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Eletroforograma SDS-PAGE para cada etapa de purificacdo.de MesoAmp. Canaletas:
(1) Marcador de peso molecular, (2) Fracdo sollvel antes da inducdo, (3) Fracao
soluvel apos inducdo com IPTG, (4) Proteinas ndo ligadas na resina de Ni-NTA, (5)
MesoAmp eluida com 500 mM de imidazol, (6) MesoAmp purificada apos
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cromatografia de filtracdo em gel. A seta na direita indicam o peso molecular da
MesoAmp. B. Perfil de eluicdo de MesoAmp por filtracdo em gel utilizando Superdex-
200. Linha preta (==) corresponde ao mAu medida a 280 nm; Barra cinza: atividade
relativa em porcentagem de MesoAmp. Pico 1 corresponde a agregacdo de
oligbmeros de MesoAmp com baixa atividade. Pico 2: fragbes com alta atividade
enzimatica. Caixa superior esquerda: analise do peso molecular da MesoAmp nativa
com proteinas padrbes [Tiroglobulina bovina (670 kDa), y-globulina (150 kDa),
albumina (43 kDa), Ribonuclease A (13,7 kDa) e Acido p-amino benzoico (pABA) (0,13
kDa)] usando a analises de regressao lineal para a determinacdo do tamanho
molecular dos oligbmeros (1) e dos homodimeros (2). Caixa superior direita: andlise
de SDS-PAGE das fragOes obtidas pela cromatografia de filtracdo em gel. Canaletas:
(1) Marcador de peso molecular, (2-4) Pico 1, (5-10) PiCO 2. .....ccovvviiieieiiiiiieieeeeeens 55
Figura 19. Analise fisico-quimico da MesoAmp. A. O efeito do pH sobre a atividade
enzimatica usando diferentes tampdes: Mcllvaine (A ); Citrato de sddio (A); Fosfato de
sédio (¢); Tris-HCI (e); Bicarbonato de sédio-hidroxido ( ¥); Glicina-hidréxido de sodio
(0); Fosfato monossodico-hidroxido de sodio (o). B. Efeito da temperatura sobre a
atividade da MesoAmp determinada com 100 mM de tampéo Bicarbonato de soédio-
hidréxido (pH 8,5). As letras minUsculas na parte superior dos valores (a-k) indicam a
diferenca significativa entre cada condicéo testada, de acordo com ANOVA e teste de
Tukey a 5% de probabilidade. Tabela inferior: faixa de pH e os diferentes tampdes
testados para a determinagao do pH OtIMO. ..........oooiiiiiiiiiiieeeee e 58
Figura 20. Analise espectroscopica e de desnaturacéo térmica de MesoAmp. A. O
espectro de dicroismo circular em tampé&o 100 mM de Bicarbonato de sédio-hidréxido
(pH 8,5). B. Perfil de desnaturacao térmica da estrutura secundaria de MesoAmp. As
alteracOes na elipticidade a 222 nm foram representadas graficamente como uma
funcdo da temperatura a pH 8,5. A intercep¢do das linhas pontilhadas indica a
temperatura de fusdo (Tm) estimada pelo ajuste dos dados utilizando a funcédo
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Figura 21. Termoestabilidade de MesoAmp usando Leu-p-NA como substrato. A
enzima foi incubada a diferentes temperaturas (45 a 80°C) por em intervalos de tempo.

Figura 22. Modelo tridimensional de MesoAmp. A. MesoAmp, Esferas amarelas
indicam a posi¢cdo das cisteinas no modelo. B. Cisteinas (C353, C360, C364)
localizadas proximas ao residuo catalitico de tirosina (Y316). Os numeros sinalizam a
distancia (em A) entre os atomos de enxofre presentes na proteina. C. Estrutura
tridimensional de PepS (PDB4ICQ). Esferas amarelas indicam a posicao das cisteinas
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Figura 24. Estabilidade operacional de MesoAmp imobilizada. A atividade enziméatica
em cada ciclo foi realizada com Tris-HCI pH 8,0; 2 mM de Cobalto e 2 mM de Leu-p-
NA e 40 °C, durante 15 min ou até atingir o estado estacionario. ..............ccccceee..... 68
Figura 25. Diagrama de Venn do sistema proteolitico de S. aureus (Staphylococcus
aureus USAD300); S. thermophilus (Streptococcus thermophilus CNR21066); L.
monocitogenes (Listeria monocytogenes EGD-e) e Mesorhizobium sp J5. NUmeros
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organismo.As pecas sobrepostas de diferentes elipses representam o namero de
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Figura 26. Eletroforograma para confirmar a mutacédo no gene mesoamp. 1: Produto
de PCR com os oligonucleotideos A+B; 2: Produto de PCR com os oligonucleotideos
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AMINOPEPTIDASE DE Mesorhizobium sp. DESCOBERTA POR MINERACAO
DE DADOS GENOMICOS COM APLICACOES BIOTECNOLOGICAS E SEU
IMPACTO NA FISIOLOGIA BACTERIANA

