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RESUMO

A 5-enolpiruvilshikimato-3-fosfato sintase (EPSPS, EC 2.5.1.19) € a enzima que catalisa
a sexta etapa da via do shikimato, cujo produto final, corismato, € precursor da biossintese
dos aminoécidos aromaticos e, por consequéncia, da producao de diversos metabdlitos
secundarios necessarios as plantas e microrganismos. O glifosato, inibidor da EPSPS, é
atualmente o herbicida mais utilizado no Brasil, 0 que causa um acumulo deste
agroquimico em corpos de agua. Embora ndo haja consenso pelas agéncias reguladoras,
o glifosato é classificado como provavel carcindgeno humano pela Agéncia Internacional
para Pesquisa sobre Cancer, além de existirem outros estudos que o sugerem como agente
causador de outras comorbidades humanas. Assim, este trabalho se propde a caracterizar
a EPSPS de Escherichia coli (Ec-EPSPS) para desenvolvimento de um biossensor por
ressonancia plasmonica de superficie (SPR), visando a detec¢do do glifosato presente na
agua. O gene da Ec-EPSPS foi clonado em vetores pET-M11 e pET-SUMO, que foram
inseridos em bactérias E. coli BL21 (DE3) e Rosetta por transformacdo de choque
térmico. Foram realizados testes de expressdo da Ec-EPSPS em meio LB e ZYM-5052.
O clone BL21 (DE3) transformado com pET-M11 expressou a proteina solivel em meio
ZYM-5052. A purificacdo da proteina foi realizada em duas etapas: cromatografia de
afinidade a metal imobilizado, e cromatografia de exclusdo molecular. Dados de
dicroismo circular apontam que a Ec-EPSPS mantém seu conteldo de estruturas
secundarias entre os pH 4,0 € 9,0, e é termoestavel entre 10 °C e 50 °C em pH 7,5. Ensaios
de atividade mostram que a Ec-EPSPS obtida neste estudo esta ativa, apresentando Km
para shikimato-3-fosfato e fosfoenolpiruvato em 0,055 + 0,018 mM e 0,148 + 0,023 mM,
respectivamente. A Ec-EPSPS ¢ classificada como classe | entre as EPSPS, ou seja, é
inibida em concentracdes micromolares de glifosato. Isso foi demonstrado por ensaio de
inibicdo, onde o ICso foi determinado em 0,016 + 0,006 mM. Todos os dados aqui
apresentados quanto a afinidade da Ec-EPSPS por seus substratos e inibidor estdo de
acordo com os encontrados na literatura. Em relacdo as andlises por SPR, foi observado
um deslocamento de 0,75° entre os pontos minimos das curvas de ressonancia, que
representam o sistema antes e depois da aplicacdo de Ec-EPSPS. Esse deslocamento pode
estar relacionado a imobilizacdo da proteina a superficie dos chips, através da sua cauda
de histidina. Porém, o sistema empregado até entdo ndo é capaz de verificar a presenca
de glifosato em solucdo, mesmo em concentracfes altas. Outros trabalhos publicados na
literatura, que utilizaram equipamentos ja estabelecidos no mercado, obtiveram
resultados mais satisfatorios quanto ao uso de SPR para detec¢do de glifosato. Os
resultados destes sdo discutidos neste trabalho, a fim de ressaltar o potencial da técnica
de SPR para andlises ambientais.

Palavras-chave: 5-enolpiruvilshikimato-3-fosfato sintase de Escherichia coli; glifosato;
ressonancia plasmonica de superficie; biosensor.



ABSTRACT

The 5-enolpyruvylshikimate-3-phosphate synthase (EPSPS, EC 2.5.1.19) is the enzyme
that catalyzes the sixth step of the shikimate pathway, whose final product, chorismate,
IS a precursor to the biosynthesis of aromatic amino acids and, consequently, to the
production of several secondary metabolites necessary for plants and microorganisms.
Glyphosate, an EPSPS inhibitor, is currently the most widely used herbicide in Brazil,
leading to an accumulation of this agrochemical in water sources. Although there is no
consensus among regulatory agencies, glyphosate is classified as a probable human
carcinogen by the International Agency for Research on Cancer, in addition to other
studies suggesting its involvement in other human comorbidities. Thus, this work aims to
characterize the EPSPS of Escherichia coli (Ec-EPSPS) for the development of a
biosensor by surface plasmon resonance (SPR), targeting the detection of glyphosate
present in water. The gene of Ec-EPSPS was cloned into pET-M11 and pET-SUMO
vectors, which were inserted into E. coli BL21 (DE3) and Rosetta bacteria through
thermal shock transformation. Expression tests of Ec-EPSPS were conducted in LB and
ZYM-5052 media. The BL21 (DE3) clone transformed with pET-M11 expressed the
soluble protein in ZYM-5052 medium. The protein purification was carried out in two
steps: immobilized metal affinity chromatography and size exclusion chromatography.
Circular dichroism data indicate that Ec-EPSPS maintains its content of secondary
structures between pH 4.0 and 9.0, and it is thermostable between 10 °C and 50 °C, at pH
7.5. Activity assays show that the Ec-EPSPS obtained in this study is active, presenting
Km values for shikimate-3-phosphate and phosphoenolpyruvate of 0.055 + 0.018 mM and
0.148 + 0.023 mM, respectively. Ec-EPSPS is classified as class | among EPSPS
enzymes, meaning it is inhibited at micromolar concentrations of glyphosate. This was
demonstrated by inhibition assay, where the I1Cso was 0.016 £ 0.006 mM. All data
presented here regarding the affinity of Ec-EPSPS for its substrates and inhibitor are in
accordance with those found in the literature. Regarding the SPR analyses, a displacement
of 0.75° was observed between the minimum points of the resonance curves, which
represent the system before and after the application of Ec-EPSPS. This displacement
may be related to the immobilization of the protein on the chip surface, through its his-
tag. However, the system used so far is not capable of detecting the presence of glyphosate
in solution, even at high concentrations. Other works published in the literature, which
utilized equipments already established in the market, achieved more satisfactory results
regarding the use of SPR for glyphosate detection. The results of these studies are
discussed in this work in order to highlight the potential use of the SPR technique for
environmental analysis.

Keywords: 5-enolpyruvylshikimate-3-phosphate synthase from Escherichia coli;
glyphosate; surface plasmon resonance; biosensor.
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1. INTRODUCAO

Atualmente, o Brasil é um pais dependente do agronegdcio, sendo o terceiro maior
exportador mundial de produtos agropecuéarios. Ademais, segundo relatério do Centro de
Estudos Avancados em Economia Aplicada (Cepea) da Universidade Sdo Paulo, em
associacdo com Confederacdo da Agricultura e Pecuaria do Brasil (CNA), o Produto
Interno Bruto (PIB) do agronegdcio brasileiro cresceu cerca de 0,5 % de janeiro a
setembro de 2023. Assim, estimou-se que ao final de 2023, o PIB deste setor representou
cerca de R$ 2,63 trilhdes, respondendo por 24,4 % do PIB brasileiro. Parte deste sucesso
pode ser atribuido a producdo em larga escala de plantas transgénicas, como a soja

Roundup Ready, resistente ao pesticida glifosato, comercializada pela Monsanto.

O glifosato ¢ um agrotoxico, classificado como herbicida, e empregado na
eliminacédo de plantas invasoras em cultivares, as quais sdo capazes de induzir perda na
produtividade (Embrapa, 2023). Seu mecanismo de acdo consiste na inibicdo da enzima
5-enolpiruvilshikimato-3-fosfato sintase (EPSPS), o0 que causa um bloqueio na produgéo
de aminoacidos aromaticos, necessarios a sobrevivéncia das plantas, que podem morrer
em questdo de semanas apds aplicagdo de tal agroquimico, caso ndo sejam resistentes
(Herrmann & Weaver, 1999). Entretanto, devido a utilizagdo em larga escala do glifosato
no Brasil e no mundo, e tendo em vista a sugestao de que este agroquimico possa causar
algumas comorbidades humanas, estudos ambientais apresentam dados preocupantes
quanto a sua acumulagdo em corpos de aguas, que sao utilizados para abastecimento de

parte da populacdo brasileira (Mendonca et al., 2020).

Assim, o monitoramento ambiental do glifosato € de interesse da sociedade, e
aplicacOes biotecnoldgicas, como o uso de biossensores, podem ser utilizadas para tal
fim. Idealmente, sdo utilizadas moléculas altamente especificas acopladas ao sensor, para
se obter uma deteccdo mais seletiva e sensivel ao analito de interesse (Bhalla et al., 2016).
Assim, é possivel propor a utilizacdo da EPSPS, proveniente de um organismo nao

resistente ao glifosato, como meio de deteccdo do glifosato em solugdes aquosas.
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1.1. 5-enolpiruvilshikimato-3-fosfato sintase (EPSPS)

A EPSPS (também chamada de 3-fosfoshikimato 1-carboxiviniltransferase, EC
2.5.1.19) é uma enzima monomérica, de aproximadamente 46 kDa, que catalisa a sexta
etapa da via do shikimato. Ela transfere a porcéo enolpiruvil do fosfoenolpiruvato (PEP)
a posicdo 5-hidroxi do shikimato-3-fosfato (S3P), assim produzindo o 5-
enolpiruvilshikimato-3-fosfato (EPSP) e liberando fosfato inorgénico (Figura 1). Esta
reacao nao € comum dentre as proteinas que utilizam o PEP como substrato, uma vez que,
a EPSPS cliva a ligacdo C-O ao inves da ligacdo P-O. O glifosato € um inibidor
competitivo em relagéo ao PEP (Schonbrunn et al., 2001; Walsh et al., 1996).

PEP
Hz
COO”
o K /
204PO - H - 20,PO
OH
Shikimato-3-fosfato Glifosato S-enolpiruvilshikimato-3-fosfato
(S3P) (EPSP)

Figura 1 - Reacdo catalisada pela EPSPS. Fonte: adaptada de Funke et al. (2009).

A via do shikimato (Figura 2) foi inicialmente descrita por Bernhard Davis, David
Sprinson e seus colaboradores, com sete etapas enzimaticas que modificam fosfoenol
piruvato e eritrose-4-fosfato em corismato, sendo este Gltimo o precursor da biossintese
de fenilalanina, tirosina e triptofano (Herrmann, 1995). Por consequéncia, esta via
também esta envolvida na producdo de diversos metabolitos secundarios aromaticos
necessarios ao crescimento, desenvolvimento, reproducéo, defesa e respostas ambientais
em plantas (Maeda & Dudareva, 2012). Além de plantas, essa via esta presente em
bactérias, fungos, algas, protozoarios, e ausente em mamiferos (Herrmann & Weaver,
1999). A auséncia da via do shikimato em humanos é um fator decisivo no
desenvolvimento de agroquimicos voltados para sua inibicdo, uma vez que, em teoria, a

utilizacdo de tais agroquimicos ndo nos causaria efeitos adversos.
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Figura 2 — Representacdo da via do shikimato (setas verdes), e subsequente producdo dos aminoacidos
aromaticos em plantas: triptofano (Trp) - em azul; tirosina (Tyr) e fenilalanina (Phe) — em vermelho.
Abreviacbes de enzimas, por ordem alfabética: ADH, arogenato dehidrogenase; ADT, arogenato
dehidratase; Asa, subunidade alfa da antranilato sintase; Asp, subunidade beta da antranilato sintase; CdRP,
1-(o-carboxifenilamino)-1-deoxirribulose 5-fosfato; CM, corismato mutase; CS, corismato sintase; DAHP
sintase, 3-deoxi-d-arabino-heptulosonato 7-fosfato sintase; DHD, 3-dehidroquinato dehidratase; DHQS, 3-
dehidroquinato sintase; EPSP sintase, 5-enolpiruvilshikimato 3-fosafato sintase; HPP-AT, 4-
hidroxifenilpiruvato aminotransferase; IGPS, indol-3-glicerol fosfato sintase; PAI, fosforribosil antranilato
isomerase; PAT, fosforribosil antranilato transferase; PDH, prefenato dehidrogenase; PDT, prefenato
dehidratase; PPA-AT, prefenato aminotransferase; PPY-AT, fenilpiruvato aminotransferase; SDH,
shikimato dehidrogenase; SK, shikimato quinase; TSa, subunidade a da triptofano sintase; TS, subunidade
B da triptofano sintase. Outras abreviagbes: CdRP, 1-(o-carboxifenilamino)-1-deoxirribulose 5-fosfato;
EP4, eritrose 4-fosfato; Gln, glicina; Glu, glutamato; G3P, gliceraldeido-3-fosfato; PEP, fosfoenolpiruvato;
Pi, fosfato inorganico; PPi, pirofosfato inorganico; a-KG, o-cetoglutarato. Fonte: adaptada de Maeda &
Dudareva (2012).
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O desenvolvimento de agroquimicos direcionados a plantas invasoras em
cultivares é de suma importancia para evitar a perda de produtividade, que em média varia
de 13 % a 15 % de grdos em areas em que controles de pragas nao sdo aplicados
(Embrapa, 2023). Nesse contexto, 0 uso de agroguimicos, tais como o glifosato, auxiliam
no controle de plantas invasoras no manejo agricola, promovendo aumento de

produtividade.

O organofosforado glifosato € um agrogquimico, analogo a um estado de transicéo
do PEP (Duke & Powles, 2008), classificado como herbicida de alto espectro, néo
seletivo, vendido sob patente pela Monsanto de 1974 a 2000. A expiracio da patente,
novas formulacdes genéricas passaram a ser comercializadas (de Castilhos Ghisi et al.,
2020). O glifosato € autorizado para uso no Brasil em diversas culturas, como: abacate,

banana, café, feijdo, mandioca, soja, e trigo, dentre outros. (Anvisa, 2023).

Referente a sensibilidade intrinseca ao glifosato, a EPSPS de diferentes
organismos pode ser classificada em classe | ou classe Il. Em enzimas da classe I,
encontradas na maioria das plantas e em bactérias como a Escherichia coli e Salmonella
typhimurium, a atividade catalitica é inibida em baixas concentracbes micromolares de
glifosato. Por outro lado, em enzimas da classe Il, encontradas em algumas espécies
bacterianas, incluindo Staphylococcus aureus, Streptococcus pneumoniae, e cepas de
Agrobacterium sp. CP4, a atividade catalitica € mantida mesmo na presenca de
concentracOes elevadas de glifosato (Funke et al., 2009).

