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Peptidases sdo enzimas que hidrolisam ligacoes peptidicas
em cadeias polipeptidicas, sendo essenciais em diversas
funcdes celulares, tendo também uma vasta gama de
aplicacOes industriais. Dessa forma, a bactéria Lysobacter sp.
Ao3, isolada da Antartica e reconhecida pela producao de
diversas peptidases ativas em baixas temperaturas, foi
explorada na busca por enzimas psicrofilicas com potencial
biotecnologico, através da construcio de uma biblioteca
gendémica e por genome mining. Num primeiro estudo, foi
realizada a clonagem, expressdo e caracterizacao da serino-
peptidase Ao3Pepi, uma enzima com atividade
queratinolitica a 20°C e pH alcalino. Partindo dos dados
gerados pelo sequenciamento do genoma do isolado, uma
nova peptidase, denominada Ao3Pep5, com similaridade de
36 % com Ao3Pepi, pertencente a familia S8 de serino-
peptidases foi anotada para sua caracterizacao e avaliacao do
seu potencial uso industrial.

Através do BLAST foi observado que a peptidase Ao3Peps
possui 56% de similaridade com a queratinase KerSMF, de
Stenotrophomonas maltophilia BBE1n-1, uma enzima
mesofilica com atividade queratinolitica com grande
potencial para uso industrial. De acordo com os modelos
gerados e em comparacdao com a serino peptidase mesofilica
AprV2 de Dichelobacter nodosus, cujas coordenadas geradas
por cristalografia foram utilizadas para a modelgem 3D, foi
possivel verificar a existéncia de um maior numero de alcas,
o encurtamento das o-hélices e de folhas f em regides
proximas ao sitio ativo e uma maior desordem na estrutura
geral, todas essas caracteristicas encontradas em enzimas
psicrofilicas e apontadas como responsaveis pela alta
atividade catalitica em baixas temperaturas. Ainda, através
da sobreposicdao da estrutura 3D predita da Ao3Peps5 com a
peptidase Ao3zpepi, foi possivel verificar que as estruturas
sdao quase idénticas (figura 2), de forma que a peptidase
Ao3Peps também pode ser explorada visando a sua
OBJETIVOS utilizacdo em processos que requeiram baixas temperaturas
assim como no design de novas enzimas customizadas de

* (Caracterizacao estrutural in silico da peptidase Ao3Peps5; . .
; PP 3PS acordo com a necessidade do processo. Dado o potencial

* Clonagem e expressao da Ao3Peps para avaliar sua apresentado pela enzima Ao3Pep5, sua clonagem e
viabilidade para uso industrial em processos que utilizem expressao estdo sendo encaminhados, para a avaliagdo da
baixas temperaturas. sua atividade em temperaturas reduzidas, visando a reducdo

de energia em processos industriais.

METODOLOGIA

A peptidase Ao3peps, foi identificada atraves do BLAST
(Basic Local Alignment Search Tool). Para identificar as
caracteristicas estruturais da enzima possivelmente
relacionadas com sua atividade no frio, foi realizada a
modelagem por homologia, utilizando-se as ferramentas
SwissModel e Phyre2. Para a predicao do dominio catalitico
da Ao3Peps, foi realizado seu alinhamento com enzimas
homologas atraves da ferramenta TCoftfee
(http://tcoffee.crg.cat/apps/tcoffee/do:expresso) (Figura 1).
Considerando a grande similaridade da peptidase Ao3Peps
com a peptidase Ao3Pepi, foi realizada a comparacao entre
as estruturas tridimensionais das formas maduras das duas
enzimas. A avaliacao da qualidade da estrutura foi realizada
através da ferramenta MolProbity e para a visualizacdo das
estruturas geradas foi utilizado o programa PyMOL.