RESUMO - A andlise de mineracao de dados genémicos de Mesorhizobium sp.
revelou a presenca de uma ORF de 1257pb contendo o0 gene mesoamp, que codifica
uma proteina de 418 aminoacidos. A sequéncia de aminoacidos deduzida apresenta
50% de identidade com uma amino-peptidase termoestavel de Thermus thermophilus,
membro da familia de peptidase M29, e oito assinaturas carateristicas das metalo-
protease termofilicas foram encontrados. O gene mesoamp foi clonado e expresso em
Escherichia coli. A massa molecular da proteina foi avaliada por SDS-PAGE e filtracéao
em gel, o que indicou que a proteina apresenta 45,72kDa e 88,05kDa,
respectivamente, sugerindo uma estrutura dimérica da enzima recombinante. A
enzima foi nomeada como MesoAmp. Em seguida realizou-se a modelagem 3D
estrutural, que mostrou uma regido de dimerizacdo e uma regidao de ligacdo ao
substrato altamente conservada contendo os residuos de ligacdo a metais e o residuo
catalitico. A enzima apresentou atividade 6tima em pH 8,5 e temperatura de 45°C, foi
fortemente ativada por Co?* e Mn?*, nestas mesmas condicdes de reacéo, a enzima
apresentou Km e Kcat de 0,2364+0,018mM e 712,1+88,12seg™?, respectivamente.
Além disso, foi verificado uma notavel estabilidade da enzima em solventes organicos
e elevadas concentracdes de NaCl, além de um alto grau de reutilizacdo sem perda
apreciavel de atividade o que torna MesoAmp Unica, este trabalho estabelece as
bases para potenciais aplicagcbes biotecnologicas e/ou o desenvolvimento de
tecnologias sustentaveis, além de descrever uma das primeiras aminopeptidases
solvente e halo-tolerantes identificados para o género Mesorhizobium sp.
Palavras-chave: Expressédo genica, Dados gendmicos, Prospeccéo-enzimas
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AMINOPEPTIDASE FROM A Mesorhizobium sp. DISCOVERED BY GENOMIC
DATA MINING WITH POTENTIAL BIOTECHNOLOGY APPLICATION AND ITS
IMPACT ON BACTERIAL PHYSIOLOGY

ABSTRACT - The genomic data mining analysis of a Mesorhizobium sp.
revealed the presence of a 1257-bp open reading frame containing the Mesoamp
gene, which encodes a protein of 418 amino acids. The deduced amino acid sequence
was 50% identical to the thermostable amino-peptidase from Thermus thermophilus,
a member of peptidase family M29, and eight fingerprints signatures for a thermophilic
metalloprotease were found. The mesoamp gene was cloned and overexpressed in
Escherichia coli. The molecular mass of the protein was assessed by SDS-PAGE and
gel filtration, which indicated the protein weighs 45.72kDa and 88.05kDa, respectively,
suggesting a dimeric structure of the recombinant enzyme. The enzyme was
designated as MesoAmp. The 3D structural modeling showed a dimerization region
with highly conserved catalytic and binding metal residues. The enzyme exhibited
optimum activity at pH 8.5 and 45°C and was strongly activated by Co?* and Mn?*.
Under these reaction conditions, the enzyme displayed Km and Kcat values of
0.2364+0.018mM and 712.1+88.12seg™?, respectively. Additionally, the remarkable
stability of the enzyme in organic solvents, its activity at high concentrations of NaCl
and the high degree of reuse without appreciable loss of activity makes MesoAmp
unique. In summary, this work lays the foundation for potential biotechnological
applications and/or the development of environmentally friendly technologies and
describes the first solvent and halo-tolerant amino-peptidases identified for the
Mesorhizobium sp genus.

Keywords: Gene expression, Mining Data, enzyme prospection



1. INTRODUCAO

O solo € um ambiente complexo e heterogéneo, considerado um extraordinario
reservatorio da diversidade bioquimica e genética microbiana, tornando-se uma fonte
guase inesgotavel de biomoléculas, como as enzimas. A busca por enzimas com
aplicacdes industriais tem-se centrado em um numero limitado de géneros
microbianos como Bacillus (MARUTHIAH et al., 2013), Pseudomonas (MEENA et al.,
2013) e Aspergillus (KANG et al., 2014), deixando outros micro-organismos de
interesse biotecnoldgico, como o Mesorhizobium, em um segundo plano.