Dentre as EPSPS catalogadas como classe |1, destaca-se a de Agrobacterium sp.
CP4, que foi utilizada no desenvolvimento de plantas transgénicas resistentes ao
glifosato, sendo soja a primeira (Padgette et al., 1995). Ao expressar a CP4-EPSPS, a soja
transgénica sobrevive a aplicacdo do glifosato, enquanto as plantas invasoras perecem. A
notavel insensibilidade da CP4-EPSPS ao glifosato, comparada a Ec-EPSPS (EPSPS de
E. coli), pode ser atribuida ao residuo de A100. O grupo metil da A100 se projeta no sitio
de ligacdo ao glifosato, se chocando com um oxigénio do grupo fosfonato do glifosato.
Como resultado, a molécula de glifosato adota uma conformacdo substancialmente
diferente da observada em Ec-EPSPS, que possui uma G96 (residuo equivalente a A100
em CP4-EPSPS). Na Ec-EPSPS, a molécula de glifosato assume uma conformacéo linear,
enquanto na CP4-EPSPS, esta molécula adota uma conformacéo encurtada em até 0,6 A,
devido a rotacdo da ligacdo covalente N-C adjacente ao grupo carboxila do glifosato
(Figura 3). Estudos computacionais ab initio evidenciam um aumento de energia de
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aproximadamente 17 kcal/mol quando a molécula de glifosato estd na conformacéo
encurtada, se comparada a sua conformacao linear. Esse aumento na energia relacionado
a conformacdo da molécula de glifosato pode explicar a razdo da sua inibicdo ser
ineficiente em proteinas do tipo CP4-EPSPS (Funke et al., 2006).

Ala100

Figura 3 — Representacdo de densidade eletrénica de duas possiveis conformacfes da molécula de
glifosato. Ao interagir com a CP4-EPSPS com mutacdo A100G (direita), o glifosato adota uma
conformacao idéntica a observada na Ec-EPSPS. Ja na estrutura de CP4-EPSPS “selvagem” (esquerda), a
molécula de glifosato é encurtada em aproximadamente 0,6 A, devido a rotagio em torno da ligagio C-N
ao lado do grupo carboxila. Fonte: Funke et al. (2006).

A mutacdo G96A na Ec-EPSPS de fato a torna insensivel ao glifosato, porém afeta
a afinidade da enzima pelo PEP (Eschenburg et al., 2002). Entretanto, outras mutac6es na
Ec-EPSPS reportadas na literatura sdo capazes de diminuir a sensibilidade da enzima ao
glifosato sem reduzir drasticamente a sua afinidade pelo PEP, como: a dupla mutacéo
T971/P101S (Funke et al., 2009); e, as muta¢des P101G, P101A, P101S (Healy-Fried et
al., 2007).

A EC-EPSPS é composta por dois dominios globulares distintos,
aproximadamente hemisféricos, cada um com um raio de cerca de 25 A. Ambos os
terminais amino e carboxilico da cadeia estdo localizados em um dos dominios, com dois
segmentos de cruzamento polipeptidico. Distribuido sobre o eixo de cada hemisfério
estdo trés hélices a enterradas, de trés a quatro voltas cada; as superficies apresentam trés
estruturas de folhas 3, com quatro fitas cada, e trés hélices a paralelas que possuem faces

hidrofilicas (Stallings et al., 1991). Com resolucéo de 3,0 A, a estrutura com cédigo PDB
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1EPS, é a Unica de Ec-EPSPS, livre de substratos, resolvida por difracdo de raios X.
Considerando a baixa resolucdo desta estrutura, é possivel fazer uma modelagem
molecular por homologia utilizando a EPSPS de Klebsiella pneumoniae como modelo
(PDB: 7TM4; resolucdo de 1,70 A), a fim de se obter uma melhor visualizacdo (Anexos
I e I). Estas duas proteinas possuem entre si alta identidade (> 85%) e similaridade (>
90%), segundo o software BLAST (Altschul et al., 1990).

Ja na estrutura de E. coli obtida por co-cristalizacdo com S3P e glifosato, destaca-
se a aproximacdo dos dois dominios de EPSPS (PDB: 1G6S; resolucdo de 1,50 A) em
movimento semelhante ao de um parafuso, com o sitio ativo emergindo da fenda na regido
entre os dominios (Figura 4). Acredita-se que o S3P seja fundamental para a transicao do
estado aberto para o estado fechado, e que o fechamento do dominio resulta em um
acumulo de cargas positivas na fenda, atraindo moléculas carregadas negativamente para
0 sitio ativo da enzima. O mecanismo proposto, em que a ligacdo de S3P € um pré-
requisito para a ligacao do glifosato, é corroborado pela descoberta de que a substituicao
R27A, um residuo que interage exclusivamente com S3P, impede tanto a ligacdo de S3P
como a do glifosato. O glifosato se liga perto do S3P, sem perturbar a estrutura da
cavidade do sitio ativo estabelecida no complexo EPSPS-S3P livre de inibidores. O grupo
5-hidroxila de S3P forma uma ligacdo de hidrogénio com o atomo de nitrogénio de
glifosato. Duas interacOes adicionais entre o substrato e o inibidor sdo mediadas através

da cadeia lateral de K22 e uma molécula de 4gua (Schénbrunn et al., 2001).
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RMSD =226 A

Figura 4 — Representacdo da Ec-EPSPS em conformacéo aberta e fechada. A) Ec-EPSPS livre de ligantes
na conformacdo aberta, obtida por modelagem comparativa a partir da Kb-EPSPS. B) Ec-EPSPS na
conformacdo fechada, interagindo com S3P e glifosato (PDB 1G6S). C) Superposicao da Ec-EPSPS em
conformag&o aberta (A) e fechada (B) — RMSD = 2,26 A. Ec-EPSPS representada em cartoon, ciano e
verde nas conformacdes aberta e fechada, respectivamente. S3P e glifosato representados em sticks, nas
cores amarelo e vermelho, respectivamente. Imagens feitas no Pymol versdo 2.2.2. Fonte: elaborada pelo
autor.

A molécula de shikimato, utilizada na reacdo anterior a de EPSPS pela shikimato
quinase (SK), também é capaz de induzir a mudanca na conformacéo da EPSPS do estado
aberto para o estado fechado (Figura 5). Isso pode ser observado na estrutura de Ec-
EPSPS obtida por co-cristalizagdo com shikimato e glifosato (PDB: 2AAY;; resolucdo de
1,55 A). E importante destacar que a afinidade da Ec-EPSPS pelo shikimato (Km = 47,00
mM) é menor quando comparada a afinidade pelo S3P (Km = 0,09 mM) (Priestman,
Healy, et al., 2005).
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RMSD =230 A

Figura 5 - Representacéo da Ec-EPSPS em conformagéo aberta e fechada. A) Ec-EPSPS livre de ligantes
na conformacdo aberta obtida por modelagem comparativa a partir da Kb-EPSPS. B) Ec-EPSPS na
conformacdo fechada, interagindo com shikimato, e glifosato (PDB: 2AAY). C) Superposicdo da Ec-
EPSPS em conformacao aberta (A) e fechada (B) — RMSD = 2,30 A. Ec-EPSPS representada em cartoon,
ciano e verde nas conformagdes aberta e fechada, respectivamente. Shikimato e glifosato representados em
sticks nas cores azul e vermelho, respectivamente. Imagens feitas no Pymol versdo 2.2.2. Fonte: elaborada

pelo autor.
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1.2. Glifosato

O glifosato [N-(fosfonometil) glicina, International Union of Pure and Applied
Chemistry] (Figura 6), aplicado ao sistema foliar das plantas, é rapidamente translocado
para regides de crescimento ativo das plantas onde pode causar uma disrupcao efetiva da
via do shikimato, causando a morte destas plantas num periodo de 1 a 3 semanas. Outras
rotas em potencial de entrada do glifosato nas plantas sao pelas raizes, troncos, ou brotos
emergentes destes dois (Kanissery et. al., 2019). Ele foi pela primeira vez implicado como
um inibidor da via do shikimato através do trabalho de Steinriicken & Amrhein (1980),
no qual observaram um acumulo de shikimato em tecidos de plantas. Esse acumulo esta
associado ao sistema de regulacao da via do shikimato, pois ao nao receber feedback pela
producdo dos aminodcidos aromaticos, continua produzindo S3P, que ndo pode ser

utilizado pela EPSPS, e € reconvertido em shikimato (Duke & Powles, 2008).

OH O
|
A
H OH

Figura 6 - Formula estrutural do glifosato.

O glifosato € um composto estavel, sendo degradado principalmente por vias
enzimaticas de microrganismos. A sua biodegradacdo em ambientes aquéaticos ocorre
através de através da enzima glifosato oxidorredutase (GOX), que converte o glifosato
em &cido aminometilfosfanico (AMPA) e glioxilato. O AMPA é um substrato da C-P
liase e pode ser oxidado a CO2, enquanto o glioxilato pode ser utilizado por plantas e
microrganismos no ciclo do glioxilato (Tauhata et al., 2020). No entanto, seu uso
extensivo na agricultura, associado a ndo observacao de boas praticas de aplicacdo, causa

um acumulo em ambientes aquaticos (Kanissery et. al., 2019).

Em virtude da acumulacéo de glifosato, esfor¢cos no sentido de tratamento de dgua
estdo sendo realizados, destacando-se processos de: i) adsorcdo, na qual ocorre adeséo
das moléculas de glifosato a superficie de substancias sélidas. E uma técnica de baixo

custo, facil operacao, flexibilidade, e livre de formacao de subprodutos. Porém, apresenta
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variabilidade de performance de alguns adsorventes organicos, dificil separacdo solido-
liquido de adsorventes de carvao, e regeneracao limitada dos adsorventes; ii) filtracdo em
membranas com poros de até 1 nm, capazes de impedir passagem de moléculas entre 300
e 500 Da. Entretanto, esta técnica pode ser impactada por blogueio dos poros por matéria
organica, que possui um papel fundamental na interacdo com as moléculas
micropoluentes, além da necessidade das membranas de suportar altas pressdes para
passagem de agua; iii) biorremediacédo, a qual utiliza da capacidade de microrganismos
(principalmente bactérias e fungos) de degradar o glifosato tanto em agua, quanto no solo.
Contudo, para atingir completa degradacdo do poluente, é necessario otimizar as
condicBes de pH, temperatura, tempo de incubacdo, concentracdo de indculo, e

concentracdo de glifosato (Kimbi Yaah et al., 2024).

Uma vez que a enzima EPSPS é encontrada em todo o reino vegetal, a aplicacdo
do glifosato para eliminagdo de plantas invasoras sem prejuizo as espécies cultivadas para
comercializacdo foi viabilizada pelo desenvolvimento de espécies transgénicas resistentes
ao glifosato. A possibilidade de associar o uso do herbicida glifosato ao cultivo de plantas
transgénicas resistentes a esse principio ativo propiciou o uso extensivo dessa substancia
em lavouras, consequentemente aumentando a presenca de glifosato nos alimentos, &gua
e ar (Gillezeau et al, 2019; Xu et al, 2019). Essa exposic¢do ao glifosato vem gerando um
debate na comunidade cientifica sobre seu potencial cancerigeno. Segundo a Agéncia
Internacional para Pesquisa sobre Cancer (IARC - International Agency for Research on
Cancer) da Organizagdo Mundial da Saude (OMS), a partir de estudos de exposicdo em
trabalhadores rurais, realizados nos Estados Unidos, Canada e Suécia, o glifosato aumenta
o risco de linfoma ndo-Hodgkin. Também se observou a formagédo de um carcinoma no
tubo renal de camundongos CD-1 expostos ao glifosato. Estes dados resultaram na
classificacdo do glifosato como provavel carcinégeno humano (Grupo 2A) pela IARC
(Guyton et al, 2015), mesmo havendo discordancia dessa classificacdo por parte de outras

agéncias norte-americanas e europeias (Xu et al, 2019).

A Agéncia de Protecao Ambiental dos Estados Unidos (EPA, do inglés “United
States Environmental Protection Agency”), discordou da classificagdo da TARC do
glifosato como “provavel cancerigeno humano” apos realizagdo de estudo proprio, e
mantém sua aprovacao para uso do herbicida no pais (EPA, 2024). No Brasil, enquanto o

Ministério Publico Federal recomendou a proibicdo do glifosato, a Anvisa (Agéncia
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Nacional de Vigilancia Sanitaria) decidiu manter sua utilizacdo sob promessa de realizar
novos estudos toxicoldgicos (Nascimento et al., 2019).

Em relacdo aos niveis seguros de exposicdo ao glifosato também sdo notadas
discrepéncias: enquanto na Unido Europeia (EU) o limite toleravel de glifosato na dgua
potavel é de até 0,1 pg/L (Bombardi, 2017), no Brasil o limite aceitavel ¢ 5000 vezes
maior, sendo tolerados niveis de até 500 pg/L, conforme a resolucdo do Conselho
Nacional do Meio Ambiente (CONAMA) n° 396, de 3 de abril de 2008 (Brasil, 2008).
Nos Estados Unidos a concentracéo € ainda maior, sendo aceitos até 700 pg/L de glifosato
na dgua potavel (EPA, 2024).

Apesar de ndo haver consenso sobre o potencial carcinogénico do glifosato, os
resultados de diversos estudos cientificos apontam para a necessidade de vigilancia desse
principio ativo e discussdo dos seus impactos na saude publica. Por exemplo, estudos
sugerem alteracGes na relacdo bactérias-sistema imune na interface intestinal, que podem
levar a uma menor tolerancia & microbiota intestinal ou mesmo ao desenvolvimento de
infeccOes (Peillex & Pelletier, 2020).