10 0 40 60 8Q

1 20 3 50 TO
AO03Pep5 K.PSF S LLAANY TAAPMSSTKETRE P . SA[VTAAA|NGA LTAAKSVKRT AJ\AR RSMTTAS
AO03Pepl VIS T|TD KRR LEIQERANANNT 1SS . .EY\FIV\PAVARNAGA)\NLATLQODGQIAT DIFIAUK)ISIEGSEVAQAN . IAK ..\, .HJLDRVAMTES:T[e
M.R... s

.--R.SLLA.A_AV. . ... AA.AA. . ... #... A ... ..... P. R.IV.YR#. _.AP. . . .. .. v#. . . A..8_ ... ... AR.G

100 110 120 130 140 150 160 170

20
AO3Pep5 S/KF\P[s AM L] RA GADIRDRKLAELRDP SEM RHTGTARIKTDMQD YNIEIL QD N7
AD3Pepl A AR (e \R YA G ADWITI RpdD RK LP]AWEEV-SALIVIR[o]if-¥:{D P )V -3V E \YD [o]19 M KT MU AN T VS ¢ \NIN YF[ES
A......R

consensus>70 . . .R..A._GAD.IR.DRKL.A.E.. L. R#.. .DP. V. VEID#SM. .. . ... ..... P.STP#D.YYA$# . #WH. . # . AGGIR

18 200 220 230 o

0 190 210 240 25 260
AD3Pep5 P AFNIAY ST GVVAVDTGI P MDII!l CPRREEMKDVISIHIRPTDEIMVPGAH YDDPAECQV SSHG'B’HVATATN
AD3Pepl RAAWD VESIAGGESVVAVIRD TG T HEIDIR A NWLIJGR4DF I S DFXe D.GGGRIDSNPNPE[ENITSANECGPAESERIW:! HVAGTMALYWTN

consensus>70 A..AWDV..G#G.VVAV.DTGI.#H.DS#AN.L.G.DFISD....R.. ... R..... D.GDW......... 8S.8SS.HGTHVAGT!'!A..TN

270 280 320 330 340
T

290 300 310 350
AO3Pep5 GAGAI-IAKPRLGECGGYTSDIADAIWA' iHV GV Py NPAEINMSLGGGSC WAVISAGTTVVVAAGNS
AO03Pepl b {G\A GYAAHYA KpRYPIN\R\VALG)ACGGYTSDIADA IWAFL] HVEIGVPEINE\NPAEWMINMS LG GG S CEF- %401 AVGTTV VAAGNS

consensus>70 N..G.AG!AH.AK! . P.R.LG.CGGYTSDIADAI!WA.GG.V.GVP.N. NPAE!INMSLGG.GSC....Q.AIN.AV. . GTTVVVAAGNS

360 370 380 400 410 420 430 440

390
AO3Pep5 SVAN PACEVI GRI ciEla sy AK'I'G GGGSADGNPNGYWAA DSAEEGEPT cilla P HVAGV
AO03Pepl TS GlyViF NS NVAIAVINS T TR SGF sSLpvAaa)delsD . . .. ... ... TASTVINTGSNTIESS . . EGp{S L)IIS I\PHVAGV
N.#

...F.PA.C. VI.VA... TG.R..%8SNY¥YG. .ID...PG. ... ........ fF. ... N...T.P...... Y. M. GTSMA.PHVAGV

450 460 470 480 450 500 510 520 530

AD3Pepb PAALAO SAVAYUAINGG VK TP A)HIAE A OSA ATP PR SELLPFAPIVALAK . . . AMEVIHCHIMIVEECAIYDATE|AGNMVI'AYGN GT - o o
soeee: |, SR T ER R e SR B B o e e s et Figura 2. Alinhamento da estrutura 3D predita da Ao3Peps (azul) com a
19 =59 ss9 =79 o0 =29 o0 19 Ao3Pep1 (cinza) As ligacGes dissulfeto estao representadas por esferas.

AO3Pep5 SETL[F S ETKLFLMTYN SSADEDAYSTRP N VRVREET ILVITG. . SYNEMTIIQI\RAN. . . ..
AD3Pepl ATVNY ThoNAF YA TNL|SFRMS[dels [EDEDLYQAYUKR G SEVITD SS)ICRPWL S CTFA[S|YTAG VRLEKAYQAF S[EVSLVEINYDTEGSG
AP._...YD P

ssssssssss 70 ... . &S .F§VPAG..... ... .GG.G§A_ . ¥YV. ... ------GN_.ET.....P._ _TYY!_ __....%.G....A..#._ _.._..

0 = < 1
AD3Pepl GNDSPQTYSNTNTYNIPSPGTIDSPITVSGRSGNGLAATKVSMDIRHTYRGDLQIDLVAPDNSTYRIKNSSGSDSADNVIGYANVNLTSE

Figura 1. Alinhamento das peptidases através da ferramenta Tcoffee.
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