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RESUMO

LEITE, Amanda Cristina Esteves. Estudo e caracterizacdo de enzima superoxido
dismutase com potencial aplicagdo biotecnoldgica. 2021. 41 p. Trabalho de Conclus&o de
Curso (Bacharelado em Biotecnologia) — Escola de Artes, Ciéncias e Humanidades,
Universidade de S&o Paulo, Séo Paulo, 2021. Verséo corrigida.

Enzimas sdo catalisadores biologicos atrativos para a industria, apresentando importancia em
uma série de atividades econémicas, haja vista seu uso na otimizacao de processos, redugdo da
producdo de residuos ou em substituicdo a catalisadores quimicos toxicos, por exemplo. As
enzimas antioxidantes representam o mecanismo de defesa mais importante contra o dano
celular induzido pelo estresse oxidativo e possuem importante papel em casos de aterosclerose,
hipertensdo, diabetes mellitus e doencas cardiovasculares. Superoxido dismutases (SODs) séo
enzimas antioxidantes as quais catalisam a dismutacdo do anion radical superdxido (O2™),
originado principalmente no processo de respiracdo celular. SODs desempenham um papel
fundamental no mecanismo de defesa contra o estresse oxidativo, sendo de grande interesse
biotecnoldgico, podendo ser utilizadas nas areas biofarmacéutica, veterinaria e alimenticia, por
exemplo. Este trabalho visa o estudo e caracterizacdo da enzima recombinante superdxido
dismutase cujo gene é proveniente de estudos do Mar Vermelho (SOD-MV, Egito). Enzimas
provenientes desse local apresentam caracteristicas cinético-enzimaticas Uteis para sua
utilizacdo em bioprocessos industriais, como tolerancia a metais pesados, halofilia,
termoestabilidade e termofilia, demonstrando um ambiente interessante para prospeccao de
enzimas. A enzima SOD-MV foi analisada por bioinformaética, predizendo-se que o material
genético em estudo pertence ao organismo Phyllobacterium calauticae, que os aminoacidos
envolvidos no sitio ativo da enzima SOD-MV sdo His57, His108, Asp189, His193, Alal03,
GInl104, Tyrl1l, Alal74 e Gly175 e que a estrutura da enzima é homodimérica. A enzima foi
clonada no vetor de expressdo pTrc-HisA e superexpressa no hospedeiro E. coli em sua
conformacdo ativa. Foram utilizadas trés técnicas cromatogréficas diferentes para tentativa de
purificacdo, sendo cromatografia de afinidade por ions metalicos imobilizados, cromatografia
de troca i6nica e cromatografia de interacdo hidrofobica, entretanto, ndo foi possivel obter a
proteina pura. Assim, serdo necessarias novas abordagens para purificacdo e determinacdo das

caracteristicas e propriedades bioquimicas desta enzima.

Palavras-chave: Superoxido dismutase. Antioxidantes. Enzimas oxirredutoras.



ABSTRACT

LEITE, Amanda Cristina Esteves. Study and characterization of a superoxide dismutase
enzyme with potential biotechnological application. 2021. 41 p. Final paper. (Bachelor of
Biotechnology) — School of Arts, Sciences and Humanities, University of Sdo Paulo, Séo
Paulo, 2021. Corrected version.

Enzymes are biological catalysts attractive to industry, presenting importance in a range of
economic activities, due to their use in process optimization, reduction of waste generation or
in replacement of toxic chemical catalysts, for instance. Antioxidant enzymes represent the
most important defense mechanism against oxidative stress induced cellular damage and have
important role in cases of atherosclerosis, hypertension, diabetes mellitus and cardiovascular
diseases. Superoxide dismutases (SODs) are antioxidant enzymes that catalyze the dismutation
of superoxide anion radical (O2"), which is originated mainly in the cellular respiration process.
SODs play a fundamental role in the defense mechanism against oxidative stress, thus being of
great biotechnological interest, such as in biopharmaceutical, veterinary and food areas. This
work aims the study and characterization of the superoxide dismutase recombinant enzyme
whose gene comes from Red Sea studies (SOD-MV, Egypt). Enzymes from this location
present useful kinetic-enzymatic characteristics for their use in industrial bioprocesses, such as
heavy metal tolerance, halophily, thermostability and thermophily, evidencing an interesting
environment for enzyme prospection. The SOD-MV enzyme was analyzed through
bioinformatics, predicting that the genetic material in study belongs to the organism
Phyllobacterium calauticae, also that the amino acids involved in the active site of the SOD-
MV enzyme are His57, His108, Asp189, His193, Alal103, GIn104, Tyrl11l, Alal74 and Gly175
and that the enzyme structure is a homo-dimer. The enzyme was cloned into pTrc-HisA
expression vector and overexpressed in its active conformation using E. coli as host. Three
different chromatographic techniques were applied as an attempt of purification: immobilized
metal-affinity chromatography, ion exchange chromatography and hydrophobic interaction
chromatography. Nevertheless, pure protein was not obtained. Therefore, new approaches will
be necessary for the purification and determination of biochemical properties and

characteristics of this enzyme.

Keywords: Superoxide dismutase. Antioxidants. Oxi-reductive enzymes.
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1 INTRODUCAO

Enzimas sdo catalisadores biologicos altamente seletivos e eficientes na bioconversdo
de substrato a produto, alem de catalisarem reac6es régio-, quimio- e estéreo- especificas que
ndo poderiam ser realizadas por quimica convencional. Por esses motivos, sdo catalisadores
altamente atrativos para a industria, apresentando importancia em uma série de atividades
econdmicas, como nas areas médica, farmacéutica e diagnostica; alimenticia e agropecuaria;
quimica; téxtil; energética e em muitas outras industrias (SARROUH et al., 2012).

Tais aplicagOes explicam o crescimento do mercado global de enzimas, o qual deve
apresentar uma taxa de crescimento anual composta (Compound Annual Growth Rate - CAGR)
de 6,5 % entre 2020 e 2027, estimando-se que a pandemia de COVID-19 tenha um impacto
geral positivo nesse mercado. Assim, espera-se que ele atinja um valor de cerca de US$ 14,5
bilhdes em 2027 (MANJKREKAR; WADEKAR; SUMANT, 2021).

As enzimas utilizadas industrialmente podem vir de fontes microbianas, animais ou
vegetais, contudo, as enzimas microbianas possuem como vantagem uma maior atividade e
estabilidade, além de serem mais facilmente modificadas e otimizadas (L1U; KOKARE, 2017).
Dessa forma, o estudo de enzimas microbianas permite a descoberta de catalisadores biol6gicos
uteis industrialmente, seja a fim de otimizar processos, reduzir a producéo de residuos ou em
substituicdo a catalisadores quimicos toxicos, por exemplo. Assim, a fim de se obterem enzimas
com a atividade desejada, sob condi¢fes industriais, pode-se otimizar o processo de producéo
ou a propria molécula através da engenharia de proteinas (SARROUH et al., 2012).

Ademais, as enzimas sdo divididas em 7 classes: Oxirredutases, Transferases,
Hidrolases, Liases, Isomerases, Ligases e Translocases (MCDONALD; BOYCE; TIPTON,
2008). Ao longo das décadas, a classe de enzimas oxirredutases vem se mostrando altamente
importante para a biotecnologia, gracas a sua vasta aplicacdo nos mais diversos processos,
especialmente os ambientais, clinicos e industriais, sendo estes nas areas quimica, alimenticia
e farmacéutica (MAY; PADGETTE, 1983; MAY, 1999; TIKHONOV et al., 2019; XU, 2005).

Na classe das oxirredutases, encontram-se, entre outras, enzimas antioxidantes, as quais
representam o mecanismo de defesa mais importante contra o dano celular induzido pelo
estresse oxidativo, dado que catalisam a transformacéo de espécies reativas de oxigénio (ERO)
em moléculas estaveis e atoxicas (SAEZ; ESTAN-CAPELL, 2017).