Além da preocupacdo com humanos, animais também podem sofrer os efeitos
nocivos da acumulagéo de poluentes como glifosato em ambientes aquaticos. Peixes, por
exemplo, sdo eximios bioindicadores ambientais, pois permitem avaliagcdo de problemas
potenciais em estagios iniciais de contaminacdo. Embora a aplicagdo de glifosato em
niveis considerados seguros ndo cause mortalidade em peixes, a presenca continua deste
agroquimico pode causar alteragdes bioquimicas, fisioldgicas, e por consequéncia, nos
padrdes comportamentais (por exemplo, reproducéo). Isso compromete a manutengéo
destes animais em seus habitats naturais (Lopes et al., 2022).

Segundo Vila-Aiub et. al. (2008), com o uso indiscriminado de agroquimicos a
base de glifosato, desde o inicio dos anos 2000, espécies de plantas invasoras resistentes
ao herbicida foram registradas. No Brasil, espécies como Conyza bonariensis e Conyza
canadensis, ja estavam presentes em plantacGes de frutas citricas e de soja transgénica. A
C. bonariensis apresentava uma resisténcia 14,7 vezes maior que plantas nao suscetiveis,
enquanto em C. canadensis este nimero era 10,8 vezes maior comparado a plantas nao
suscetiveis. Essa presenca de plantas resistentes ao glifosato nas plantacGes, implica na
necessidade de se aumentar as concentracdes de agroquimicos para controle durante a

producdo agricola.

28



29

Os principais mecanismos de surgimento dessa resisténcia ao glifosato, que segue
0 padréo esperado da sele¢do natural, estdo envolvidos em: (i) mutagGes na EPSPS; (ii)

super expressdo de EPSPS sensiveis ao glifosato (Haghani et. al., 2008).

No presente momento, os métodos cromatograficos sdo os mais utilizados para a
quantificacdo de glifosato, entretanto estes requerem procedimentos de pré-tratamento de
amostras que consomem muito tempo e ndo dao resultados em tempo real. Além disso,
estdo confinados ao laborat6rio. Uma vez que, em sua maioria, sdo utilizados processos
de deteccdo Optica, é necessaria uma etapa de derivatizacdo para avaliar a retencéo
adequada nas colunas cromatogréaficas e os limites minimos de deteccdo. Isto aumenta o
tempo de analise, 0s custos e pode gerar residuos perigosos (Zambrano-Intriago et al.,
2021). Nos ultimos anos, diversos métodos para deteccao do glifosato mais sensiveis vém
sendo desenvolvidos baseados em métodos eletroquimicos (Noori et al., 2020),
imunossensores (Reynoso et al., 2019), colorimétrico (Tai et al., 2022), ou ainda, por

ressonancia plasmoénica de superficie (Ding & Yang, 2013; Do et al., 2020).
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1.3. Ressonancia plasmonica de superficie (SPR)

O fendmeno fisico de SPR (do inglés, Surface Plasmon Resonance) € observado
em camadas finas de filmes condutores em interface entre meios de diferentes indices de
refracdo, quando feixes de luz plano-polarizadas estdo sob condicdes de reflexéo total
interna (TIR, do inglés, total internal reflexion). A TIR acontece quando um feixe de luz
plano-polarizada se propagando em um meio de refragdo mais alto encontra uma interface
em um meio de refracdo mais baixo em um angulo de incidéncia acima do angulo critico.
Assim, a luz é totalmente refletida na interface e se propaga de volta para o meio de alto
indice de refragdo. Apesar da luz totalmente refletida para o meio de refracdo mais alto
nao perder nenhuma energia sob TIR, o feixe de luz “vaza” para o meio de menor refra¢do
uma intensidade de campo elétrico chamada de onda evanescente. Em uma certa
combinacdo de angulo de incidéncia e energia (comprimento de onda), os plasmons
(ondas de densidade de carga eletronica) séo excitados. Como resultado, observa-se uma
caracteristica absorcdo de energia através do campo de onda evanescente e 0 SPR ¢é visto
como uma queda na intensidade de luz refletida (Figura 7). As condi¢fes para o efeito de
ressonancia sdo muito sensiveis as mudancas no indice de refracdo na superficie metalica,
que variam principalmente pelas concentragcdes dos componentes das solucées utilizadas
(Biacore Handbook, 2022).

Através da técnica de SPR, diversos estudos de interacdes de biomoléculas podem
ser realizados. Assim, existem diversos sensor chips disponibilizados comercialmente
para experimentos de SPR, e suas caracteristicas variam entre fornecedores e 0 objetivo
de analise. Porém, tradicionalmente o metal mais utilizado é o ouro, pois é estavel ao
processo de oxidacdo, e também € inerte, ou seja, ndo interage com amostras biologicas.
Outros metais como prata, cobre e platina, sdo estudados para o desenvolvimento de chips
para SPR, entretanto sua propensdo a oxidacdo tornam 0s experimentos pouco

reprodutiveis (Hinman et al., 2018).
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Figura 7 — Representacdo esquematica de um sistema de SPR. Nela, observa-se a interagdo de um analito
em solucgdo, ao seu ligante imobilizado na superficie de ouro do chip acoplado a um prisma. Essa interacdo
causa uma queda na intensidade da luz incidente refletida sob TIR. Por sua vez, a queda na intensidade
desvia 0 angulo ressonancia (©) para a direita, que € uma representacdo direta do indice de refracdo do
meio oposto ao da luz incidente. Fonte: adaptada de Hahnefeld et. al. (2004).

As superficies dos diferentes chips sdo preparadas com grupos funcionais capazes
de imobilizar biomoléculas tanto por ligacdo covalente, quanto de forma transiente. Do
modelo de ligacdo covalente pode-se citar a formacdo de pontes de dissulfeto entre
grupamentos tiol (-SH), como o presente nas cisteinas das proteinas (Biacore Handbook,
2022). E, no caso de interacGes transientes, um modelo classico é a presenca de uma
camada de &cido nitrilotriacético (NTA), conjugada com Ni?*, que é capaz de imobilizar
as proteinas que possuem em suas extremidades caudas de histidina. Este mesmo
principio é empregado nas purificacbes de cromatografia de afinidade a metal
imobilizado (Nieba et al., 1997; Biacore Handbook, 2022). Os chips devem ser projetados
para permitirem procedimentos de regeneracdo (etapa crucial para reutilizacdo entre
analises), aléem de exibirem baixa porcentagem de interacdes ndo especificas (Hahnefeld
et. al. 2004).

A versatilidade dos chips desenvolvidos para analises de SPR permitem a
utilizacdo desta técnica em uma gama de aplicacGes biotecnoldgicas, como por exemplo
para avaliacdo da presenca de biomarcadores de canceres (como a superexpressao da
proteina HER2 em cancer de mama, ou de PSA em céancer de prostata), os quais sdo

liberados nos organismos em fases iniciais da doenga, diminuindo a ocorréncia de
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diagndsticos tardios, o que aumentam as chances de sobrevivéncia dos pacientes (Gade
et al., 2022). A técnica de SPR também pode ser utilizada para verificar a constante de
afinidade entre os receptores ACE2 de células humanas, que permitem a entrada do virus
SARS-CoV-2 através da proteina Spike (Baardsnes & Paul-Roc, 2024), ou ainda para
realizar screenings de moléculas capazes de bloquear ACE2, assim impedindo a infec¢ao
viral (Ma et al., 2021).

O glifosato possui um papel importante na inddstria do agronegdécio brasileiro.
Em 2022, foram comercializadas 382,8 mil toneladas de produtos que possuiam o
glifosato como principio ativo. Representando 47,8 % de agroquimicos comercializados
no pais, o glifosato se consolida como em primeiro lugar entre os mais utilizados (Ibama,
2023). Néo existem dados publicados utilizando o método de SPR, de anélises ambientais
em corpos de agua potencialmente contaminados por glifosato no Brasil. Em 2020, na
bacia do rio Parana, amostras de agua foram coletadas e analisadas quanto a presenca de
glifosato por métodos cromatograficos. Neste rio, o qual irriga principalmente plantacdes
de soja e milho, foram verificadas concentracdes entre 0,31 pg/L e 1,65 pg/L por métodos
cromatograficos. Embora estes valores estejam abaixo do limite permitido pela legislacao
brasileira, e levando em consideracdo que este rio abastece diversas cidades (49 % do
consumo de agua do rio € destinado ao suprimento populacional da regido, enquanto 11
% é utilizado pelo setor agricola), devem ser realizados estudos frequentes de
monitoracdo ambiental (Mendonca et al., 2020). A utilizacdo de metodologias que
permitam a analise em tempo real, e com alta especificidade sdo de suma importancia.
Em vista disso, este trabalho propde a utilizagéo da Ec-EPSPS para deteccdo de glifosato,

através do método de SPR.
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2. OBJETIVOS

2.1. Objetivo geral

O objetivo principal deste projeto de mestrado é produzir a Ec-EPSPS,
caracteriza-la na sua forma nativa, em associacdo aos seus substratos e ao
glifosato, explorando mudancas conformacionais para a construgdo de biossensor
por ressonancia plasmonica de superficie capaz de detectar glifosato em amostras

aguosas.

2.2. Objetivos especificos

e Clonar o gene da Ec-EPSPS em vetores pET-LIC, para expressédo em larga
escala em cepas de Escherichia coli;

 Purificar a proteina resultante da expressao;

o Caracterizar a Ec-EPSPS purificada em relacdo a estabilidade e atividade
bioldgica;

e Determinar a afinidade da Ec-EPSPS pelo glifosato através de ensaios
bioquimicos;

e Funcionalizar a superficie de ouro dos sensores para adsor¢do da Ec-
EPSPS;

o Determinar a sensibilidade do biossensor construido para a deteccdo de

glifosato a partir de amostras em solucdo aquosa.
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3. METODOLOGIA

3.1. Clonagem dos fragmentos génicos codificantes da proteina de interesse

A sequéncia codificante da EPSPS de E. coli, selecionada a partir do GenBank
(Gene ID: 945528), foi obtida comercialmente pela empresa FastBio em plasmideos
pUC57. O gene da EPSPS foi amplificado e clonado nos vetores pET-M11 e pET-SUMO,
adaptados para o sistema de clonagem de ligacdo independente, denominado pET-LIC.
Este método dispensa tanto o uso de enzimas de restricdo para formacado de extremidades
coesivas, quanto o de DNA ligase para a inser¢do do fragmento génico de interesse no
vetor de clonagem (Aslanidis & de Jong, 1990). Para essa finalidade, os oligonucleotideos
iniciadores foram planejados contendo pares de bases sobressalentes, resultando em uma

cauda complementar aos vetores linearizados (Tabela 1).

Tabela 1 - Descricdo dos oligonucleotideos iniciadores de PCR (Reacdo em Cadeia da Polimerase, do
inglés “Polymerase Chain Reaction”), planejados para amplificacdo de segmentos génicos de interesse.
Destacados em negrito estdo as caudas salientes compativeis com o sistema LIC empregado. Os codons de
inicio e término estéo sublinhados.

Amplificacdo Oligonucleotideos iniciadores

Fw: 5°- CAGGGCGCCATGGAATCATTAACACTACAACCC —
Ec-EPSPS 3
Rv: 5’- GACCCGACGCGGITACGCTGCCTGGCTGATAC -3
Vetores Fw: 5’- TGGCGCCCTGAAAATAAAG - 3’
pET-LIC Rv: 5’- CCGCGTCGGGTCAC - 3’

3.1.1. Preparo dos vetores

Os vetores de clonagem pET-M11 e pET-SUMO foram submetidos a uma etapa
inicial de digestdo utilizando-se a enzima Bsal (sequéncia de reconhecimento 5'-
GGTCTC(N1)/(N5)- 3). Para a digestao, os vetores foram incubados por 1 ha 37 °C, nas
condigdes descritas na Tabela 2. A digestdo foi finalizada com incubagéo da reacdo a 65
°C para inativacdo enzimatica, e entdo analisada por eletroforese em gel de agarose 0,8%

corado com 0,1pL/mL de Safedye Nucleic Acid Stain 20.000x (Cellco Biotec).
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Tabela 2 - Pardmetros utilizados para digestdo dos vetores de clonagem.

Reagente Concentragéo
Tampdo CutSmart/NEB31 1X
Vetor pET-LIC 500 ng
Enzima BSAI sU
H20 25 ulL

Apesar do gene codificante da GFP (Proteina fluorescente verde, do inglés “Green
Fluorescent Protein”) ser flanqueado por dois sitios de Bsal, a digestdo ndo € eficiente o
suficiente para linearizar e remover o gene da GFP. Assim, ap0s a digestdo é necessario
amplificar os vetores linearizados por PCR, excluindo-se a regido de GFP. A PCR foi
realizada com a enzima Taq High Fidelity Pol (Cellco Biotec), seguindo os parametros

descritos na Tabela 3.

Tabela 3 - Parametros utilizados para amplificacdo dos vetores linearizados.

Reagente Concentracdo Ciclagem Térmica
Tampé&o Taq High Fidelity Pol 10X 1X 95°C—-1min
dNTP [I0mM] (N=A,G,C, T) 0,2 mM 30 ciclos de:
Oligonucleotideo senso [25 puM] 0,5 uM 95°C-20s
Oligonucleotideo anti-senso [25 pM] 0,5 uM 65°C—-30s
DNA molde 1-100 ng 72 °C —6 min
Taq High Fidelity Pol 1 U/uL 72 °C -6 min

H20 50 pL 4°C-o

A amplificacdo de cada fragmento foi confirmada por eletroforese em gel de
agarose 0,8 % corado com 0,1 pL/1 mL de Safedye Nucleic Acid Stain 20.000x (Cellco
Biotec). Em seguida, o produto da amplificacdo de cada vetor foi incubado com Dpnl (0,5

pL para 25 pL de reacdo) a 37 °C por 16 h.

