGFHDESFRIPLVVVDPDAPEQAGRIESAFTESVD
VLPSIIDWLGGEVPRACDGRSLLPLLRGRRPADWREHLFYEYDFRDVYYSHPEA
PLGLGMDDCSLCVVQDEQWKY VHFAALPPLLFNLEEDPNQFVNLADDPAHAG
IVADYAQRALSHRMRHAERTLTHYRSTPQGLEERSRLEHHHHHH*

Formulario de patente (UFRGS)

Patente de Biotecnologia referente a construgdo genética.

Reivindicacio de uso aplicado a :

Refinaria de petréleo

Agricultura (promotor de crescimento)

Bioprocessos e afins.

Classificacao de patentes: C12N 15/00.

Descricao: Mutacao ou engenharia genética; DNA ou RNA referente a engenharia
genética, vetores, por exemplo, plasmideos, ou seu isolamento, preparacdo ou
purificacdo; Utilizagdo dos hospedeiros para os mesmos (mutantes ou
micro-organismos geneticamente modificados C12N 1/00 , C12N 5/00 , C12N 7/00).
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Anexo 2: Parametros de afinidade de substrato.

Tabela A1 : Parametros de afinidade do agente quimico Paraoxon em diferentes sitios
de ligacao dentro do modelo predito para arilsulfatase Roseomona Gilardii.

kcal/mol RMSD Lb RMSD u.b
-7.0 0.0° 0.0°
-6.9 53.294 54.681
-6.7 46.576 49.547
-6.6 46.509 49.518
-6.4 54.597 56.202
-6.3 46.899 49.995
-6.2 11.367 13.196
-5.8 23.185 25.06

-5.8 54.844 56.559




Tabela A2: Pardmetros de afinidade do substrato Sulfato de 4-nitrofenil de Potassio em
diferentes sitios de ligacdo dentro do modelo predito para arilsulfatase R. Gilardii.

keal/mol RMSD Lb RMSD u.b
-6,73 0,0° 0,0°
6,7 2,853 5,675
-6,6 46,386 47,175
6,5 26,941 27,797
5,9 46,237 47,678
5,9 27,416 28,999
5,8 28,251 29,146
5,8 28,99 30,064
5,8 29,018 29,727

3 Valor com maior significancia.
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