Ao contrario do que o nome pode sugerir, as ERO sdo um grupo de moléculas com
reatividades bastante distintas, dado que abrangem ndo somente radicais de oxigénio, mas

também derivados do oxigénio que ndo séo radicais. Enquanto as espécies radicais participam
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de reacdes de um elétron e, portanto, possuem poder oxidante equivalente ao potencial de
reducdo, as espécies ndo radicais sdo oxidantes de dois elétrons, com reatividade dependente
da energia de ativacdo (AUGUSTO; MIYAMOTO, 2011). Entre as espécies radicais estdo o
radical hidroxila (*OH), o 6xido nitrico (NO¢) e o radical superdxido (O2"), ja entre as ndo
radicais estdo o perdxido de hidrogénio (H202), acido hipocloroso (HOCI), ozbnio (Os3) e
oxigénio singlete (*:02)? (BERRA; MENCK; DI MASCIO, 2006).

As ERO estdo envolvidas em diversos processos fisioldgicos ou patologicos em todos
0S seres Vivos, 0s quais utilizam um sistema de defesa antioxidante para neutralizacdo dessas
moléculas. Este sistema é composto por moléculas ndo enzimaticas, como as vitaminas C e E,
a glutationa e a ubiquinona, e também por enzimas antioxidantes, como a superdéxido dismutase
(SOD), glutationa peroxidase e catalase (ALLEMANN; BAUMANN, 2008).

Sabe-se que enzimas antioxidantes possuem importante papel, por exemplo, em casos
de aterosclerose, hipertensdo, diabetes mellitus e doencas cardiovasculares (MAKSIMENKO;
VAVAEYV, 2012). Nesse sentido, a producdo e administracdo de enzimas do sistema de defesa
antioxidante como a superoxido dismutase e a catalase trouxe resultados interessantes que
sugerem a possibilidade de utilizacdo dessas enzimas na area biofarmacéutica
(MAKSIMENKO; VAVAEV, 2012). Outro importante ramo de aplicacdo biotecnoldgica
dessas enzimas é o da indUstria alimenticia, pois sdo capazes de prolongar o tempo de prateleira
dos alimentos, aumentando, assim, sua conserva¢do (MEYER; ISAKSEN, 1995).

1.1 Superoxido dismutase

Superdxido dismutases (EC 1.15.1.1) catalisam a dismutacdo do anion radical
superoxido (O2™), originado principalmente no processo de respiracdo celular, e desempenham
um papel fundamental no mecanismo de defesa contra o estresse oxidativo (SASAKI,;
AKAMATSU; HORIO, 2000). Os produtos da dismutacdo séo o oxigénio molecular (O2) e 0
peréxido de hidrogénio (H202), o qual, por sua vez, é neutralizado em seguida através de
diversos mecanismos, como o ciclo da glutationa, a agdo de enzimas catalases, peroxirredoxinas
ou proteinas tiorredoxinas (OTER et al., 2012).

As SODs sdo metaloenzimas, ou seja, utilizam um metal como cofator para sua ativagéo,
sendo classificadas em quatro tipos, dependendo do metal ligado ao seu sitio ativo: manganés
(Mn-SOD); cobre e zinco (Cu/Zn-SOD); ferro (Fe-SOD); ou niquel (Ni-SOD) (CHAMBERGO
etal., 2012). A Cu/Zn-SOD possui estrutura bastante distinta das demais, enquanto a Mn-SOD
e a Fe-SOD possuem estruturas bastante similares, com a diferenca que a Mn-SOD € encontrada
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em mitocondrias, mas a Fe-SOD ndo (PARKER; BLAKE, 1988). J4 a presenca de Ni-SOD foi
correlacionada a uma possivel substituicdo da Fe-SOD em ambientes com pouco ferro
biodisponivel, sugerindo-se que foi adquirida por transferéncia horizontal de genes em diversos
organismos (DUPONT et al., 2008).

A enzima SOD possui grande importancia fisioldgica, dado que desequilibrios em sua
presenca foram correlacionados a diversos quadros fisiopatoldgicos, como arteriosclerose,
diabetes mellitus e sindrome de Down, devido a alteragdo da concentracdo celular do anion
radical superoxido (CULOTTA; YANG; O’HALLORAN, 2006).

Além disso, a enzima superdxido dismutase apresenta diversas aplicacoes
biotecnoldgicas, podendo ser aplicada para:

e biossensores do radical superoxido (BEISSENHIRTZ et al., 2006; LIU; TIAN; XIA,
2008);

e tratamento de lesdes, queimaduras e danos por radiacdo UVB na pele (CHEN et al., 2016);

e tratamento de inflamacédo ocular (KOST et al., 2016);

e conservacao de orgaos para transplante (KOO et al., 2001; LAND et al., 1994);

e conservacao de sémen equino (COCCHIA et al., 2011);

e como suplemento alimentar (BAFANA et al., 2011), entre outros.

Um resumo das principais utilizacbes da SOD pode ser visto na figura 1.



12

Figura 1: Aplicac6es da enzima superoxido dismutase.
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Adaptado de BAFANA et al., 2011.

Gracas as suas vastas aplicacfes e importancia fisioldgica, o estudo de SODs é de grande
interesse biotecnoldgico e, por conseguinte, foi a enzima selecionada para utilizacdo neste
trabalho. A origem da enzima utilizada é um estudo de metagenoma do Mar Vermelho
(FERREIRA et al., 2014) e, por isso, sera referida como SOD-MV.

1.2 Mar Vermelho
O Mar Vermelho ¢ um corpo d’4gua que separa o nordeste da Africa e a Peninsula

Arabica, sendo formado com a divergéncia entre as placas tectonicas africana e arabica. Sua

localizac&o geografica, bem como os principais paises no entorno, esta indicada na figura 2.



13

Localizacdo do Mar Vermelho.
S ‘ = : -(‘\ T P 5
N ;! o

ck 500 km

Geogr. Nacional, Mapa G e v a
Fonte: Google Maps. Imagens ©2021 TerraMetrics, Dados do mapa ©2021 Google, Mapa GlSrael.
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O Mar Vermelho é um dos corpos de 4gua mais salgados do planeta, gracas a diversos
fatores, principalmente relacionados a baixa precipitacdo, alta taxa de evaporacgéo e isolamento
geografico de outros corpos d’agua. Assim, ele apresenta salinidade média de 40 %o, variando
entre os valores de 36 a 41 %o, além de sofrer alta irradia¢do ultravioleta independentemente da
estacdo do ano (BEHZAD et al., 2016).

Ademais, o Mar Vermelho é um ambiente oligotrofico, apresentando escassez de
nutrientes e altas temperaturas ao longo de todo o ano, com temperaturas superficiais que
podem chegar a 34 °C no verdo, com pouca variagdo no inverno. Dessa forma, o0s
microrganismos existentes nesse local sdo de interesse biotecnolégico a medida que possuem
alta resisténcia salina, além de que se espera que sejam mais resistentes ao aumento de
temperatura do que outros microrganismos marinhos (BEHZAD et al., 2016).

Outra caracteristica do Mar Vermelho é possuir diversos lagos de salmoura, ou brine
pools, que sdo lagos submarinos profundos, hipersalinos, andxicos e geotermais, encontrados
em depressdes, chegando a mais de 2000 metros de profundidade. O maior deles é o Atlantis |1
Deep, localizado proximo a fenda central do mar, entre a Ardbia Saudita e o Suddo, com
profundidade maxima de 2194 metros e area de aproximadamente 60 km? (SONBOL;
FERREIRA; SIAM, 2016).

O Atlantis Il é estruturado verticalmente em quatro camadas convectivas, sendo que

uma quinta camada estd em processo de formacéo, além de uma fina interface de até 8 metros
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entre cada camada, na qual a temperatura e sais sdo transportados por difusdo. Cada camada
convectiva é verticalmente homogénea, em termos de temperatura, salinidade e condutividade,
sendo que a mais superficial se inicia a 2002 metros de profundidade e possui temperatura de
43,53 °C e salinidade de 87 %o, enquanto a mais profunda tem inicio a 2048 metros de
profundidade, com temperatura de 68,28 °C e salinidade de 252 %o (SWIFT; BOWER,;
SCHMITT, 2012).