3.1.2. Preparo dos fragmentos génicos de interesse

Os fragmentos génicos de Ec-EPSPS, adquiridos e clonados em vetores pUC57,
foram transformados em células de E. coli DH5a. Apds plaquear o produto de

transformacdo em meio LB &gar suplementado com 100 pg/mL de ampicilina (antibiotico
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de selegdo) e incubar as placas por 16 h a 37 °C, foi realizado in6culo das colonias em
meio LB liquido suplementado com 100 ug/mL de ampicilina. O inoculo foi incubado
sob agitacao de 200 rpm, a 37 °C, por 16 h, e utilizado para extracdo do DNA plasmidial,
a partir do qual os fragmentos génicos de interesse foram amplificados por PCR,
utilizando os oligonucleotideos iniciadores descritos na Tabela 1. Os parametros
utilizados para amplificagéo dos fragmentos de EPSPS foram os mesmos descritos para
amplificacdo dos vetores linearizados (Tabela 3). A amplificacdo dos segmentos génicos
de interesse foi confirmada por eletroforese em gel de agarose 0,8% corado com
0,1pL/mL de Safedye Nucleic Acid Stain 20.000x (Cellco Biotec).

3.1.3. Tratamento com T4 DNA polimerase, transformacédo em células
competentes e extracdo do DNA plasmidial recombinante

Os vetores e os fragmentos génicos previamente preparados foram quantificados
em espectrofotdmetro (Nanodrop 2000 Thermo Scientific) e tratados separadamente com
T4 DNA polimerase (Thermo Scientific) para formacdo das extremidades coesivas
(Karam & Konigsberg, 2000). A reacdo, descrita na Tabela 4, foi incubada por 30 minutos

a 22 °C e inativada por 20 minutos a 75 °C.

Tabela 4 - Parametros utilizados no tratamento com T4 DNA polimerase.

Reagentes Concentragao
Tampéao T4 DNA polimerase 1X
DTT 4 mM
dATP (vetor)/ dTTP (fragmento 2,5mM
génico)
Enzima T4 DNA polimerase 1U
Vetor/ Fragmento génico 600 ng/ 167 ng
H20 20 pL

Para a reacdo de anelamento, foi utilizada a proporcao de 0,02 pmol do fragmento
génico e entre 25 e 50 ng do vetor LIC (Sistema de Clonagem de Ligacdo Independente)
tratado, misturando-se vetor e fragmento em um microtubo e incubando-se em
temperatura ambiente por 30 minutos. O produto das reacdes de anelamento foi utilizado

para a transformac&o de células competentes E. coli DH5a, ¢ 0 produto de transformacéo
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foi semeado em placas de Petri em meio s6lido LB suplementado com 50 pg/mL de
canamicina.

Apbs o cultivo por 16 horas a 37 °C, as placas foram inspecionadas para
identificacdo de colbnias. Todas as coldnias de cada placa foram enumeradas e
submetidas a PCR de col6nia seguindo protocolo descrito na Tabela 3, utilizando-se como
DNA molde células coletadas a partir das colénias transformantes devidamente
identificadas. Os produtos da PCR foram analisados por eletroforese em gel de agarose
0,8% corado com 0,1uL/1mL de Safedye Nucleic Acid Stain 20.000x (Cellco Biotec).

As colonias para as quais houve amplificagédo do fragmento génico de interesse
foram identificadas como verdadeiro-positivos, enquanto as colnias para as quais néo
houve amplificacdo foram identificadas como falso-positivos. Para cada construcao de
interesse foi inoculada uma coldnia verdadeiro-positiva em meio liquido LB por 16 horas
a 37 °C, também suplementado com canamicina (50 pg/mL). O DNA plasmidial foi

obtido com o kit Fast-n-Easy Plasmid-Prep (Cellco Biotec).

3.1.4. Testes de expressao

Células de E. coli BL21 (DE3) e E. coli Rosetta (DE3) foram transformadas com
vetores pET-M11 e pET-SUMO contendo o gene da proteina de interesse. As cepas
transformadas foram cultivadas aerobicamente a 37 °C em meio LB até atingirem
densidade ¢tica igual a 0,8 no comprimento de onda de 600 nm (DOsw ). Para avaliar a
condigdo com maior expressdo de proteina na fracdo soluvel, empregaram-se dois
protocolos: i. expressdo em meio LB induzida por IPTG (20 horas a 37 °C); e ii. expressao
em meio autoindutor ZYM-5052 (20 horas a 18 °C) (Studier, 2005). Ao final do periodo
de expressdo, as células foram separadas por centrifugacdo (4.000 g, 10 minutos) e
ressuspensas em tampao de lise (50 mM Tris-HCI pH 8,0, 200 mM NaCl, 10 % (v/v) de
glicerol) em um décimo do volume de cultura inicial, suplementado com 3 unidades/mL
de Turbo Nuclease (Cellco Biotec) e 0,2 mg/mL de lisozima. As células ressuspensas
permaneceram em banho de gelo por 30 minutos. Ao final desse periodo foram realizados
4 ciclos consecutivos de congelamento em ultrafreezer (- 80 °C) e descongelamento. Ao
final do processo, o lisado obtido foi centrifugado (16.000 g, 10 minutos) e as frac0es
soltvel e insoltvel submetidas a analise por eletroforese em gel de acrilamida (SDS-

PAGE 12 %) para avaliar o perfil de expressao.
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3.2. Purificacdo da proteina Ec-EPSPS

3.2.1. Expressédo da Ec-EPSPS e lise celular

Do estoque de E. coli BL21 (DE3) transformada com plasmideo pET-M11, 100
pL foram inoculados em 10 mL de meio LB acrescido de 50 pg/mL de canamicina e
deixados por 16 h em camara incubadora, sob rotacdo de 220 rpm, a 37 °C. Em seguida,
5 mL de pré-indculo foram introduzidos a 500 mL de meio autoindutor ZYM-5052 com
50 pg/mL de canamicina, e levados a camara incubadora sob rotacdo de 220 rpm, a 37
°C, até que se atingisse DOsoo nm entre 0,6 e 0,8. Ao atingir DOsoo nm desejada, diminuiu-
se a temperatura para 16 °C para dar inicio a expressdao de Ec-EPSPS. Cerca de 20 h
depois, as células foram retiradas da incubadora, centrifugadas com RCF = 4700 g, por
40 minutos, a 8 °C. O pellet foi ressuspendido em tampéo (50 mM Tris-HCI pH 8,0, 200
mM NaCl, 10 % (v/v) de glicerol) e lisado em duas etapas: quimica e fisica em sonicador.

A etapa de lise quimica ocorreu por adi¢do de 4 mM de DTT, 2 mM de PMSF
(fluoreto de fenilmetanosulfonil) e 0,2 mg/mL de lisozima. Apds adicdo e
homogeneizacao dos reagentes, a solucéo foi incubada em banho de gelo por 30 min. A
seguir, ainda incubadas a 4 °C, as células foram lisadas em sonicador por 40 min, sendo
aplicados pulsos intermitentes, totalizando 18 s de lise por min. O sonicador utilizado era
da marca Branson Sonifier, modelo 450. Logo depois, o0s restos celulares
foram centrifugados com RCF = 12000 g, por 50 min, a 4 °C, e separou-se as frac0es

soluvel e insolavel apos lise celular.

3.2.2. Cromatografia de afinidade a metal imobilizado (Ni?*)

Esta etapa de purificacdo seguiu-se com uma coluna HiTrap HP 5 mL da GE
Healthcare. A amostra (fracdo soltvel poés lise celular) foi aplicada a coluna em fluxo
continuo de 3 mL/min, com tamp&o em pH 8,0 contendo: 50 mM de Tris-HCI, 500 mM
NaCl, 10 % (v/v) de glicerol e 15 mM de imidazol (para evitar interagdo de proteinas
inespecificas de E. coli com a coluna). O tampdo de eluicdo, em pH 8,0, continha: 50 mM
de Tris-HCI, 500 mM NaCl, 10 % (v/v) de glicerol e 500 mM de imidazol. A elui¢éo da
amostra que aderiu a coluna foi feita em etapas, em fluxo continuo de 2,5 mL/min,

utilizando-se concentragdes crescentes de imidazol, sendo estas: 25 mM, 50 mM, 100
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mM, 250 mM e 500 mM de imidazol. Apés a purificacdo, realizou-se uma analise
qualitativa da pureza de cada amostra em gel de poliacrilamida SDS-PAGE 12 %.

3.2.3. Cromatografia de exclusdo molecular

Para esta etapa de purificacdo utilizou-se a coluna Superdex 75 16/600 da GE
Healthcare. As amostras de interesse foram dialisadas em tampao, que incluia: 20 mM de
Tris-HCI (pH 7,5), 150 mM de NaCl. A dilise foi feita em concentrador (Amicon Ultra-
15 30 K), sob centrifugagdo de RCF =4000 g, a 4 °C, em sessdes de 8 a 10 min. Uma vez
dialisadas, as amostras foram concentradas para volumes entre 1 e 2 mL a fim de serem
aplicadas na coluna em fluxo continuo de 0,5 mL/min. Ap0s a coleta, as amostras foram

analisadas quanto a sua pureza em gel de poliacrilamida SDS-PAGE 12 %.

3.3. Quantificagdo da proteina

Apos as etapas de purificacdo, a concentracdo da Ec-EPSPS foi avaliada por meio
da absorbancia da proteina a 280 nm (Abszsonm), como definido pela lei de Lambert-Beer

(equacgdo 1):

Abs 280nm = exc*1 (Equacdo 1)

onde: ¢ é o coeficiente de extingdo molar da proteina (M cm™); ¢ € a concentragdo da
proteina (M); | € o caminho 6ptico (cm).

A absorbancia a 280 nm de cada aliquota foi obtida utilizando-se o
espectrofotdbmetro Jasco V-530 (Jasco Analytical Instruments, Toquio, Japdo). Foram
utilizadas cubetas de quartzo com 1 cm de largura para o experimento. O coeficiente de
extingdo molar (31860 M cm™) foi determinado pelo programa ProtParam (Gasteiger et
al., 2005). Ainda de acordo com o ProtParam, a Abszsonm da Ec-EPSPS a Img/mL é igual
a 0,663. Assim, caso seja necessario avaliar a concentracdo de Ec-EPSPS em mg/mL, é

possivel utilizar a seguinte equagéo (2):

__ Abs 280nm
T 0,663

C (Equagdo 2)
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onde: C ¢é a concentragdo da proteina em mg/mL; Abs2sonm € 0 valor de absorbancia obtido

no espectrofotémetro; e 0,663 é a absorbancia tedrica que representa 1 mg/mL.

3.4. Analise da estrutura secundaria e termoestabilidade da Ec-EPSPS por
dicroismo circular

A porcentagem de estruturas secundarias da Ec-EPSPS foi estimada por dicroismo
circular (CD, do inglés circular dichroism), utilizando o espectropolarimetro Jasco J-815
equipado com um sistema de controle de temperatura Peltier, conectado a uma bomba de
agua. Os espectros dicroicos foram obtidos utilizando-se uma cubeta de quartzo de 0,1
cm de largura, na faixa de comprimentos de ondas distantes da luz UV (190 — 260 nm),
com intervalos de leitura de 0,2 nm, taxa de escaneamento de 100 nm/min, na temperatura
de 25 °C. Anterior ao experimento, a Ec-EPSPS foi dialisada em agua. Os ensaios foram
realizados na concentracdo de 0,190 mg/mL, em trés pH: 4,0; 7,5; 9,0. Para manter os pH
com pouca variacdo durante as andlises, utilizaram-se tampdes acetato de sodio (pH 4,0),
e Tris-HCI (pH 7,5 e 9,0), ambos a 5 mM.

Para a conducgéo dos experimentos foram registradas trés leituras consecutivas e
0 espectro resultante da média entre os 3 espectros dicroicos foi considerado e ajustado
com a subtracdo dos valores do sinal dicroico do espectro do tampéo utilizado como
branco. As elipticidades (mdg) obtidas no ensaio foram convertidas em elipticidade molar
([6]) (deg.cm?.dmol™) baseado na massa calculada por residuo de 115 Da segundo a

equacéo 3:

[ ]= 115xa

Equacdo 3
10+C+l (Equagao 3)

onde, a ¢ o sinal dicroico em mdeg, C ¢ a concentracdo da amostra (mg/mL) e 1 € o

caminho o6ptico (cm) da cubeta utilizada.

Os dados de elipticidade molar nos diferentes pH testados foram convertidos em

porcentagem de estruturas secundarias pelo software CDNN (B6hm et al., 1992).
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A termoestabilidade da Ec-EPSPS, em pH 7,5, foi verificada variando-se a
temperatura de 10 °C a 90 °C, com leituras consecutivas em 222 nm a cada 0,2 °C. Além
disso, a cada 10 °C, foi realizada uma leitura do espectro completo de 190 nm a 260 nm.
Para se determinar a temperatura de transicdo (Tm) da Ec-EPSPS, os dados de de ([0])

(deg.cm?.dmol™) em 222 nm foram aplicados a seguinte equagao (4):

_ Sn—[0] .
Fu = o (Equacdo 4)

onde, Fu representa a fragdo proteica desnaturada, Sn e Su representam a quantidade de

proteina que estao no estado nativo e desdobrado, e [0] o valor medido em 222 nm.

A Tm foi estimada pelo ajuste sigmoidal das curvas de desnaturacgdo utilizando a
equacédo Boltzmann, pelo programa Origin 8 (Microcal Software Inc., USA).

3.5. Determinacédo dos parametros de atividade da Ec-EPSPS

Para este experimento, utilizou-se 0 método de Lanzetta (Lanzetta et al., 1979), o
qual capta a liberacédo de fosfato inorganico liberado pela reacéo catalisada da Ec-EPSPS.
Para isso foi obtido o “Malachite Green Phosphate Assay Kit” (MAK307, Sigma-
Aldrich). Seguindo recomendag6es do fabricante, foram 20 pL de reagente de Lanzetta
para cada 80 pL de reacdo, com leitura de absorbancia a 620 nm apds 30 min de
desenvolvimento de cor. A absorbancia foi determinada em espectrofotdmetro leitor de
placas SpectraMax M2. As placas utilizadas eram de poliestireno, transparentes, com 96
pocos, e fundo chato. Antes do inicio dos experimentos, foi construido um gréfico
comparando concentracGes conhecidas de fosfato inorganico (variando de 0 uM a 40 uM)
as absorbancias obtidas a 620 nm. A fungdo obtida deste gréfico foi utilizada para
determinar as concentracgdes de fosfato inorganico liberados pela atividade da Ec-EPSPS

durante os experimentos que se seguiram (Anexo V).