O género Mesorhizobium é composto por 24 espécies distribuidas no mundo
todo (WANG et al, 2014a) e caracteriza-se por ser geneticamente variavel,
apresentando carateristicas fisioloégicas bem distintas entre as espécies. Esta riqueza
genética e bioquimica tem sido pobremente estudada, jA que 3467 sequéncias de
peptidases conhecidas, putativas ou homologas de Mesorhizobium encontram-se
submetidas na base de dados de peptidases (MEROPS) (RAWLINGS et al., 2014),
mas nenhuma foi caracterizada ou estudada até o momento. As peptidases sao umas
das enzimas mais usadas na industria biotecnolégica, atingindo um mercado de quase
8 bilhdes de déblares (LI et al., 2012) e projetado para crescer mais nos préximos anos.
Todo este crescimento pode ser alcancado por meio de novas abordagens, como a
mineragdo de genes em dados gendmicos (GDM) (ADRIO; DEMAIN, 2014; LUO,
2012). O GDM oferece uma oportunidade sem precedentes na area da biotecnologia,
devido a abundancia de dados pré-existentes e inexplorados, e usando como padrao
sequéncias similares de enzimas conhecidas. Na atualidade esta metodologia esta
sendo usada na prospeccao de enzimas como endoglucanases, lacases, nitrilases,
redutases, xilanases e também de policetideos sintases, as PKS (BACHMANN; VAN
LANEN; BALTZ, 2014; GONG et al., 2013; HE et al., 2014), além de outras de grande
valor industrial como as peptidases.

As peptidases (E.C. 3.4) sdo o tipo de enzima mais importante do ponto de vista
industrial, capazes de hidrolisar ligacbes peptidicas entre residuos de aminoacidos.
Podem ser utilizadas em diversas atividades industriais, tais como processamento de

bebidas, alimentos, processamento de couro e pele, industrias téxteis, formulacéo de



detergentes, no amaciamento de carne e formulacdo de medicamentos. Os micro-
organismos sdo a fonte mais empregada para a obtencdo de proteases de uso
industrial, obtidas através de processos fermentativos (RAO et al., 1998). As bactérias,
fungos filamentosos e leveduras s&o pesquisados a fim de alcancar novos genes
codificadores de proteases, além de aumentar a produtividade e a estabilidade
enzimatica daqueles que ja sdo admitidos como micro-organismos proteoliticos.
Observando a versatilidade das proteases na industria e a demanda pela
descoberta de novas enzimas, este trabalho descreve a mineracdo de dados
gendmicos de Mesorhizobium sp J5, para a prospeccao e analises de enzimas

proteoliticas, visando sua aplicacdo em processos biotecnoldgicos.
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6. CONCLUSOES

Neste trabalho foi possivel identificar quatro ORFs codificadoras de enzimas
proteoliticas no genoma de Mesorhizobium sp J5 com possiveis aplicacdes
biotecnolégicas e, ainda, desenvolver a caracterizacao funcional e avaliar o impacto
da enzima amino-peptidase da familia M29 sobre o metabolismo desta bactéria. Os
resultados obtidos com os ensaios experimentais empregados nos permitem concluir

que:

e Os genes mesoamp, mesoleu e mesocarx foram corretamente clonados para
expressao heterdloga em E. coli;

e A proteina recombinante MesoAmp, referente ao produto do gene mesoamp, foi
expressa soluvel e ativa como homo-dimero em E. coli;

e A atividade leucil-aminopeptidolitica de MesoAmp € sensivel ao SDS e [-
mercaptoetanol e depende de sua forma dimérica para a atividade.

e Aenzima MesoAmp possui atividade 6tima em pH 8,5 e a 45°C, o que a caracteriza
como termofilica;

e A MesoAmp € uma enzima altamente dependente de ions metdlicos,
principalmente Co?* e Mn?*,

e O padrao de inibicdo indica que a MesoAmp é uma metalo-peptidase;

e A desestabilizacdo da estrutura terciaria da MesoAmp em funcéo da temperatura
estad bem correlacionada com a perda de sua atividade;

e A atividade da MesoAmp quase nédo foi alterada na presenca dos solventes
testados, sugerindo uma aplicacdo compativel com solventes organicos.

e A MesoAmp apresentou modelos estruturais da familia das alfa/beta hidrolases,
com uma regido altamente conservada na cavidade catalitica da enzima.

e O estudo in silico da MesoAmp forneceu detalhes quanto a sua estrutura terciaria;
localizacéo da triade catalitica; da regido de ligacdo ao substrato; da caracteristica
da cavidade interna e a localizacdo da triade

e Estudos preliminares revelaram que atividade de peptidase da MesoAmp, ndo esta

limitada a manter o pool de aminoéacidos.



80

e O gene mesoamp apresenta pleiotropismo além da codificacdo da enzima
MesoAmp, como: tolerdncia ao estresse salino, modificacdes na estrutura de

exopolisacarideos e formacéao de biofilme.
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