Assim, devido as suas caracteristicas fisico-quimicas, os lagos de salmoura sdo
considerados um dos ambientes mais extremos na Terra, sendo, portanto, de grande interesse
para prospeccdo biotecnolégica. Além disso, ha varios nichos propicios ao crescimento
microbiano nas regides de interface, devido aos gradientes fisico-quimicos, especialmente o
gradiente de densidade, responsavel por captar particulas organicas e inorganicas, fornecendo
nutrientes para o desenvolvimento de organismos (ANTUNES; NGUGI; STINGL, 2011).
Dessa forma, os lagos de salmoura demonstram importante potencial para bioprospeccéo.

Como exemplo desse potencial, foram reportadas, a partir de estudos de metagenoma
do Atlantis I, atividades antimicrobianas e anticancerigenas (ZIKO et al., 2019) e enzimas de
resisténcia a antibioticos (ELBEHERY; LEAK; SIAM, 2017). Também foram descritas
citotoxicidade e atividade apoptédtica contra cancer cervical, de mamas e de prdstata de bactérias
isoladas da interface entre o Atlantis Il e a 4gua do mar (SAGAR et al., 2013).

Ademais, a partir de estudos do Atlantis Il foram reportadas diversas enzimas, como
tiorredoxina redutase (BADIEA et al., 2019), mercurio redutase (SAYED et al., 2014), esterase
(MOHAMED, et al., 2013) e nitrilase (SONBOL; FERREIRA; SIAM, 2016). Essas enzimas
possuem em comum importantes caracteristicas cinético-enzimaticas, tais quais tolerancia a
metais pesados, halofilia, termoestabilidade e termofilia, demonstrando, mais uma vez, um
ambiente de interesse biotecnoldgico para prospeccao de enzimas, dado que tais caracteristicas

sdo Uteis para a utilizacdo dessas proteinas em bioprocessos industriais.
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2 OBJETIVOS

Este trabalho objetiva expressar e caracterizar a enzima recombinante superdxido
dismutase cujo gene é proveniente de estudos do Mar Vermelho (SOD-MV, Egito).
A fim de alcangar o objetivo, foram adotados os seguintes objetivos especificos:
1. Analisar computacionalmente o gene da enzima;
2. Clonar o gene no vetor de expressdo pTrc-HisA;
3. Purificar a proteina recombinante SOD-MV, expressa no hospedeiro Escherichia coli;

4. Analisar a atividade enzimatica da enzima obtida.
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 Andlise computacional

No trabalho de Ferreira et al. (2014), foi identificado um gene anotado como superdxido
dismutase, presente no metagenoma “Red Sea: Atlantis Il brine pool interface” depositado no
GenBank Sequence Read Archive (Accession SRX352356). A partir desses dados, foi analisada
uma sequéncia de DNA de 20.682 pb, contendo o gene anotado como SOD e os 10 kpb
antecedentes e subsequentes a ele.

A sequéncia foi analisada utilizando o programa BLASTN (2.12.0+; National Center
for Biotechnology Information — NCBI; Bethesda, EUA; ALTSCHUL et al., 1997), utilizando-
se 0s parametros padréo contra o banco de dados Nucleotide Collection (nr/nt) do NCBI. Em
seguida, foi realizada nova analise BLASTN, contra o banco de dados Whole-genome shotgun
contigs (wgs), utilizando os pardmetros padrdo e limitando a busca ao taxid: 28100
(Phyllobacterium) e excluindo-se o taxid: 253813 (uncultured Phyllobacterium sp.).

Em seguida, analisaram-se as Open Reading Frames (ORFs) com no minimo 300
aminoacidos de comprimento presentes na sequéncia, utilizando-se o programa ORFFinder
(NCBI; Bethesda, EUA) com os demais parametros padrdo. As ORFs foram, entdo, analisadas
com o programa BLASTP (2.12.0+; NCBI; Bethesda, EUA; ALTSCHUL et al., 1997; 2005),
utilizando-se os parametros padrdo, contra o banco de dados ndo redundante (nr).

Posteriormente, a sequéncia com suas ORFs foi visualizada utilizando o software
Artemis (18.1.0; Wellcome Sanger Institute; Hinxton, Reino Unido; CARVER et al., 2011) e
comparada com o genoma do melhor hit encontrado no banco de dados wgs, através da
observacao dos genes ao redor da sequéncia das SODs.

Enfim, foi realizada uma busca no banco de dados Protein Data Bank (PDB) por
enzimas superoxido dismutases bacterianas com estrutura ja caracterizada e depositada. A partir
desse resultado, foi realizado alinhamento maltiplo entre os aminoacidos da proteina SOD-MV
e 0s aminoacidos das sequéncias encontradas, utilizando-se o programa Clustal Omega (1.2.4;
EMBL-EBI; Hinxton, Reino Unido; MADEIRA et al., 2019). Adicionalmente, utilizou-se o
programa ProtParam (Swiss Institute of Bioinformatics; Lausanne, Suica; GASTEIGER et al.,
2005) com vistas a computar parametros fisico-quimicos da proteina.

Por fim, utilizou-se o programa SWISS-MODEL (Swiss Institute of Bioinformatics e
Biozentrum of the University of Basel; Lausanne e Basel, Suica WATERHOUSE et al., 2018)

em sua configuragdo padréo a fim de realizar a modelagem da estrutura tridimensional da SOD-



17

MV. Com os templates obtidos por essa busca, filtraram-se apenas aqueles cujos ligantes
condiziam com a predicdo realizada a partir do alinhamento multiplo, gerando-se os modelos
tridimensionais para esses templates. Entdo, selecionaram-se os modelos com melhores
pontuacdes, da seguinte maneira: seguindo-se a recomendacdo do programa, excluiram-se 0s
modelos com QSQE (Quaternary Structure Quality Estimate; BERTONI et al., 2017) menor
que 0,7; escolheram-se 0os modelos com melhores indices GMQE (Global Model Quality
Estimate; WATERHOUSE et al., 2018) e QMEANDIisCo Global (STUDER et al., 2019); e
selecionaram-se 0s modelos com maior identidade com a sequéncia da SOD-MV. Finalmente,

avaliou-se o diagrama de Ramachandran dos dez melhores modelos.

3.2 Cepas e condicdes de cultura

Para a preparacdo de DNA plasmidial e producdo da proteina recombinante, foi utilizada
a cepa Escherichia coli BL21 (GE Life Science, EUA). A cultura bacteriana foi realizada em
meio liquido Lysogeny Broth (LB, triptona 1%; NaCl 1%; extrato de levedura 0,75%; MP
Biomedicals, EUA) ou Circlegrow (MP Biomedicals, EUA) a 37 °C sob agita¢édo constante (150
rpm) e em placas com meio LB &gar (LB + &gar 2%) em estufa a 37 °C. Quando necessério, 0
meio LB foi suplementado com ampicilina (150 ug/mL) (Sigma-aldrich, EUA) ou kanamicina
(50 pL/mL) (AMRESCO, EUA). Para a inducdo da expressdo da proteina recombinante, foi
utilizado isopropil B-D-1-tiogalactopiranosida (IPTG) 0,5 mM (Sigma-aldrich, EUA).

3.3 Manipulacéo de DNA e técnicas gerais de biologia molecular

Manipulacdo de DNA, PCR (Polymerase Chain Reaction), preparacdo e transformacéo
de bactérias competentes e outras técnicas empregadas em biologia molecular foram feitas
segundo descrito por Sambrook et al. (1998), ou de acordo com os protocolos fornecidos pelos
fabricantes dos Kits utilizados.

3.4 Clonagem do gene

A sequéncia de DNA do gene foi sintetizada e clonada no vetor de clonagem pMK,
utilizando os sitios de clonagem Kpnl e Sacl (Life Technologies, EUA). Em seguida, 1 pg da
construcdo plasmidial foi transformada por eletroporagdo em bactérias eletrocompetentes E.

coli BL21, conforme procedimento descrito pelo fabricante do Electroporador 2510
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(Eppendorf, Alemanha). Entdo, as células transformadas foram cultivadas em meio LB durante
1 hora a 150 rpm e 37 °C, plaqueadas em meio LB &gar/kanamicina e incubadas em estufa a 37
°C por 18 horas. Os clones resistentes a kanamicina foram utilizados na preparacdo de DNA
plasmidial, de acordo com o protocolo do fabricante do QIlAprep Spin Miniprep Kit (Qiagen,
Alemanha).