3.5.1. Afinidade da Ec-EPSPS por seus substratos
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A afinidade da Ec-EPSPS pelo S3P foi determinada pela influéncia da variacéo
de suas concentracGes acompanhada a uma concentragéo fixa de 0,500 mM de PEP. Para
0 S3P, as 12 concentracdes testadas foram: 0,300 mM, 0,200 mM, 0,150 mM, 0,100 mM,
0,075 mM, 0,050 mM, 0,038 mM, 0,025 mM, 0,019 mM, 0,012 mM, 0,009 mM, 0,006
mM.

Ja a afinidade da enzima pelo PEP foi determinada, com a concentracdo de S3P
fixa em 0,300 mM, pela variagdo em 10 concentracdes diferentes: 0,500 mM, 0,400 mM,
0,250 mM, 0,200 mM, 0,125 mM, 0,100 mM, 0,062 mM, 0,050 mM, 0,025 mM, 0,015
mM, 0,012 mM.

Os experimentos seguiram-se a temperatura ambiente, por 15 min antes da adicéo
de agente colorimétrico, em tampao 20 mM Tris pH 7,5, 150 mM NaCl, 2 mM DTT, e
Ec-EPSPS a 25 nM. O inicio da reacdo foi contado a partir da adicdo de S3P. O controle
negativo em ambos 0s experimentos era composto por todos 0s componentes, exceto o

S3P. Experimentos realizados em duplicata.

Uma vez finalizado o experimento, as absorbancias foram transformadas em

concentracdo de Pi, conforme a equacéo (5):

(Pi] = Abs 620 nm—0,0106
- 0,016

(Equagio 5)

onde, [Pi] € a concentracao de Pi (mM) referente a absorbancia obtida, e Abs 620 nm € o

valor de absorbancia a 620 nm.

Para determinar as constantes de Km para S3P e PEP, a seguinte equacéo (6),

derivada da equacao de Michaelis-Menten, foi aplicada:

[Pi]v = [Pgr]r:_#[s] (Equacéo 6)

onde, [Pi]v representa a taxa de variacdo na concentracdo de Pi (mM) produzido por
concentracdo de substrato, [PiJmax representa a concentragdo maxima (mM) de Pi

produzido, e [S] representa a concentracao do substrato (mM).
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A analise dos dados foi realizada com auxilio do software GraphPad Prism, versao
9.0.0. para Windows, Boston, Massachusetts, USA (www.graphpad.com).

3.5.2. Sensibilidade da Ec-EPSPS pelo glifosato

A sensibilidade da Ec-EPSPS pelo glifosato foi determinada verificando-se a
influéncia de concentracdes crescentes de glifosato, contra contracdes fixas de SP3 (0,3
mM) e PEP (0,6 mM) que sdo capazes de saturar a atividade enzimatica. As 11
concentrag0es utilizadas foram: 0,000 mM, 0,004 mM, 0,008 mM, 0,016 mM, 0,031 mM,
0,063 mM, 0,125 mM, 0,250 mM, 0,500 mM, 1,00 mM, 2,00 mM.

Os experimentos seguiram-se a temperatura ambiente, por 15 min antes da adicéo
de agente colorimétrico, em tampéao 20 mM Tris pH 7,5, 150 mM NaCl, 2 mM DTT, e
Ec-EPSPS a 25 nM. O inicio da reacédo foi contado a partir da adi¢do de PEP. O controle
negativo foi composto por todos os componentes, exceto o S3P. Experimento realizado

em triplicata.

Para analisar os dados, as absorbancias a 620 nm obtidas foram transformadas em
porcentagem de inibicdo por glifosato. Com essa finalidade, primeiramente as

absorbéncias obtidas foram convertidas para atividade relativa (equacéo 7):

Abs 620 nm=*100
Abs max 620 nm

Atv.Rel. (%) = (Equagéo 7)

onde: Atv.Rel. (%) € a atividade relativa em porcentagem; Abs 620 nm é o valor de
absorbancia obtido; Abs max 620 nm é o valor de absorbancia obtido em 0,00 mM de

glifosato.

Em seguida para modificar os dados de Atv. Rel (%) em porcentagem de inibicéo,

utiliza-se a seguinte equacao (8):

I (%) = 100 % — Atv.Rel. (%) (Equacéo 8)
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onde: | (%) refere-se a porcentagem de inibi¢cdo da Ec-EPSPS por glifosato; e Atv. Rel.
(%) é a atividade relativa em porcentagem.

Para se determinar o 1Cso do glifosato a seguinte equacéo (9) foi aplicada:

(I(%)max—1I (%)min)
7] )
UCsol

I (%) = 1(%)max + (Equagéo 9)

14(

onde: | (%) refere-se a porcentagem de inibicdo da Ec-EPSPS por glifosato; 1(%)max € o
valor méximo obtido de | (%); 1(%)min é o valor minimo obtido de | (%); [I] € a
concentracdo de glifosato (mM) aplicada; e [ICs0] é concentracdo de glifosato (mM)

necessaria para se obter 50 % de inibicdo.

A andlise dos dados foi realizada com auxilio do software GraphPad Prism, versdo

9.0.0. para Windows, Boston, Massachusetts, USA (www.graphpad.com).

3.6. Experimentos com o sensor de SPR para deteccéo de glifosato

3.6.1. Preparo dos chips

Os chips foram desenvolvidos e fornecidos pela equipe do Laboratério de
Estruturas de Micro-ondas e Ondas Milimétricas (LEMON, Faculdade de Tecnologia,
Universidade de Brasilia). O tipo de imobilizacdo escolhido para Ec-EPSPS a superficie
de ouro dos chips seria mediado pela cauda de histidina presente no N-terminal da Ec-
EPSPS. Para tanto, utilizando-se do kit comercial NTA-SAM formation reagent, o

seguinte protocolo foi seguido:

1) Limpeza dos chips com solucéo piranha na proporcéo (4 volumes de acido
sulfurico para 1 volume de peréxido de hidrogénio 30 %) por 10 min para
eliminacdo de matéria organica que pudesse estar aderida a superficie de

ouro.
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2) Em seguida, lavagem dos chips seguindo a ordem: agua deionizada (5
min); alcool isopropilico (5 min); acetona (5 min); agua deionizada (5

min).

3) Preparo do reagente de formacdo de monocamadas auto-montadas de
acido tris-nitriloacético (NTA-SAM). Para isso, 0 reagente
disponibilizado no kit foi dissolvido em 10 mL de etanol, concentracédo
final 0,2 mmol/L.

4) Os chips secos foram imersos na solugdo contendo NTA-SAM, e deixados

a temperatura ambiente por pelo menos 16 horas.

5) Apo6s as 16 horas, os chips foram introduzidos ao sensor de SPR para as

analises de interacdo da Ec-EPSPS com o glifosato.

3.6.2. Andlises no sensor de SPR

O equipamento de SPR foi desenvolvido pela equipe do Laboratério de Estruturas
de Micro-ondas e Ondas Milimetricas (Lemon), sob supervisdo do Prof. Dr. Daniel
Orquizéa Carvalho. Os chips foram acoplados ao sensor, com a parte da lamina coberta de
ouro, onde houve a deposicdo do NTA-SAM, voltada para o sistema microfluidico.

Assim, o espelho que compde a outra face do chip estaria voltado para o prisma.

O feixe de luz, utilizado pelo equipamento de SPR, possuia comprimento de onda
de 633 nm. O angulo de ressonancia () variou de 52,500° a 86,325°. A cada 0,075°, 10
leituras consecutivas eram realizadas, e a média dessas leituras gerava um ponto. A

variacdo na leitura foi expressa em Poténcia Refletida [P (mW)] dependente de ©.

A ordem das solugBes para leitura no equipamento, aplicada ao sistema
microfluidico em fluxo de 0,1 mL/min, foi: i) &gua deionizada; ii) NiSOsa 40 mM; iii)
Tampédo HBS-EPS (HEPES 0.1 M pH 7,5, NaCl 0.15 M, EDTA 0.003 M, Tween 20 0,05
%); iv) Ec-EPSPS a 0,1 mg/mL; v) Tampdo HBS-EPS; vi) Glifosato a 50 mM. Para cada
solucdo, trés leituras diferentes foram realizadas, e a média das curvas foi plotada em

graficos para anélise dos resultados.

A passagem de tampao HBS-EPS, logo ap6s a de niquel, gera uma primeira linha

de base, pois neste ponto o chip estd pronto para imobilizacdo da proteina. Apds a
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imobilizacdo da Ec-EPSPS, hd uma segunda passagem de tampao HBS-EPS. Neste ponto,
a partir do deslocamento da curva de ressonancia, € possivel inferir se houve modificacoes
na superficie dos chips. Em seguida, a interacdo do glifosato com a Ec-EPSPS pode ser
verificada. As analises foram realizadas com base no deslocamento entre os pontos

minimos das curvas de ressonancia.

Os experimentos descritos para esta etapa foram realizados apenas uma vez.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1. Clonagem dos fragmentos génicos codificantes da proteina de interesse

4.1.1. Preparo dos vetores e fragmentos génicos de interesse

Os vetores pET-M11 e pET-SUMO foram digeridos por Bsal, e linearizados. Em
sequida, foram amplificados excluindo-se a regido do GFP, tornando-os aptos a se
anelarem ao gene da Ec-EPSPS apds tratamento com T4 polimerase e dTTP (descrito na
secdo 3.1.3). Estes vetores linearizados sem o gene da GFP possuem em torno de 6000
pares de bases (Figura 8 — A). Ja o gene da Ec-EPSPS, adquirido em vetores pUC57, foi
amplificado por PCR adicionando-se uma cauda complementar aos vetores pET-LIC,
sendo o anelamento possivel apds tratamento com T4 polimerase e dATP (descrito na
secdo 3.1.3). O gene da Ec-EPSPS possui em torno de 1300 pares de bases (Figura 8 —
B).

A MM  MIl  SUMO B MM  EPSPS
kbp kbp
10,0 'g’g
8,0 6.0
6,0 :
5.0 i"’
40 0
30 3,0
2,0 20
13 1.5
1,0 1.0
0.8 0.8
0,6 0.6
0,5 0.5

Figura 8 — A) Resultado apds digestéo dos vetores pET-LIC por Bsal, e amplificagdo por PCR excluindo
0 gene de GFP. Da esquerda para a direita do gel: MM) marcador molecular de DNA; M11) digestdo do
vetor pET-M11; SUMO) digestdo do vetor pET-SUMO. B) Resultado da amplificacdo do gene de interesse.
Da esquerda para a direita do gel: MM) marcador molecular de DNA; EPSPS) amplificacdo do gene da
EPSPS. Fonte: elaborada pelo autor.
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4.1.2. Tratamento com T4 DNA polimerase, transformacéo em celulas
competentes e extracdo do DNA plasmidial recombinante

O gene de Ec-EPSPS e os vetores pET-LIC amplificados foram tratados
separadamente com T4 polimerase para formagédo de extremidades coesivas. Assim, a
etapa de anelamento foi viavel, seguida pela transformacdo dos vetores fechados com o
gene da proteina de interesse em E. coli DH5a. O vetor pET-M11 apresentou mais
colbnias falso-positivas do que verdadeiro-positivas (Figura 9 — A), entretanto apenas
uma coldnia verdadeiro-positiva ja seria suficiente para extracdo plasmidial e posterior
transformacdo em bactérias de expressao. O vetor pET-SUMO apresentou mais coldnias
verdadeiro-positivas do que falso-positivas (Figura 9 — B), entdo a colonia 1 foi designada

para extracdo plasmidial e transformacao em bactérias de expresséo.

kbp

10,0
8.0
6,0
5.0
4,0

3,0
2,0
1,5

1,0
0.8

0,6
0,5

Figura 9 - A) Resultado apds anelamento de vetor pET-M11 com gene da Ec-EPSPS e transformacdo em
E. coli DH5a. Da esquerda para a direita: MM) marcador molecular de DNA; Cn) coldnia n de E. coli
DH5a, sendo “n” um numero designado para cada col6nia encontrada. B) Resultado ap6s anelamento de
vetor pET-SUMO com gene da Ec-EPSPS e transformacgdo em E. coli DH5a. Da esquerda para a direita:
MM) marcador molecular de DNA,; Cn) col6nia n de E. coli DH5a, sendo “n” um nimero designado para
cada colbnia encontrada. Fonte: elaborada pelo autor.

4.1.3. Testes de Expressao

A expressdo e obtencdo da proteina na fracdo soltvel pés lise celular foi bem
sucedida, tanto em plasmideos pET-M11 quanto em pET-SUMO em células de E. coli
BL21 (DE3). No caso dos plasmideos pET-M11 em BL21 (DE3), o meio autoindutor
ZYM-5052 é a condicdo de expressao ideal, com presenca da proteina em grande

quantidade na frag&o insoluvel e soluvel pos-lise celular (Figura 10 — A). Ja no caso de
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PET-SUMO em BL21 (DE3), 0o meio LB com adicéo de IPTG se mostrou a condigéo de
expressdo modelo com presenca da proteina em maior quantidade na fracdo soltvel pds-

lise celular, se comparada a fracdo insoltvel (Figura 10 — B).

kDa
225
150

kDa

225
150

100
75

75

50 50

35 35

25 25

Figura 10 - Géis SDS-PAGE 12 % referente as construcdes de pET-M11 (A) e pET-SUMO (B) em E. coli
BL21 (DE3). Da esquerda para a direita temos: MM) marcador molecular de proteinas; 1) fracdo insoldvel
pos-lise celular da expressdao em meio LB; 2) fracdo soltvel pds-lise celular da expressdo em meio LB; 3)
fracdo insolUvel pos-lise celular da expressdo em meio ZYM-5052; 4) fracdo sollvel pds-lise celular da
expressdo em meio ZYM-5052; 5) fragdo insolGvel pds-lise celular do grupo controle em meio LB; 6)
fracdo sollvel pds-lise celular do grupo controle em meio LB; 7) fragdo insoltvel pés-lise celular do grupo
controle em meio ZYM-5052; 8) fragdo sollvel pds-lise celular do grupo controle em meio ZYM-5052.
Destacado em vermelho, esta a banda referente & Ec-EPSPS. Fonte: elaborada pelo autor.

As construgdes de pET-M11 ou pET-SUMO em E. coli Rosetta (DE3) nédo
apresentaram expressao significativa ou discernivel de EPSPS, tanto em meio ZYM-5052
quanto em meio LB (Figura 11 — A e B). Portanto, foram descartadas como possiveis
condicBes de expressdo em que se obtenha quantidade significativa de proteina de
interesse necessaria para a continuidade do projeto.
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Figura 11 - Géis de SDS-PAGE 12 % referentes as construcdes de pET-M11 (A) e pET-SUMO (B) em E.
coli Rosetta (DE3). Da esquerda para a direita temos: MM) marcador molecular de proteinas; 1) fracdo
insolvel pds-lise celular da expressdo em meio LB; 2) fragdo sollvel pos-lise celular da expressao em
meio LB; 3) fracdo insoltvel pos-lise celular da expressdo em meio ZYM-5052; 4) fracdo solvel pds-lise
celular da expressdo em meio ZYM-5052; 5) fracdo insoltvel pds-lise celular do grupo controle em meio
LB; 6) fragdo soltvel pos-lise celular do grupo controle em meio LB; 7) fragdo insollvel pos-lise celular
do grupo controle em meio ZYM-5052; 8) fracdo soltvel pés-lise celular do grupo controle em meio ZY M-
5052. Destacado em vermelho, esta a banda referente a Ec-EPSPS. Fonte: elaborada pelo autor.

As proteinas expressas em vetores pET-SUMO recebem em sua extremidade N-
terminal, além da cauda de histidina, uma pequena proteina de 11 kDa do tipo ubiquitina
(SUMO) que pode aumentar a capacidade de expressao e solubilidade (Sun et al., 2008).
Contudo, como as proteinas expressas a partir de vetores pET-M11, que possuem apenas
a cauda de histidina na extremidade N-terminal, ndo apresentaram problemas na
solubilidade pos-lise celular, estas sdo ideais para a progressdo do projeto, pois a proteina
SUMO poderia interferir nas interagdes da EPSPS com seus substratos e inibidores.

4.2. Purificagéo da Ec-EPSPS

4.2.1. Cromatografia de afinidade a metal imobilizado (Ni?*)

Ao acompanhar a primeira cromatografia (Figura 12), observa-se que existem 4
picos na absorbancia ao se adicionar concentragdes crescentes de 25 mM a 500 mM de
imidazol. A analise posterior em gel SDS-PAGE 12% (Figura 13) confirmou que se
tratava da proteina de interesse em todas as concentracdes de 25 mM e 500 mM de

imidazol.
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A eluicdo da proteina em concentra¢Bes altas de imidazol (100 e 250 mM,
especificamente) é um indicativo favoravel quanto a exposicdo da cauda de histidina, que

sera fundamental para o tipo de acoplamento proposto aos chips de SPR.
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Figura 12 - Cromatografia de afinidade a metal imobilizado (Ni?*). No grafico é possivel observar quatro
marcagdes numeéricas, representando picos na absorbancia em 280 nm: 1) adi¢do de 25 mM de imidazol;

2) adicdo de 50 mM de imidazol; 3) adi¢do de 100 mM de imidazol; 4) adi¢do de 500 mM de imidazol.
Fonte: elaborada pelo autor.
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Figura 13 - Gel de SDS-PAGE 12 %. No gel temos, da esquerda para a direita: MM) marcador molecular
de proteinas; 1) fracdo insoltvel pds-lise celular; 2) fragdo soltvel pos-lise celular aplicada na coluna; 3)
flow through da purificacéo; 4) pico na absorbancia em 280 nm com adic&o de 25 mM de imidazol; 5) pico
na absorbancia em 280 nm com adi¢do de 50 mM de imidazol; 5) pico na absorbancia em 280 nm com
adicdo de 100 mM de imidazol; 6) pico na absorbancia em 280 nm com adigdo de 250 mM de imidazol; 7)
pico na absorbancia em 280 nm com adicdo de 500 mM de imidazol; 8) lavagem da coluna com 500 mM
de imidazol. Fonte: elaborada pelo autor.
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4.2.2. Cromatografia de exclusdo molecular

O resultado da exclusdo molecular mostra que existem 2 picos na separacdo em
tamanhos. A amostra de Ec-EPSPS eluida no pico 1 apresenta uma tendéncia a formacéo
de estados oligoméricos da proteina, ao contrario do observado no pico 2 em que a
proteina de interesse tem uma maior tendéncia de se manter no estado monomérico. Ao
se aplicar na coluna separadamente as amostras referentes as eluicdes em 100 mM e 250
mM de imidazol, observa-se que o pico 1 é consideravelmente maior que o pico 2 nas
duas purificacdes (Figura 14 — A e B), ou seja, a Ec-EPSPS nestas condicOes apresenta
uma tendéncia maior a formagdo de estados oligoméricos. E também possivel analisar
qualitativamente o resultado destas duas cromatografias a partir do gel em SDS-PAGE
12 % (Figura 15).

A partir dos resultados obtidos nas duas etapas de purificagéo, é possivel definir que
a fracdo obtida nos picos 2 da exclusdo molecular da proteina, eluida em 100 mM de
imidazol na cromatografia de afinidade a metal imobilizado, é recomendada para etapas

de caracterizacdo bioguimica/biofisica, e construcao de biossensores.
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Figura 14 — A) Cromatografia de exclusdo molecular referente a amostra eluida em 100 mM de imidazol.
No gréfico é possivel observar duas marcacdes numéricas, representando: 1) pico 1 da exclusdo molecular
eluido entre 45 e 55 mL,; 2) pico 2 da exclusdo molecular eluido entre 55 e 75 mL. B) Cromatografia de
exclusdo molecular referente a amostra eluida em 250 mM de imidazol. No gréafico é possivel observar duas
marcagdes numeéricas, representando: 1) pico 1 da exclusdao molecular eluido entre 40 e 55 mL; 2) pico 2
da exclusdo molecular eluido entre 55 e 70 mL. Fonte: elaborada pelo autor.
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Figura 15 - No gel de SDS-PAGE 12 % temos, da esquerda para a direita: MM) marcador molecular de
proteinas; 1) pico 1 da exclusdo molecular referente a amostra eluida em 100 mM de imidazol; 2) pico 2 da
exclusdo molecular referente a amostra eluida em 100 mM de imidazol; 3) pico 1 da exclusdo molecular
referente a amostra eluida em 250 mM de imidazol; 4) pico 2 da exclusdo molecular referente a amostra
eluida em 250 mM de imidazol. Fonte: elaborada pelo autor.

4.3. Analise da estrutura secundaria e termoestabilidade da Ec-EPSPS por
dicroismo circular

4.3.1. Andlise da estrutura secundéaria em diferentes pH

Os espectros de dicroismo circular da Ec-EPSPS em diferentes pH, a 25 °C,
apresentaram sinal dicroico com banda positiva em aproximadamente 193 nm e banda
negativa entre 208 e 222 nm. O sinal dicroico obtido, com varredura entre 190 nm e 260
nm, ndo apresentou diferencas significativas entre os pH analisados (Figura 16),
indicando que a variacao de pH promove mudancas conformacionais discretas a nivel de
estrutura secundaria, como mostra a Tabela 5. Entretanto, ndo é possivel afirmar que a
Ec-EPSPS se mantém ativa em pH acido (4,0) ou basico (9,0), pois ndo ha dados
publicados apresentando esta relacdo. De acordo com a literatura, os ensaios de atividade
enzimatica da Ec-EPSPS foram tradicionalmente realizados em torno do pH 7,0 (neutro)

com variacgdo entre os pH 6,8 e 7,5 (Tabela 8).
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Figura 16 — Espectros de CD (260 — 190 nm) a 25 °C em tampdo 5 mM: acetato de sédio (pH 4,0); e Tris-

HCI (pH 7,5; pH 9,0). Fonte: elaborada pelo autor.

Tabela 5 - Percentual de estruturas secunddrias da Ec-EPSPS variando-se o pH. Dados obtidas pelo

programa de deconvolugdo CDNN.

Estruturas Secundarias pH 4,0 pH 7,5 pH 9,0
Hélice a 13,3% 124 % 13,2 %
Antiparalela 29,9 % 31,7 % 30,6 %
Paralela 3 5,9 % 5,8 % 5,9 %

Volta 18,7 % 18,6 % 18,7 %
Desordenadas 33,2 % 33,1 % 33,0 %

De acordo com Haghani et al. (2008), o contetdo das estruturas secundarias da

Ec-EPSPS em pH 7,8 estimado por CD e com base no modelo in silico, é de 40 % e 34,7

% para hélice o e 31 % e 23,5 % para folhas-B, respectivamente. Esses valores estao em

correspondéncia com aqueles estimados para a estrutura cristalografica da proteina

(PDB:1G6S), que apresenta 35,1 % de a-hélice e 25,5 % de folha B (Tabela 6).
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Tabela 6 - Comparacgéo da porcentagem de estruturas secundarias da Ec-EPSPS em diferentes modelos.

(Haghani et. al.,

Estruturas Secundarias pH 7,5 PDB: 1G6S Insilico
2008)

Hélice a 12,4 % 40,0 % 35,1% 34,7 %

Folha 37,5% 31,0 % 255 % 235%

Outras 51,7 % 29,0 % 39,4 % 41,8 %

1pH 7,5 escolhido para comparacdo pois é o utilizado durante os experimentos no biossensor.

2 Porcentagem de estruturas secundarias do PDB e modelo in silico obtidas através do software 2struc
(https://2struc.cryst.bbk.ac.uk/).

Os espectros de CD obtidos, em diferentes pH, confirmaram o mesmo perfil
dicroico da Ec-EPSPS ao modelo experimental (Figura 17, curva nimero 1), tipico do
mesmo tipo de dobramento, porém apresentando menor intensidade de sinal. A partir
destes dados, foi hipotetizado que isto ocorreu devido a um erro na concentracdo da
proteina. Inicialmente esta concentracado foi estimada em 0,187 mg/mL, mas, no momento
de utilizacdo para os espectros de CD, parte do contetido proteico agregou, resultando em
um contetdo soltvel de concentracdo provavelmente 2,5 vezes menor do que estimado
inicialmente. Esta hip6tese foi levantada posteriormente, uma vez que, apds 24 horas, esta
mesma amostra, ao ser utilizada para registro de fluorescéncia, apresentou aspectos de
agregacdo. Devido a isso, esta foi centrifugada e o espectro de fluorescéncia obtido nédo
apresentou nenhuma banda de emissdo que correspondesse a amostra de proteina (Anexo
IV), o que confirma a total agregacdo previa da proteina. Portanto, os dados do contetdo
das estruturas secundarias desta proteina apresentados na Tabela 5 foram estimados
considerando esta concentracdo 2,5 vezes maior. A variacao no percentual de hélice a é
a que apresenta a maior discrepancia, com a Ec-EPSPS avaliada neste trabalho (12,4 %,
em pH 7,5) ndo atingindo a metade da porcentagem observada nos modelos experimental
(40 %), estrutural (35,1 %) e computacional (34,7 %) — Tabela 6. Caso a hipdtese aqui
apresentada seja verdadeira, a correcdo da concentracdo da amostra utilizada para os
espectros de CD de 0,187 mg/mL para 0,075 mg/mL, os conteudos de estruturas
secundérias ficam proximos aos valores publicados por Haghani et. al (2008).
Infelizmente, ap6s todo este ocorrido, ndo restava mais nenhuma amostra purificada para

repeticdo e confirmacdo desta hipotese. Para efeitos ilustrativos, a seguir podem ser
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observados 0s espectros simulados com a concentracdo em aproximadamente 0,075

mg/mL (Figura 18), e seus conteudos de estruturas secundérias (Tabela 7).
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Figura 17 — Espectros de CD na regido do UV distante de: Ec-EPSPS sem mutacgdes (1), Ec-EPSPS G96A
(2), Ec-EPSPS A183T (3), e Ec-EPSPS G96A/A183T (4). Concentragdo das proteinas: 0,2 mg/mL. Fonte:
adaptada de Haghani et. al. (2008).
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Figura 18 - Espectros de CD (260 — 190 nm) a 25 °C da concentracao hipotética da Ec-EPSPS (~ 0,075
mg/mL) em tampdo 5 mM: acetato de sddio (pH 4,0); e Tris-HCI (pH 7,5; pH 9,0). Fonte: elaborada pelo
autor.
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Tabela 7 - Percentual de estruturas secundarias da Ec-EPSPS, com a concentracédo da proteina corrigida,
variando-se o pH. Para fins de comparacao, também estdo presentes os dados experimentais publicados
por Haghani et. al. (2008). Dados obtidas pelo programa de deconvolucdo CDNN.

L. (Haghani et. al.,
Estruturas Secundarias pH 4,0 pH 7,5 pH 9,0

2008)
Hélice a 330%  354%  315% 40,0 %
Folha B 303%  324%  368% 31,0 %
Outras 367%  317%  317% 29,0 %

4.3.2. Termoestabilidade da Ec-EPSPS

O pH 7,5 foi escolhido para verificar a termoestabilidade da Ec-EPSPS, porque esta
é a condicdo padrdo nos experimentos realizados no biosensor. Em pH 7,5, a enzima inicia
0 processo de desnaturacdo em torno de 50 °C, e atinge 0 maximo por volta de 80 °C
(Figura 19 - A e B). A temperatura de transi¢do (Tm) do estado nativo para desenovelado
da Ec-EPSPS ¢ igual a 66,4 °C (Figura 20). Ademais, o glifosato sem aditivos é quase
100 % degradado a 60 °C, podendo ser verificada uma redugédo acima de 50 % da sua
concentracdo inicial nos primeiros 30 min nesta temperatura (Balah et al., 2017). Baseado
nestes dados, seria interessante verificar que a temperatura durante os experimentos no

sensor ndo ultrapasse 50 °C, em razdo da estabilidade da enzima e do glifosato.
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Figura 19 - Analises de dicroismo circular da Ec-EPSPS em 5 mM de tampéao Tris-HCI pH 7,5, variando-
se a temperatura de 10 °C a 90 °C. A) Espectros de dicroismo circular na regido distante do UV (190 nm

a 260 nm) da Ec-EPSPS, sob variacdo de temperatura. B) Medidas de dicroismo circular a 222 nm da Ec-
EPSPS, sob variagdo de temperatura. Fonte: elaborada pelo autor.
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Figura 20 — Curva de desnaturacdo térmica a 222 nm da Ec-EPSPS, sob varia¢do de temperatura de 10 °C

a 90 °C. A temperatura de transicédo (Tm) da Ec-

°C. Fonte: elaborada pelo autor.