Em seguida, o DNA plasmidial foi utilizado para amplificacdo do gene da proteina
através da técnica de PCR, com kit pfx DNA polimerase (Life Technologies, EUA),
empregando-se oligonucleotideos especificos 0s quais contém sitios de clivagem das enzimas
de restricito Nhel e Xhol (SodRSea-F: CTAGCTAGCATGGATCTGAA
TCGTCGTGATATG; SodRSea-R: CCGCTCGAGTTAGGCATCAAAACGATCACTCACQ).
Posteriormente, o fragmento amplificado foi purificado conforme instru¢ées do QIAquick PCR
Purification Kit (Qiagen, Alemanha).

A seguir, tanto o fragmento do gene quanto o vetor de expressdo pTrc-HisA
(ThermoFisher, EUA) foram digeridos com as enzimas de restricdo Nhel e Xhol utilizando o
Anza Restriction Enzyme Cloning System (ThermoFisher, EUA). Os fragmentos obtidos foram
novamente purificados e, em seguida, ligados utilizando o LigaFast™ Rapid DNA Ligation
System (Promega, EUA), conforme protocolo fornecido pela empresa.

A construcdo plasmidial foi, entdo, transformada em bactérias E. coli BL21, que
posteriormente foram selecionadas com ampicilina. As colonias resistentes foram avaliadas por
PCR, a fim de determinar a clonagem do gene, e, por fim, as coldnias apresentando o gene da

enzima SOD-MV foram utilizadas para producdo da proteina recombinante.

3.5 Expressdo da proteina recombinante

A expressdo foi realizada através de indculo em meio Circlegrow/ampicilina a 37 °C e
150 rpm, o qual foi acompanhado até atingir absorbancia em 600 nm entre 0,8 e 1,2. Entdo, o
meio foi suplementado com solucdo de metais para bactérias (Fe2(SOas)s » H20 82,3 g.L;
C0SO4 + 7 H20 4,7 g.L 't MnSO4 » H20 20,1 g.LY; CuSO4 « 5 H,0 3,4 g.L Y HsBO3 4,7 g.L Y,
ZnSO4 « 7 H20 4,7 g.L 1) e foi realizada a inducéo da expressdo da proteina recombinante,
através da adicao de IPTG (0,5 mM), inicialmente por 18 horas a 37 °C e 150 rpm.

Em seguida, avaliou-se o tempo mais adequado para a inducdo da expresséo, entre 0s
tempos de 30 minutos, 1 hora, 4 horas, 5 horas, 6 horas e 18 horas, através de analise em SDS-
PAGE (Sodium dodecyl sulfate-polyacrylamide gel electrophoresis) 12,5 %. Na sequéncia,
foram realizados inéculos de 100 mL induzidos pelos tempos de 1 hora, 2 horas, 3 horas e 4
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horas. Para cada um deles, a massa bacteriana foi coletada por centrifugagéo e rompida por
sonicacdo em 5 mL de tampdo de lise (Na2HPO4 / NaH2PO4 50 mM, pH 7.2), utilizando
Desruptor de Célula Q 550 W (Ultronique, Brasil), em intervalos de 30 s pulso / 30 s pausa,
durante 4 minutos, com intervalo de 10 minutos na metade do tempo. Enfim, o lisado bacteriano
foi centrifugado a 9,8x10% g durante 40 minutos a 4 °C e, novamente, as amostras foram
avaliadas por SDS-PAGE.

3.6 Purificacdo da proteina recombinante

Ap0s a inducdo da expressao da enzima pelo tempo mais adequado, a massa bacteriana
foi coletada e rompida por sonicacdo em tampdo de lise, realizando-se ciclos de 10 s pulso / 50
s pausa. Por fim, o lisado bacteriano foi centrifugado e a fracdo soltvel foi coletada, clarificada
por filtracdo em filtro de 0.45 um e utilizada na etapa de purificacdo, realizada no aparelho
AKTA purifier FPLC com monitor UPC-900 (GE Life Science, EUA) a 280 nm. Foram
utilizadas trés técnicas cromatograficas diferentes para tentativa de purificacdo, conforme
procedimento a seguir. Apds cada uma das etapas, as fracdes obtidas foram analisadas por SDS-

PAGE e a atividade enzimatica foi avaliada conforme descrito no item 3.7.

3.6.1 Cromatografia de afinidade por ions metalicos imobilizados

A primeira técnica empregada foi a cromatografia de afinidade por ions metalicos
imobilizados, utilizando-se coluna cromatografica de 10 mL de volume de coluna (VC),
contendo a resina Chelating Sepharose Fast Flow (GE Life Science, EUA), carregada com
sulfato de niquel (0,1 M).

Para essa purificacdo, foram utilizados 500 mL de cultura bacteriana, a qual foi coletada
e, em seguida, lisada durante dois ciclos de 3 minutos em 20 mL de tampé&o de lise e, por fim,
0 sobrenadante do lisado foi ajustado para uma concentragdo de 500 mM de NaCl.

Previamente ao processo cromatogréafico, a coluna foi equilibrada com 3 VC de tampao
de equilibrio (NazHPOs / NaH2POs4 50 mM; NaCl 500 mM, pH 7.2). Em seguida, 0
sobrenadante do lisado bacteriano foi aplicado e a coluna foi lavada com 3 VC de tampao de
equilibrio. Logo apds, foi realizada a etapa de eluicdo em um gradiente de extensdo de 4 VC,
indo de 0 a 100 % do tampéo de elui¢do (Na2HPO4 / NaH2PO4 50 mM; NaCl 500 mM; Imidazol

500 mM, pH 7.2). Durante toda a etapa de eluigdo foram coletadas fragdes de 5 mL.
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3.6.2 Cromatografia de troca ionica

A segunda técnica empregada foi a cromatografia de troca ibnica, utilizada em
combinacdo com a técnica anterior. Dessa forma, seguido ao processo de cromatografia de
afinidade, as fracdes de injecdo foram coletadas, unidas e dialisadas duas vezes em 500 mL de
tampdo de equilibrio (Na2HPOs / NaH2PO4 50 mM, pH 7.2) por 30 minutos. Entdo, foram
novamente clarificadas por filtracdo em filtro de 0.45 um e utilizadas na cromatografia de troca
ibnica.

Para essa purificacdo, foi utilizada coluna cromatografica de 5 mL de VC, contendo a
resina Q Sepharose Fast Flow (GE Life Science, EUA), equilibrada previamente com 3 VC de
tampdo de equilibrio. A amostra dialisada foi aplicada na coluna e eluida em um gradiente de
extensdo de 6 VC, indo de 0 a 100 % do tampao de eluicdo (NazHPO4 / NaH2PO4 50 mM; NaCl
1 M, pH 7.2), seguindo-se de lavagem da coluna com 1 VC de tampéo de eluigdo. Durante toda
a etapa de eluicdo foram coletadas fragfes de 5 mL.

3.6.3 Cromatografia de interacdo hidrofobica

A Ultima técnica cromatografica empregada foi a cromatografia de interagdo
hidrofébica, utilizando-se coluna cromatografica de 3 mL de VC, contendo a resina Phenyl
Sepharose Fast Flow (GE Life Science, EUA).

Para essa purificacdo, foram utilizados 200 mL de cultura bacteriana, a qual foi coletada
e, em seguida, lisada durante dois ciclos de 2 minutos em 10 mL de tampéo de lise e, entdo, 0
sobrenadante do lisado bacteriano foi ajustado para uma concentracdo de 500 mM de Na>SOa.