EPSPS, estimada a partir das curvas ajustadas, foi de 66,4

4.4. Determinacdo dos parametros de atividade da Ec-EPSPS

4.4.1. Afinidade da Ec-EPSPS por seus substratos

Os valores de Km de S3P e PEP, obtidos a partir da aplicagéo da equacdo 4 aos
graficos obtidos (Figura 21), foram de: 0,055 + 0,018 mM e 0,148 + 0,023 mM,
respectivamente. Os valores obtidos de Km, tanto para S3P quanto para PEP, estdo de

acordo com dados publicados anteriormente (Tabela 8). Em relacdo ao S3P, os valores

publicados de Km variam entre 0,018 mM e 0,141 mM. No caso do PEP, variam entre

0,025 mM e 0,140 mM. Uma série de

fatores pode influenciar nestes resultados, e na

Tabela 5 estdo exemplificados alguns: concentracdo de proteina utilizada; tipo de tampéo;

concentracdo de sais; e, tempo de reacao.
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Figura 21 — Concentracdo de fosfato inorganico (uM) liberado pela Ec-EPSPS variando-se as
concentracdes de substrato da Ec-EPSPS. A) Concentracdo de S3P variando de 0,00 mM a 0,30 mM. PEP
fixado em 0,50 mM. B) Concentracdo de PEP variando de 0,00 mM a 0,50 mM. S3P fixado em 0,30 mM.
Dados aplicados a equagdo 4 gerando K, de 0,055 mM (S3P) e 0,148 mM (PEP). Fonte: elaborada pelo
autor.

A Ec-EPSPS é caracterizada como uma enzima de Michaelis-Menten, ou seja, em
altas concentracdes de substratos (S3P ou PEP) ndo ha uma variacdo significativa na
formacéo de produtos (EPSP e Pi) (Principios de Bioquimica de Lehninger, 2009), como
pode ser notado no trabalho publicado por Escenburg et. al. (2002) — Figura 22. Na figura
22, é possivel observar o plat6 caracteristico de enzimas de Michaelis-Menten, sobretudo

nas concentragdes acima de 1 mM de S3P ou PEP.
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Figura 22 - Atividade enzimatica (U/mg) da Ec-EPSPS sem mutagdes sob variadas concentragdes de
substrato, PEP a 1 mM (A) e S3P a 1 mM (B). Dados de K, apresentados na Tabela 5. Fonte: adaptada de
Eschenburg et. al. (2002).
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Outros métodos foram descritos para verificar a atividade enzimatica da Ec-
EPSPS. A reacdo, com a Ec-EPSPS purificada, pode ser acoplada com a enzima
corismato sintase (sétima etapa da via do shikimato), assim a producdo de corismato €
observada através de mudancas na absorbancia a 275 nm. Com este método, 0s Km de
S3P e PEP foram determinados em 0,0025 mM e 0,0160 mM, respectivamente, além de
apresentar dados inicias da alta eficiéncia do glifosato como inibidor da Ec-EPSPS (Ki =
0,0009 mM) (Duncan et al., 1984; Lewendon & Coggins, 1987).
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Tabela 8 — Dados publicados até 02/03/2024 quanto aos parametros enzimaticos da Ec-EPSPS sem mutaces, obtidos pelo método de Lanzetta (como descrito neste

trabalho).
) ~ Tempo de Km (S3P) Km (PEP) 1Cso (glifosato) A
[Ec-EPSPS] Tampéo Reacao (MM) (MM) (MM) Referéncia
- 50 mM HEPES (pH 7,0) - 0,020 0,025 0,010 (Huynh, 1987)
50 mM Pipes-NaOH (pH 6,8), . (Eschenburg et al.,
20 nM > mM DTT 3 min 0,120 0,088 0,010 2002)
50 mM HEPES-NaOH (pH 7.0), . (Priestman, Funke,
Sl 2 mM DTT, 100 mM KCl Sl D150 D150 B et al., 2005)
500 mM MES (pH 5,5), i (Priestman, Healy,
22 nM > mM DTT 0,090 0,100 0,006 et al., 2005)
50 mM HEPES (pH 7,5), 100 . i (Healy-Fried et al.,
3,4nM mM KCI. 2 mM DTT 30 min 0,060 0,060 2007)
50 mM Tris (pH 7.8), . i (Haghani et al.,
19 nM > mM DTT 3 min 0,100 0,050 2008)
50 mM Tris-HCI (pH 7,5), . . .
i 50 mM KCI, L mM EDTA, 10 min 0,018 0,040 : (Bert ‘g‘ogg;”dem"
1 mMDTT
50 mM HEPES (pH 7,5),
- 100 mM KCI. 2 mM DTT - 0,048 0,045 0,002 (Funke et al. 2009)
- 50 mM HEPES (pH 7,0) 3—5min 0,060 0,065 0,050 (Peng et al., 2012)
- 50 mM HEPES (pH 7,0) 3-5min 0,141 0,097 0,055 (Zhou et al., 2012)
0,001 g/L 50 mM HEPES (pH 7,0) 4 min 0,111 0,065 0,040 (Yietal., 2015)
0,008 g/L 50 mM HEPES (pH 7,0) 4 min 0,115 0,060 0,040 (Yietal., 2016)
- 50 mM HEPES-NaOH (pH 7,0) - - 0,089 0,053 (Wang et al., 2019)
25 M 20 mM Tris pH 7.5, 150 mM 15 min 0,055 0,148 0,016 Este trabalho.

NaCl, 2 mM DTT
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4.4.2. Sensibilidade da Ec-EPSPS pelo glifosato

O valor de ICso (glifosato) para Ec-EPSPS obtido foi de 0,016 + 0,006 mM (Figura
23). De acordo com dados da literatura, este valor pode variar entre 0,002 mM e 0,055
mM (Tabela 8). A Ec-EPSPS ¢ definida canonicamente como pertencente a classe I,
sensivel a concentragcbes micromolares de glifosato (Funke et al., 2009), e assim foi
utilizada como controle positivo durante a caracterizacdo de EPSPS de outros organismos
pertencentes a ambas as classes, a exemplo de: Sorghum bicolor - Ki = 0,002 mM (Ream
et al., 1988); Rahnella aquatilis - Ki = 0,005 mM, e ICso = 0,260 mM (Peng et. al., 2012);
e, Isoptericola variabilis - Ki = 1,152 mM, e ICso = 5,400 mM (Yi et. al., 2015).

100 -
80
60

40

Inibicao (%)

20

0 J_ 1 | 1 1
2 l 1 10 100 1000 10000
) [Glifosato] (uM)

Figura 23 — Porcentagem de inibicdo da Ec-EPSPS por glifosato. Ec-EPSPS testada na presenga de 0,300
mM de S3P, 0,600 mM de PEP (= 4,05xK) e concentragdes crescentes de glifosato. Dados aplicados a
equacdo 9 gerando um ICsode 0,016 mM (1(%)max = 99,07 %; 1(%)min = 1,50 %). Fonte: elaborada pelo
autor.

Algumas mutacdes descritas para Ec-EPSPS s&o capazes de dessensibilizar a
interacdo da enzima com o glifosato. Healy-Fried et al. (2007), baseado na mutacao
caracteristica da P106S de Eleusine indica (espécie de capim que infesta plantacbes em
todo Brasil), induziu mutagdes na P101 da Ec-EPSPS. As mutacdes ndo afetaram
significativamente a atividade enzimatica, sobretudo em respeito ao PEP (Tabela 9),
exceto na P101L (Km PEP =150 puM), em que 0 Km é 2,5 vezes maior do que o observado
para a enzima sem mutacdes (Km PEP = 60 uM). Todas as constantes de inibigéo (Ki) das

Ec-EPSPS mutadas apresentaram um aumento significativo comparado a enzima sem
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mutagOes (Ki = 0,4 uM), destacando-se a mutagdo P101L (Ki = 66,0 uM), com um

aumento 165 vezes maior.

Tabela 9 — Comparacdo de pardmetros cinéticos da Ec-EPSPS sem e com muta¢des na P101. Fonte:
adaptada de Healy-Fried et al. (2007)

Km (S3P) Km (PEP) .

Ec-EPSPS (M) (M) Ki (glifosato) (uUM)
Sem mutacdes 60 60 0,4
P101S 80 70 55
P101G 60 90 12,0
P101A 60 80 19,0
P101L 100 150 66,0

A dupla mutacdo T971/P101S (TIPS) na Ec-EPSPS também diminui a
sensibilidade caracteristica da enzima pelo glifosato. Funke et al. (2009) estudou essas
mutacOes na Ec-EPSPS como modelo para desenvolvimento de plantas transgénicas
(Figura 24). Neste trabalho, foi demonstrado que a dupla mutagdo TIPS aumenta em 2
vezes a afinidade da enzima pelo PEP (Km PEP = 100 puM), se comparado a enzima sem
mutacdes (Km = 45 pM). Com apenas a mutac¢do T971 (Km PEP = 380 uM), o valor € 8,4
vezes maior que a proteina sem mutagdes. A mutacdo P101S (Km PEP = 71 uM) é a que
apresenta 0 menor aumento (1,6 vezes maior). Em relacdo a capacidade de inibigdo ao
glifosato, a dupla mutagéo TIPS (ICso = 6600 M) apresenta um aumento extremamente
significativo, sendo 4125 vezes maior que a enzima sem mutacoes (ICso = 1,6 puM). Isso
mostra a eficiéncia da mutagdo TIPS em inibir o glifosato, e seu potencial para
desenvolvimento de plantas transgénicas, ainda significativamente maior que as mutac¢des

na P101, apresentadas anteriormente na Tabela 9.

Tabela 10 - Comparacdo de parametros cinéticos da Ec-EPSPS sem e com mutagdes: P101S; T971; TIPS.
Fonte: Adaptado de Funke et. al. (2009).

Km (S3P)  Km (PEP)  ICso(glifosato) Ki (glifosato)

Ec-EPSPS

(UM) (UM) (UM) (LM)
Sem mutacdes 48 45 1,6 0,3
P101S 71 71 12,0 3,0
T971 77 380 330,0 90,0
TIPS 71 100 6600,0 2420,0
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Figura 24 — Comparacdo das curvas de inibi¢do da Ec-EPSPS pelo glifosato: Ec-EPSPS sem mutacdes (¢);
P101S (o); T971 (); TIPS (2 ). Valores de ICs obtidos (Tabela 9) em condicbes de saturacdo de S3P (1
mM) e concentracdes de PEP equivalentes aos seus valores de K. Fonte: adaptada de Funke et. al. (2009).
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4.5. Analises no sensor de SPR

As curvas de ressonancia foram obtidas a partir da analise sequencial de diferentes
solucdes (Tabela 11 e Figura 25), e os deslocamentos entre os angulos nos pontos de
minimo obtidos sugere a imobilizacdo adequada da Ec-EPSPS na superficie de ouro dos
chips. A etapa de passagem do niquel na superficie dos sensores é de suma importancia
para formacéo do sistema NTA/Ni?*, para que se possa realizar a ancoragem da Ec-
EPSPS através da sua cauda de histidina. Em seguida, lavou-se o sistema com tampao
HBS-EPS para retirada de excesso de niquel, e a partir disso a nova medida serve como

linha de base para 0os proximos experimentos.

Neste ponto o angulo © do ponto minimo (P = 0,367 £ 0,003 mW) era de 78,00°
sem desvio padrdo (Figura 26). Durante a aplicacdo de Ec-EPSPS, o © minimo passou
para 78,45° £ 0,27°, com P = 0,380 + 0,006 mW (Figura 27). O equipamento de SPR
possui um erro de 0,01 a 0,015°, entdo é possivel que a tendéncia da Ec-EPSPS em
agregar influencie na leitura durante a sua aplicacdo na superficie dos chips, ocasionando
uma variacdo em © de 0,27°. A segunda passagem de tamp&o, para retirada do excesso
de Ec-EPSPS, apresentou um © minimo de 78,75° sem desvio padrdo, com P = 0,362 +
0,003 mW (Figura 28). A partir destes dados, verifica-se que houve um deslocamento da
curva de ressonancia, entre as passagens do tampédo, de 0,75°, que provavelmente esta

relacionado & imobilizacdo da Ec-EPSPS a superficie dos chips.

A aplicacédo subsequente de glifosato a 50 mM ao sistema causou um deslocamento
da curva, com o © do novo ponto minimo (P = 0,379 + 0,002 mW) em 78,1° + 0,12°
(Figura 29). Assim, nas condi¢des apresentadas até 0 momento, houve um deslocamento
de - 0,65° = 0,12°, para o glifosato. Novos experimentos devem ser realizados para
confirmar esta relacdo. Assim, ndo é possivel afirmar que o sistema empregado até entdo

seja capaz de verificar a presenca de glifosato em solu¢do, mesmo em concentragdes altas.