Previamente ao processo cromatogréafico, a coluna foi equilibrada com 5 VC de tampao
de equilibrio (NaHPO4 / NaH2PO4 50 mM; Na;SOs 500 mM, pH 7.5). Em seguida, o
sobrenadante do lisado bacteriano foi aplicado e a coluna foi lavada com 2 VVC de tampao de
equilibrio. Logo apds, foi realizada a etapa de eluicdo em um gradiente de extensao de 3 VC,
indo de 0 a 100 % do tampdo de eluicdo (Na2HPO4 / NaH2PO4 50 mM, pH 7.5), seguida de
uma lavagem com 3 VVC do tampao de eluig¢do. Durante toda a etapa de elui¢do foram coletadas

fracdes de 3 mL.
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3.7 Avaliagdo da atividade enzimética

Apols cada uma das etapas da producdo da proteina recombinante (inducdo, lise e
purificacdo), as amostras foram avaliadas quanto a atividade enzimatica da proteina SOD-MV.
Esse processo foi realizado conforme o procedimento descrito por Beauchamp e Fridovich
(1971).

Para isso, realizou-se eletroforese em gel de poliacrilamida em condicGes néo
desnaturantes a 4 °C, com voltagem constante de 40 V overnight, ou com voltagem de 60 V
durante 30 a 50 minutos (até que as amostras ingressem no gel de corrida), seguido por aumento
de voltagem para 200 V por mais 2 a 3 horas. Entdo, o gel foi submergido em solucdo de
nitroazul de tetrazdlio (NBT) 25 % e mantido no escuro sob agita¢do constante por 30 minutos,
sendo em seguida submergido em solucdo de riboflavina 10 % e tetrametiletilenodiamina

(TEMED) 0,1 % e exposto a luz intensa até observacao das bandas de atividade.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

No trabalho de Ferreira et al. (2014), foi identificado um gene anotado como superéxido
dismutase (SOD-MV) de 696 pb. SOD-MV ¢ uma enzima constituida por 232 aminoacidos e

possui massa molecular de aproximadamente 25,3 kD.

4.1 Andlise computacional

Inicialmente, analisou-se a sequéncia de DNA contra a base de dados Nucleotide
Collection (nr/nt) do NCBI, a fim de identificar o microrganismo de potencial origem do
material genético em estudo. Assim, obtiveram-se os resultados indicados na tabela 1 como os
trés melhores hits dessa busca, sendo:

e Phyllobacterium sp. 628 chromosome, complete genome (Accession CP050301.1);
e Phyllobacterium zundukense strain Tri-48, complete sequence (Accession CP017940.1);

e Mesorhizobium sp. 113-1-2 DNA, complete genome (Accession AP023242.1).

Tabela 1: Trés melhores resultados do BLASTN contra o banco nr/nt.

Percentual
Cobertura E-value de
Identidade

Pontuacdo | Pontuacéo

Descrigao Méxima Total

Phyllobacterium
sp. 628
chromosome, 8608 21074 95% 0,0 88,03%
complete
genome
Phyllobacterium
zundukense
strain Tri-48, 6611 11444 63% 0,0 81,66%
complete
sequence
Mesorhizobium
sp. 113-1-2
DNA, complete
genome

2626 6765 45% 0,0 74,30%

Dessa forma, realizou-se nova busca, contra o banco wgs, dado que o material genético
em estudo € proveniente de metagenoma, e este é 0 banco de dados desse tipo de material.
Contudo, para utilizagdo desse banco, é necessario especificar alguma taxonomia e, por isso,
inicialmente se utilizou o banco nt. Entdo, na busca contra o wgs, limitou-se ao género

Phyllobacterium, excluindo-se o taxid 253813, dado que este estava gerando erro na busca.
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Os cinco melhores resultados estdo apresentados na tabela 2. O melhor hit é
“Phyllobacterium calauticae strain R2-JL R2_3, whole genome shotgun sequence” (Accession
JAGENB010000003.1), com 97,14 % de identidade, enquanto os demais hits sdo com cepas

distintas da espécie Phyllobacterium myrsinacearum, todos com 92,38 % de identidade.

Tabela 2: Cinco melhores resultados do BLASTN contra o banco wgs.

Descrigdo | Codigo | Tamanho Cober- | E- ESDacos
da de da Pontuacdes Identidade pag
o N tura | value (Gaps)
Sequéncia | Acesso | sequéncia
Phyllobacter
ium Maxima: 97,14 % 0%
s | e ze137
R2 3 whole | 0100000 720379 100 % 0,0 13430 17 bases
genome 03.1 Total: bases em em
shotgun 34954 13826 13826
sequence
Phytlobacter Méxima: 9238% | 0%
i 20148
myrsinacear
umstrain | SO 11327176 99% | 00 12782 | 32 bases
DSM 5892 ' Total: bases em em
Ga0310499_ 31304 13836 13836
102,[...]
Phyllobacter
ium Méaxima: 92,38 % 0%
myrsinacear 20148
um strain QLKYO01
HAMBI 19 | 000002.1 537959 99 % 0,0 12782 32 bases
92 Total: bases em em
EJMNOJEN 31304 13836 13836
2,[..]
Phytlobacter Méxima: 9238% | 0%
i 20148
myrsinacear
um strain %%gfzc’ll 183684 9% | 00 12782 | 32 bases
IAM 13584 ' Total: bases em em
(Ga0215882_ 31182 13836 13836
112,1...]
Phyilobacter Méxima: 9238% | 0%
i 20148
myrsinacear
um strain gg{)%ggll 782320 99% | 0,0 12782 | 32 bases
DSM 5892 ' Total: bases em em
ZBl[OO?OZv 31304 13836 13836

A espécie Phyllobacterium calauticae (LUSTERMANS et al., 2021) € uma bactéria
aerobia, organoheterotrofica, isolada de um véu microaerofilico, ou seja, com baixissimas
concentragdes de oxigénio, formado em um sedimento de &gua doce enriquecido com bactérias-

cabo. Esta €, até 0 momento, a Unica espécie do género isolada a partir de sedimento, ja que as
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demais foram isoladas de partes de plantas. Ademais, foi identificado crescimento da bactéria
a uma concentracdo de NaCl a 4 % (LUSTERMANS et al., 2021). Sendo assim, tais
caracteristicas sdo condizentes com o local de origem do material utilizado para este trabalho,
fornecendo indicios de que a espécie em questdo é Phyllobacterium calauticae.

Em seguida, a sequéncia foi analisada em busca das ORFs, as quais em seguida foram
analisadas por BLASTP a fim de identificar quais delas sdo Coding Sequences (CDSs) e,
também, as funcbes dos genes. Assim, a visualizacdo das CDSs presentes na sequéncia
analisada se encontra na figura 3, juntamente com o nome dos produtos preditos. A partir dessa
lista, ndo foi possivel propor um operon, porém as enzimas presentes sdo condizentes com a de

outros genomas de Phyllobacterium.

Figura 3: CDSs presentes nas proximidades do gene SOD-MV.

|2200 2400 |eena 2200 11000 13200 15400 17600 19200
(i 1 1 T e 1
CD3 CD3 Cl CD3 Wik CD3
U0 LTI OTRRREET T OO0 00 == (10T 1NN Ty g1y
CD3 CDE CD3 Superoxido Dismutase Ch3
11 e | o R O T 1 Y NIRRT IR TN
[k CD3E Wik Wik
1] Il
==
R
CDa 95 497 ¢ ribosowme silencing factor
CDh3 629 1225 ¢ mnicotinate-nucleotide adenylvltransferase
CD3 1282 25685 ¢ glutamate-5-semjialdehyde dehydrogenase
CDa 2569 3735 ¢ glutamate 5-kinase
CDE 3743 4777 © GTPase 0OhgE
CDa 4573 5541 ¢ GNAT family N-acetyltransferase
CD3 5913 6392 ¢ 50% ribosomal protein L2l
CD3 £813 7550 ¢ DUFZ807 domain-containing protein
CDa 7796 8167 ¢ hypothetical protein
CD3 5258 9244 ¢ MCE family protein
CDE 10002 10682 e S0D-MV
CDa 15068 15359 ¢ ABC transporter permease
Ch3 15856 16707 o ABC transporter ATP-binding protein
CD3 16721 17740 c ABC transporter substrate-binding protein
CDa 17952 19055 ¢ saccharopine dehydrogenase family protein

A seguir, analisaram-se 0s aminoacidos da proteina SOD-MV, a fim de determinar quais
estdo presentes no sitio catalitico da enzima. Para isso, realizou-se alinhamento multiplo com
superdxido dismutases com estrutura ja caracterizada, as quais foram filtradas para as 4
sequéncias mais proximas da SOD-MV no cladograma gerado pelo programa Clustal Omega:

e SOD de Anaplasma phagocytophilum (PDB: 3JS4; DOI: 10.2210/pdb3js4/pdb);

e SOD de Thermosynechococcus elongatus (PDB: 1IMY6; KERFELD et al., 2003);

e SOD de Aliivibrio salmonicida (PDB: 2W7W; PEDERSEN; WILLASSEN; LEIRQOS,
2009);
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e SOD de Francisella tularensis subsp. tularensis SCHU S4 (PDB: 3H1S; DOI:
10.2210/pdb3h1s/pdb).

O alinhamento mdaltiplo pode ser visto na Figura 4. A partir desse alinhamento, foi
possivel predizer os aminoacidos presentes no sitio ativo da SOD-MV, sendo predito que se
trata de uma Fe-SOD. As Fe-SODs compartilham os mesmos aminoacidos ligantes ao cofator
metalico que Mn-SODs, porém diferem destas nos aminoacidos que compdem sua assinatura
(PARKER; BLAKE, 1988; TEMPERTON; WILKINSON; KELLY, 1996). Sendo assim,
foram identificados na sequéncia da SOD-MV, e estdo indicados na Figura 4:

e Aminoacidos ligantes ao cofator metalico: His57, His108, Asp189 e His193;
e Aminoacidos que compBem a assinatura de Fe-SOD: Alal03, GIn104, Tyrlll, Alal74 e
Gly175.

Figura 4: Alinhamento multiplo de sequéncias de proteinas superdxido dismutases.

SNAGCPLTE-NKKPLLTFDVWEHAYYIDYRMNARPKYVEALW-DIVNWQFVYSEQFAD----

SR ok EFE LTI LI PO N LR R

SOD-MV  MDLNRRDMLWLSGTVAATTLFAPNIQAHAAAPFKQPELPYAEDALAP-VISARTVGLHYG 59
. phagocytophilum MAHHHH---HHMGTL------- EAQTQGPGSMFELSDLPYE--GLEP-YISSHLLDRHYN 47
T. 2longatls -------mmmmmmmmm e e e AFVQEPLPFDPGALEPYGMSAKTLEFRHYG 29
A. salmonicida ------------"-""="-"——-"="-"—--"--—-—-—-—- MSFELPALPFAKDALEP-HISAETLDYHHG 29
F. tularensis -----------—-—-““—-—~-—~--~--- SMAMKFELPELPYAVDALES-TISKETIEYHYG 32
*® HHE L DR Fo
SOD-MV  KHHAGYFKKLNSLVEKTPYADLSLEEV---VWVRAKK--EGNMPVFNNAAQAWNHNLYWQQ 114
. phagocytophilum GHHKTYVDVLNKLVVGTEFEGLGNESLGDIVVKAHNSGSAGRATFNNAAQIWNHDFYWQS 187
T. elongatus KHHKGYWVDNLMKLTQDTELADKSLED----VIRTTYGDAAKVGIFMNAAQVWNHTFFEWNS B85
A. salmonicida KHHNTYVVKLMNGLIPGTEFEGKTLEE----IIKTSTG----- GVFMNNAAQ TWNHT FYWNC Ba
F. tularensis KHHQTYVTNLMMNLVEGTEHDGRMLEE----IVKTSNG----- GIFMNAAQVFNHTFYWNC B3
EE T ® . % s SEEEREE L KR .. k.
SOD-MV  FQGG-SAPARGAFATAAESGFGGLDGLKKKIVAESDNVFGTGWVWLYMDGD - -KLAVAGM 171
. phagocytophilum MKPNGGGNPPEKLREMIEHSFGSVEGFNNAFTTSGLGOFGSGWVWLVYDEDAKALKVVST 167
T. elongatus LKPGGGGYPTGDVAARINSAFGSYDEFKAQFKNAAATQFGSGWAWLVLE-A-GTLEVTKT 143
A. salmenicida LAPNAGGQPTGAVAAAIDAAFGSFEEFKAKFTDSAINNFGSSWTWLVKNAD-GSLAIVNT 139
F. tularensis LTPNKTEASS-QLKAALTIETFGSVENFKEQFSKAATATFGSGWAWLVKNTE-GKLEIVTT 141
: ¥ o Ey K _REE . ¥ or
SOD-MV  KDAGDPLAE-GGKAVLGIDVWEHAYYLDYENRRAEHVAAVLDKLVNWQFYSDRFDA---- 226
. phagocytophilum ANADSPLLTQGQLPLATMDVIWEHAYYLDYLNLRKKYIDVFLEHLLNWDFVLGRLEDAGVL 227
T. elongatus ANAENPLVH-GQVPLLTIDVWEHAYYLDYQMRRPDFIDNFLNQLWNWDFVAKNLAAA--- 199
A. salmonicida SNAATPLTDEGVTPLLTVDLWEHAYYIDFRNVRPDYMGAFW-SLVNWSFVEENLAK---- 194
F. tularensis 195

Os aminoacidos ligantes ao cofator metélico estdo indicados com fundo avermelhado, e aqueles que compdem a
assinatura de Fe-SOD estdo indicados com fundo azul. O asterisco (*) indica posi¢des com um Unico residuo
completamente conservado; os dois pontos (:) indicam conservacdo entre grupos de propriedades fortemente
similares; enquanto um ponto (.), de propriedades fracamente similares.

Em seguida, realizou-se a modelagem da estrutura tridimensional da SOD-MV,
filtrando-se apenas os templates cujos ligantes sdo atomos de ferro. O modelo com melhor
qualidade esta apresentado na Figura 5 e apresenta estrutura homodimerica com dois ligantes

do fon Fe?*,
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Figura 5: Estrutura predita computacionalmente para a proteina SOD-MV.

4.2 Clonagem da proteina recombinante

A sequéncia SOD-MV foi clonada no vetor de expressdo pTrc-HisA, entre os sitios de
restricdo de enzimas Nhel e Xhol do plasmideo. O vetor utilizado contém marca de resisténcia
aampicilina e expressao regulada pelo promotor Trc, pelo operador lacO e pelo repressor laclQ,
possibilitando um alto nivel de transcricdo de maneira regulada pelo indutor IPTG. Além disso,
apresenta cauda de poli-histidina (6x His) na por¢do N-terminal da proteina, de modo a
possibilitar uma purificacdo utilizando resina carregada com niquel. A Figura 6 apresenta o

esquema do plasmideo construido.

Figura 6: Mapa esquematico do plasmideo SOD-MV/pTrcHisA.

pTrc
6xHis

Nhel
S

( SOD MV/ pTrcHisA | X

“.\' 5095 bp Q\ mB TT

Esta apresentado o sitio de inser¢cdo do gene SOD-MV, entre os sitios de restricdo Nhel e Xhol (ThermoFisher
scientific, USA), o marcador de resisténcia a ampicilina (Amp), o promotor e terminador, e a sequéncia de
histidinas.
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Apbs a clonagem e transformacdo, as bactérias foram selecionadas tanto com o
antibiotico ampicilina, quanto através de PCR de colénia (Figura 7), por meio da qual foi

possivel identificar quatro col6nias corretamente transformadas, dentre as cinco analisadas.

Figura 7: Eletroforese em gel de agarose da PCR de coldnia das bactérias transformadas com o plasmideo SOD-
MV/pTrcHisA.

Mw 1 2 3 4 5

4000 bp —>
3 000 bp—>

2000 bp —p»
1500 bp —»

1000 bp —3
750 bp —>

500 bp ——

250 bp —>
100 bp —>

(1) ao (5) PCR de diferentes colbnias transformadas e resistentes a ampicilina; (MW) 1 Kb DNA Ladder (LGC
Biotecnologia).

4.3 Expressao da proteina recombinante

As bactérias selecionadas foram, entdo, induzidas por 18 horas e analisadas por
eletroforese SDS-PAGE 12,5%, demonstrando-se capazes de expressar a proteina SOD-MV
(Figura 8). Com vistas a melhorar a qualidade da proteina superexpressa e evitar a formacéo de
corpos de inclusdo, buscou-se reduzir a duracdo da inducdo. Para isso, foi realizada uma
avaliacdo qualitativa do melhor intervalo para inducdo, buscando, assim, 0 menor tempo
possivel capaz de gerar quantidade adequada de proteina recombinante, dentre os tempos de 30
minutos, 1 hora, 4 horas, 5 horas, 6 horas e 18 horas. Obtiveram-se 0s resultados apresentados
na Figura 8, os quais permitiram concluir que a inducdo da SOD-MV requer uma inducéo de,

no minimo, 1 hora, dado que um tempo inferior a este se mostrou insuficiente para a inducéo.
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Figura 8: Eletroforese em SDS-PAGE (12,5%) da inducéo da proteina recombinante SOD-MV por diferentes
tempos.

1 2 3 4 5 6 7 MW
<—=98 kD

<<—=62 kD

<—=49 kD

<—38 kD

<=28 kD

(1) Cultura bacteriana ndo induzida com IPTG; (2) cultura bacteriana induzida com 0,5mM de IPTG por 30
minutos; (3) cultura induzida por 1 hora; (4) cultura induzida por 4 horas; (5) cultura induzida por 5 horas; (6)
cultura induzida por 6 horas; (7) cultura induzida por 18 horas; (MW) SeeBlue Plus2 Pre-Stained Protein Standard
(ThermoFisher scientific). A seta vermelha indica, aproximadamente, a posicao da proteina recombinante.

Em seguida, foi realizada nova analise de expressdo, ja incluindo a etapa seguinte, de
sonicacdo, a fim de verificar se a proteina recombinante estaria presente na fracdo soltvel do
lisado celular. Para isso, determinou-se um intervalo de inducdo a ser avaliado, sendo o tempo
minimo necessario para inducdo (1 hora) definido como limite inferior do intervalo e o tempo
seguinte analisado na Figura 8 (4 horas) como o limite superior.

Assim, apés inducéo, lise e centrifugacdo, avaliaram-se as fracdes soltvel e insoltvel
de hora em hora dentro desse intervalo (Figura 9), permitindo verificar que a proteina estava
presente na fragdo soltvel. Enfim, selecionou-se o tempo de 4 horas para a inducéo da proteina
recombinante, por ter sido considerado mais adequado a superexpressdo da enzima. Contudo,
ressalva-se a limitacdo de ndo ter sido realizada analise quantitativa para determinagdo do

tempo 6timo de inducdo, ficando esta analise para possiveis projetos futuros.
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Figura 9: Eletroforese em SDS-PAGE (12,5%) da lise da proteina recombinante SOD-MV apds diferentes

tempos de inducéo.
MW 1 2 3 4 5 6 7 8

98 kD ——

62 kD ——

49 kD—=

38 kD——=

28 kD=

(1) Fracdo insolavel apos indugdo de 1 hora; (2) fragdo sollvel ap6s inducdo de 1 hora; (3) fragdo insolivel/2
horas; (4) fracdo soltvel/2 horas; (5) fragdo insolivel/3 horas; (6) fragdo soluvel/3 horas; (7) fragdo insolivel/4
horas; (8) fracdo soltvel/4 horas; (MW) SeeBlue Plus2 Pre-Stained Protein Standard (ThermoFisher scientific).
A seta vermelha indica, aproximadamente, a posicéo da proteina recombinante.

Além disso, definiu-se 0 meio Circlegrow (MP Biomedicals, EUA) para cultivo das
bactérias e expressdo da proteina, por ser um meio aprimorado e desenhado para um rapido
crescimento de E. coli e alto rendimento da producdo plasmidial. Ademais, a fim de evitar o
aquecimento da amostra e a consequente degradacdo da proteina recombinante durante a etapa
de lise celular, aumentou-se o tempo de pausa nos ciclos de sonicagéo, passando de 30 s pulso

/ 30 s pausa para 10 s pulso / 50 s pausa.

4.4 Purificacdo e analise de atividade enzimatica

4.4.1 Purificagdo por cromatografia de afinidade por ions metélicos imobilizados

Apos as etapas de inducdo e lise celular, a fragdo soltvel contendo a enzima SOD-MV
foi submetida a purificacdo através de cromatografia de afinidade a niquel. A escolha dessa
técnica se deu pela presenca da cauda de histidina na proteina recombinante, a qual possui
afinidade pelos ions de niquel imobilizados na resina, podendo ser eluida com a adicdo de
imidazol. Contudo, conforme pode ser observado pelo resultado da eletroforese (figura 11), a
proteina recombinante ndo ficou retida na coluna cromatografica, sendo liberada nas fragdes de

injecdo da purificacdo, de acordo com o cromatograma apresentado na figura 10.
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Figura 10: Cromatograma da purificagdo por afinidade a niquel da proteina recombinante SOD-MV.
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A linha azul demonstra a quantificagdo de proteina (mUA) obtida pela absorbancia (DO280); a linha verde indica
a concentracdo do tampdo de eluicdo utilizado (em porcentagem). Os numeros das fragdes coletadas sdo
demonstrados na parte inferior do cromatograma: nimeros 1, 2, 3, 4, 8, 9 e 10.

Figura 11: Eletroforese em SDS-PAGE (12,5%) da purificagao por afinidade a niquel da proteina recombinante
SOD-MV.

Mw 1 2 3 4 5 6 7 8 9
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==
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(1) Cultura bacteriana ndo induzida com IPTG; (2) cultura bacteriana induzida com 0,5mM de IPTG; (3) fragéo
insolGvel do lisado bacteriano; (4) fragdo solUvel do lisado bacteriano; (5) ao (8) fracBes 2, 3, 8, 9 e 10,
respectivamente, coletadas ap0s a purificagdo; (MW) Mark 12 Unstained Standard (ThermoFisher scientific). A
seta vermelha indica, aproximadamente, a posi¢do da proteina recombinante.

Com vistas a realizar uma analise adicional do resultado, foi realizada a avaliagdo da
atividade enzimética das fracdes de inducdo, lise e purificacdo, apresentada na figura 12. A
técnica utilizada foi escolhida por possibilitar a visualizagdo da atividade enzimatica mesmo
em condi¢cBes em que a enzima nao se encontra pura, com a praticidade adicional de néo

requerer espectrofotdbmetro para leitura. Por outro lado, a técnica empregada apresenta a
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limitacdo de nédo fornecer uma quantificacdo exata da atividade enzimatica, limitando possiveis
comparagdes com demais enzimas superdxido dismutases.

O método empregado utiliza 0 NBT como detector do anion radical superoxido, gerado
fotoquimicamente, enquanto na presenca da enzima superoxido dismutase, a reducdo do NBT
é inibida, gerando bandas acrométicas em um gel azul (BEAUCHAMP; FRIDOVICH, 1971).

Figura 12: Gel de atividade enzimatica das fragbes da purificacéo por afinidade a niquel da proteina
recombinante SOD-MV.

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10

(1) Cultura bacteriana ndo induzida com IPTG; (2) cultura bacteriana induzida com 0,5mM de IPTG; (3) fracdo
insolGvel do lisado bacteriano; (4) fragdo soltvel do lisado bacteriano; (5) ao (10) fragbes 2, 3, 4, 8, 9 e 10,
respectivamente, coletadas ap6s a purificagdo. A seta vermelha indica, aproximadamente, a posi¢do da proteina
recombinante.

A partir desse ensaio, foi possivel confirmar a localizacdo da enzima SOD-MV nas
fracOes de injecdo da cromatografia, a0 mesmo tempo em que demonstrou que a proteina estava

presente em sua conformacéo ativa.

4.4.2 Purificagdo por cromatografia de troca idnica

Assim sendo, as fragdes contendo a enzima foram unidas e dialisadas, a fim de se
realizar nova tentativa de purificacdo, dessa vez empregando uma técnica diferente. A
cromatografia de troca i6nica se baseia na atracdo entre moléculas de cargas opostas e, por isso,
foi utilizada resina de troca aninica, tampdo de equilibrio com pH acima do ponto isoelétrico
(p!) da proteina, estimado pelo ProtParam em 5.79, e tampéo de elui¢cdo com alta concentracéo
salina (JUNGBAUER; HAHN, 2009).

Entretanto, a enzima recombinante novamente ndo ficou retida na coluna, sendo eluida
nas fracdes de injecdo da cromatografia, conforme pode ser visto no gel de atividade, a partir

da numeracdo do cromatograma (figuras 14 e 13, respectivamente).
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Figura 13: Cromatograma da purificagdo por troca idnica da proteina recombinante SOD-MV.
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A linha azul demonstra a quantificagdo de proteina (mUA) obtida pela absorbancia (DO280); a linha verde indica
a concentracdo do tampdo de eluicdo utilizado (em porcentagem). Os numeros das fragdes coletadas s&o
demonstrados na parte inferior do cromatograma: nimeros 1 ao 12.

Figura 14: Gel de atividade enzimatica das fragGes da purificacdo por troca idnica da proteina recombinante
SOD-MV.

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10

(1) ao (10) fragdes 2, 3, 4, 5,7, 8,9, 10 e 11, respectivamente, coletadas ap0s a purificagdo. A seta vermelha indica,
aproximadamente, a posicdo da proteina recombinante.

4.4.3 Purificagdo por cromatografia de interagdo hidrofobica

Devido aos resultados obtidos com as demais técnicas cromatogréaficas, foi realizada
nova tentativa de purificacdo utilizando cromatografia de interacdo hidrofobica. Para isso, foi
realizado novo cultivo bacteriano, inducdo e lise celular e, apos, a fracdo soltvel foi aplicada
na coluna cromatografica contendo a resina Phenyl Sepharose Fast Flow.

Nesse procedimento foram necessarias algumas mudancas nos parametros de inducéo e
lise devido a algumas limitagdes, sendo principalmente pela diferenca de tamanho entre as
distintas colunas cromatograficas. Enquanto a coluna utilizada no item 4.4.1 possui 10 mL de
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VC, a coluna empregada neste item possui 3 mL de VC. A fim de evitar a saturacéo da coluna,
o0s volumes de cultura bacteriana e tampéo de lise utilizados foram reduzidos pela metade. Por
conta disso, o tempo de lise foi reduzido de 6 para 4 minutos, com vistas a evitar a degradagéo
da amostra. Assim, apds expressdo, lise e centrifugacdo, prosseguiu-se para a etapa de
purificagéo.

A técnica utilizada de cromatografia de interacdo hidrofébica se baseia nas interagoes
hidrofobicas entre os ligantes da resina e regides hidrofobicas da proteina, favorecidas por um
ambiente hidrofobico, obtido com a utilizacdo de tampdo de equilibrio aquoso com alta
concentragéo salina (MCCUE, 2009). Todavia, o Grand average of hydropathicity (GRAVY)
da proteina SOD-MV, calculado através do ProtParam, € de -0,175, indicando que a sequéncia
é ligeiramente mais hidrofilica que hidrofobica. Tal dado pode ajudar a explicar os resultados

obtidos, visto que novamente a proteina ndo ficou retida na coluna cromatografica (figuras 15,
16 e 17).

Figura 15: Cromatograma da purificagdo por hidrofobicidade da proteina recombinante SOD-MV.
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A linha azul demonstra a quantificacdo de proteina (mUA) obtida pela absorbancia (DO280); a linha verde indica

a concentracdo do tampdo de eluigdo utilizado (em porcentagem). Os numeros das fracfes coletadas sdo
demonstrados na parte inferior do cromatograma: nimeros 1 ao 11.
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Figura 16: Eletroforese em SDS-PAGE (12,5%) da purificacéo por hidrofobicidade da proteina recombinante

SOD-MV.
Mw 1 2 3 a 5 6 7 8 9 MW 1 2 3 4 5 6
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A esquerda: (1) Cultura bacteriana ndo induzida com IPTG; (2) cultura bacteriana induzida com 0,5mM de IPTG;
(3) fracdo insoltvel do lisado bacteriano; (4) fracdo sollvel do lisado bacteriano; (5) ao (9) fracdes 1 a 5,
respectivamente, coletadas ap6s a purificacdo. A direita: (1) ao (6) fracdes 6 a 11, respectivamente, coletadas apds
a purificacdo. (MW) Mark 12 Unstained Standard (ThermoFisher scientific). A seta vermelha indica,
aproximadamente, a posi¢do da proteina recombinante.

Figura 17: Gel de atividade enzimatica das fragGes da purificacdo por hidrofobicidade da proteina recombinante
SOD-MV.
1 2 3 4 5 6 7 8 9

(1) Cultura bacteriana ndo induzida com IPTG; (2) cultura bacteriana induzida com 0,5mM de IPTG; (3) fracéo
insoltvel do lisado bacteriano; (4) fracdo solivel do lisado bacteriano; (5) ao (9) fracdes 2, 3, 4, 9 e 10,
respectivamente, coletadas apds a purificacdo. A seta vermelha indica, aproximadamente, a posi¢do da proteina
recombinante.
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5 CONCLUSAO

Em concordéncia com 0s objetivos propostos, a enzima SOD-MV foi analisada por
bioinformatica, clonada no vetor pTrc-His-A, expressa no hospedeiro E. coli e teve sua
atividade enzimatica analisada.

A partir da analise de bioinformatica, foi possivel predizer que o material genético em
estudo pertence ao organismo Phyllobacterium calauticae, com um percentual de identidade de
97,14 % entre as sequéncias comparadas. Além disso, conclui-se que 0s aminoacidos
envolvidos no sitio ativo da SOD-MV estdo conservados em relacdo a outras enzimas Fe-SODs
descritas na literatura. Assim, foram preditos os aminoacidos ligantes ao cofator metalico da
enzima SOD-MV, que sdo His57, His108, Asp189 e His193, e os aminoécidos componentes da
assinatura de Fe-SOD, que sdo Alal03, GIn104, Tyr111, Alal74 e Gly175. Também foi predito
que a estrutura da enzima é homodimeérica.

Adicionalmente, conclui-se que foi vidvel a superexpressdo da enzima no hospedeiro
em sua conformagcdo ativa, conforme mostrado na analise por zimograma. Entretanto, ndo foi
possivel a purificacdo da proteina. Considera-se que isso foi devido a alguma caracteristica
conformacional da proteina, por exemplo, cauda de histidina ndo exposta, ou entdo a
necessidade de uso de outras condi¢des ou reagentes para purificagdo, como troca de resina de
cromatografia, pH das solucBes ou do tampdo de cromatografia. Ressalta-se, também, que as
limitacGes impostas pela pandemia de COVID-19 afetaram o ritmo de trabalho no laboratorio,
impondo limitagdes de tempo gque ndo permitiram testar novos procedimentos para purificacao
da proteina, apesar de serem testadas trés técnicas cromatogréaficas distintas.

Por fim, conclui-se que o desenvolvimento do trabalho de concluséo de curso permitiu
a complementacdo, de maneira préatica e tedrica, da minha formacdo académica na area de

biotecnologia.
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6 PERSPECTIVAS FUTURAS

Dado o potencial biotecnolégico de enzimas com o mesmo local de origem da SOD-
MV, sugere-se, em estudos futuros, uma analise de propriedades como estabilidade térmica,
temperatura 6tima de funcionamento, tolerancia salina e a metais pesados.

Além disso, podem-se utilizar outros procedimentos, como clonagem em vetor com
sinal de secrecédo periplasmica, uso de outras resinas de cromatografia ou adicao de etapas de
pré-tratamento, ou, ainda, buscar otimizar os procedimentos empregadas neste trabalho, a fim

de buscar a purificacdo da enzima.
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