A continuidade dos experimentos est atualmente focada na otimizagédo da limpeza
da superficie de ouro dos chips, e subsequente maximizacao da superficie de contato com
a solucdo de NTA-SAM.
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Tabela 11 — Pontos minimos dos espectros de ressonancia plasmonica de superficie e seus respectivos

angulos.
Solucéo P (mW) O (°)
Agua deioinizada 0,352 + 0,004 78,38 £ 0,15
NiSO4 0,357 £ 0,010 78,75+ 0,15
Tampdo HBS-EPS (1) 0,367 + 0,003 78,00 £ 0,00
Ec-EPSPS 0,1 mg/mL 0,380 + 0,006 78,45 £ 0,27
Tamp&o HBS-EPS (2) 0,362 + 0,003 78,75+ 0,00
Glifosato 50 mM 0,379 + 0,002 78,10 £ 0,12
5 — — AU
- — Niquel
4 Tampio 1
Proteina
Tampio 2

P (mW)
!

w— Glifosato

0 ()

Figura 25 — Espectros de ressonancia entre as diferentes solugdes aplicadas ao sistema de SPR. Seguindo
a ordem descrita na legenda da imagem: H>O (azul); NiSO4 (ciano escuro); primeira passagem de tampéo
HBS-EPS (laranja); Ec-EPSPS a 0,1 mg/mL (ciano); segunda passagem de tampdo HBS-EPS (laranja

tracejado); glifosato a 50 mM (vermelho). Fonte: elaborada pelo autor.
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Figura 26 — A) Espectro de ressonancia da primeira passagem de tampao HBS-EPS. B) Aproximacao da
regido em que se observa o ponto minimo de P (mW), em 0,367. O angulo © correspondente ao ponto
minimo, em 78,00°, est4 registrado na imagem. Fonte: elaborada pelo autor.
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Figura 27 — A) Espectro de ressonancia da aplicacéo de Ec-EPSPS a 0,1 mg/mL. B) Aproximacao da regido
em que se observa o ponto minimo de P (mW), em 0,380. O angulo © correspondente ao ponto minimo,
em 78,45° £ 0,27°, esta registrado na imagem. Fonte: elaborada pelo autor.
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Figura 28 — A) Espectro de ressonancia da segunda passagem de tampdo HBS-EPS. B) Aproximacao da
regido em que se observa o ponto minimo de P (mW), em 0,362. O angulo © correspondente ao ponto
minimo, em 78,75°, esta registrado na imagem. Fonte: elaborada pelo autor.
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Figura 29 - A) Espectro de ressonéncia da aplicagdo de glifosato a 50 mM. B) Aproximacdo da regido em
gue se observa o ponto minimo de P (mW), em 0,379. O angulo © correspondente ao ponto minimo, em
78,10° + 0,12°, esta registrado na imagem. Fonte: elaborada pelo autor.

Outros trabalhos publicados na literatura, que utilizaram equipamentos ja
estabelecidos no mercado, descreveram o uso de SPR para detecgéo de glifosato: Ding &
Yang (2013) utilizaram um oligopeptideo (TPFDLRPSSDTRGGGC) imobilizado a um
sensor de ouro pela cisteina no C-terminal, com as leituras de SPR realizadas em um

equipamento Biacore; enquanto no método desenvolvido por Do et al. (2020), o
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polissacarideo catidnico quitosana (chitosan; (1-4)-linked 2 acetamido-2-deoxy-f-D-
glucan, IUPAC) (Figura 30) foi imobilizado & superficie de ouro dos chips, e
posteriormente revestido com nanoparticulas de ZnO, com as leituras de SPR realizadas
em equipamentos BioNavis. Para fins desta discussdo nomearemos os dois modelos de
Oli-SPR (Ding & Yang, 2013) e Chi-SPR (Do et al., 2020).

HOH:C NH;
0 HOy 0
o
HO . o
N, HOH;C "
quitosana

Figura 30 - Representagdo esquematica da estrutura primaria da quitosana, sendo “n” o grau de
polimerizacdo. Fonte: adaptada de Assis et. al. (2003).

As bases para interagdo do glifosato ao OIli-SPR residem na presenca dos
aminoacidos carregados (R e D) na sua sequéncia. Para demonstrar isso, 0s autores
substituiram o0s aminoacidos R e D por alaninas. Este novo oligopeptideo
(TPFALAPSSATAGGGC) foi imobilizado a superficie dos chips e apresentou uma
resposta no sistema de SPR 6 vezes menor do que a observada para o Oli-SPR (Ding &
Yang, 2013). No caso do Chi-SPR, os grupamentos hidroxilas nas suas extremidades
formam potenciais pontos de ancoragem para ligagdo do glifosato. Ainda devido as suas
hidroxilas, a quitosana pode ser utilizada para separagéo seletiva de alguns compostos em
aguas residuais (Do et al., 2020).

No sistema Oli-SPR, foram aplicadas concentragdes de 0 UM a 64 UM de glifosato
em tampdo HBS-EP (0.01 M HEPES (pH 7,4), 0.15 M NaCl, 3 mM EDTA, 0.005% (v/v)
surfactante P20), que apresentaram aumento correspondente na resposta, com a
observacgdo de uma regido linear entre 0 uM e 5 uM. J& no modelo Chi-SPR, em condi¢des
ideais, 0 sensor conseguiu avaliar concentracdes de glifosato em agua entre 0 uM e 189
UM, com uma linearidade observada entre 0 uM e 0,59 uM. A partir desta regido linear,
os limites de deteccdo (LD) foram determinados em 0,58 uM (Oli-SPR), e 0.008 puM
(Chi-SPR). A escolha inicial da Ec-EPSPS como meio de deteccédo de glifosato partiu do

pressuposto de que a enzima possui alta afinidade pelo seu inibidor, o que pdde ser
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verificado na secdo 4.4.2. No entanto, dados de calorimetria de titulacdo isotérmica
publicados por Ream et al. (1992) demonstram que a alta afinidade pelo glifosato apenas
ocorre quando a Ec-EPSPS esta conjugada com o S3P (Kgd = 0,15 uM). A enzima néo
conjugada com S3P possui uma constante de ligacdo 80000 vezes maior (Kd = 12000
KUM). Sendo assim, é provavel que seja necessario a utilizacdo de S3P durante as analises
de SPR, para que se obtenha um LD de glifosato préximo dos obtidos pelos sensores Oli-
SPR e Chi-SPR.

O pH influenciou na interagéo do glifosato em ambos os sensores. No caso de Oli-
SPR, verificada a influéncia entre os pH 2,0 e 8,0, observou-se que existe uma regido de
resposta 6tima entre os pH 6,5 e 8,0. Abaixo do pH 6,5, a resposta de SPR diminui, o que
pode ocorrer devido ao ponto isoelétrico do oligopeptideo estar na faixa de 6,93. Assim,
em pH 6,5 a carga total do oligopeptideo muda de negativa para positiva, o que influencia
na interacdo eletrostatica com o glifosato (Ding & Yang, 2013). O Chi-SPR, com varia¢do
entre os pH 4,0 e 7,0, apresentou uma maior eficiéncia em pH 5,5, sem agente tamponante
(Do et al., 2020).

A forca ionica, observado por experimentos com variagdo da concentracdo de
MgClI2 (Oli-SPR) e NaCl (Chi-SPR), também diminuiu a resposta de SPR em ambos 0s
sensores. No sensor Oli-SPR foi observado um decaimento gradativo no sinal de SPR
entre 0 mM e 500 mM de MgCl.. Entre 500 mM e 1000 mM de MgClz ndo houve
mudangas significativas. Essa diminuicdo da resposta acontece provavelmente por
interferéncia as interacdes eletrostaticas entre o oligopeptideo e as moléculas de glifosato
(Ding & Yang, 2013). Assim como no sensor Oli-SPR, o0 modelo Chi-SPR apresentou
maior resposta sem adicdo de sais, ou seja, em 0 mM de NaCl. Contudo, ao contrario de
Oli-SPR, ndo houve uma diminuic¢ao gradativa com o aumento na concentragcdo de NaCl.
A presenca de 0,1 mM de NacCl ja foi suficiente para diminuir mais de 80 % da resposta.
A partir disso, o aumento na concentragcdo NaCl ndo influenciou na resposta do sensor
(Do et al., 2020).
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5. CONCLUSOES E PERSPECTIVAS

O gene da enzima Ec-EPSPS foi clonado em vetores de expressao adaptados ao
sistema pET-LIC (pET-M11 e pET-SUMO). Em seguida os vetores foram transformados
em cepas de bactérias E. coli BL21 (DE3) e Rosetta para fins de superexpressdo. Foi
demonstrado que o sistema de obtencdo da proteina de interesse mais favoravel
encontrava-se em cepas de BL21 (DE3), transformadas com pET-M11, em meio
autoindutor ZYM-5052. Em seguida a obtencdo da proteina recombinante, foram
realizadas duas etapas de purificacdo: cromatografia de afinidade a metal imobilizado,
seguida da cromatografia de exclusdo molecular. A cromatografia de afinidade a metal
imobilizado mostra que a cauda de histidina acoplada ao N-terminal da Ec-EPSPS esta
exposta, 0 que é imprescindivel para imobilizacdo da mesma a superficie dos chips.
Nestas condicBes de expressdo e purificacdo da Ec-EPSPS, obtém-se quantidades
suficientes de proteina soltvel purificada para andlises bioquimicas, biofisicas, e de
acoplamento da proteina ao sensor.

A partir da proteina purificada, foi possivel realizar testes de caracterizacdo
estrutural e enzimatica. Dados de CD nos mostram que esta enzima estd em sua
conformacao nativa entre os pH 4,0 e 9,0, quando comparada ao contetdo de estruturas
secundarias de dados cristalograficos (PDB: 1G6S), do modelo computacional, e de

dados de CD encontrados na literatura.

O ensaio de atividade da Ec-EPSPS, utilizando-se 0 método de Lanzetta, mostrou
que os parametros de afinidade aos seus substratos (S3P e PEP), assim como os de
inibicdo por glifosato, estdo de acordo com o0s encontrados na literatura. Foram
encontrados valores de Km para S3P e PEP de 0,055 + 0,018 mM e 0,148 + 0,023 mM,
respectivamente. O 1Csoda Ec-EPSPS para o glifosato foi determinado em 0,016 + 0,006
mM.

Os resultados apresentados neste trabalho em relacdo ao biossensor por SPR
foram realizados uma Unica vez. Ou seja, ndo existem resultados estatisticos suficientes
para informar a precisédo para deteccéo do glifosato no modelo aqui apresentado. Assim,
0s experimentos estdo em andamento, focando principalmente nas etapas de limpeza dos
sensores, formacédo das camadas de NTA, e imobilizacdo da Ec-EPSPS. Ademais, novos
experimentos serdo realizados comparando as solugdes utilizadas antes e depois da

formacdo da camada de NTA na superficie de ouro dos chips. Assim, esperam-se obter
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mais informagdes quanto a influéncia desta etapa crucial nos experimentos. Outra
possibilidade é modificar/adaptar o sistema micro-fluidico do equipamento para que
sejam utilizados chips disponiveis comercialmente, ja preparados com sistema 0 NTA
para imobilizacao da Ec-EPSPS por cauda de histidina. Com isso, espera-se ter um padréo

comparativo de resultados que utilizam um modelo ja descrito e comprovado na literatura.
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Figura 31 - Alinhamento da sequéncia de Ec-EPSPS com a de Kp-EPSPS. Imagem gerada pelo servidor
ESPript (https://espript.ibcp.fr/).
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ANEXO 11

Gréafico de Ramachandran do modelo de Ec-EPSPS gerado por homologia a Kp-
EPSPS, atraves do software Modeller (https://salilab.org/modeller/). A metodologia
utilizada foi descrita por Webb et al. (2016).

O gréfico foi produzido e analisado com auxilio da base de dados ProFunc
(https://www.ebi.ac.uk/thornton-srv/databases/profunc/), através do servidor

PROCHECK (https://www.ebi.ac.uk/thornton-srv/software/PROCHECKY/).

A porcentagem de aminoacidos em regides mais favoraveis € de 94,0 %. Os outros
6,0 % ainda estdo em regides permitidas. No grafico, os aminoacidos estdo representados

como quadrados, exceto as glicinas que séo representadas por triangulos.

Ec-EPSPS

-b

Psi (degrees)

0 45 g 35 180
Phi (degrees)

Figura 32 - Grafico de Ramachandran do modelo de Ec-EPSPS gerado por homologia a Kp-EPSPS, através
do software Modeller.
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ANEXO 11

Superposicdo dos dois dominios de Ec-EPSPS, entre as conformacdes aberta e
fechada, por S3P (Figura 33) e shikimato (Figura 34): dominio superior correspondente
aos aminoacidos 1-19/241-427; dominio inferior correspondente aos aminoéacidos 20-

240. Seus respectivos RMSD estao descritos na imagem.

RMSD =0,514 A RMSD =0,500 A

Figura 33 - A) Superposicdo da Ec-EPSPS em conformacéo aberta (ciano), livre de ligantes, & Ec-EPSPS
em conformacdo fechada (verde), interagindo com S3P e glifosato. B) Superposicdo dos dominios
superiores da Ec-EPSPS em conformagcio aberta e fechada — RMSD = 0,514 A. C) Superposicio dos
dominios inferiores da Ec-EPSPS em conformag&o aberta e fechada — RMSD = 0,500 A. Desenhos feitos
no Pymol versdo 2.2.2. S3P e glifosato representados em sticks nas cores amarelo e vermelho,
respectivamente. Fonte: elaborada pelo autor.
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RMSD =230 A

RMSD =0,491 A

RMSD =0,504 A

Figura 34 - A) Superposicédo da Ec-EPSPS em conformacéo aberta (ciano), livre de ligantes, & Ec-EPSPS
em conformacdo fechada (verde), interagindo com shikimato e glifosato. B) Superposi¢do dos dominios
superiores da Ec-EPSPS em conformagéo aberta e fechada — RMSD = 0,491 A. C) Superposicdo dos
dominios inferiores da Ec-EPSPS em conformagcéo aberta e fechada — RMSD = 0,504 A. Desenhos feitos
no Pymol versdo 2.2.2. Shikimato e glifosato representados em sticks nas cores azul e vermelho,

respectivamente. Fonte: elaborada pelo autor.
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ANEXO IV

Espectros de Fluorescéncia da Ec-EPSPS a 0,1 mg/mL, em &gua e na presenca de
150 mM de NaCl e 0,1 % de tween 20. A lisozima, a 0,03 mg/mL em agua, foi utilizada
como controle para demostrar a sensibilidade do aparelho utilizado.

Medidas de fluorescéncia da proteina Ec-EPSPS foram realizadas no
espectrofluorimetro Jasco (Jasco FP-650, Toquio, Japdo) acoplado a um controlador de
temperatura do tipo Peltier (Jasco Analytical Instruments, Jap&o).
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Figura 35 - Emissdo de fluorescéncia de Ec-EPSPS em 4gua ultrapura (tipo 1) e na presenca de 150 mM
de NaCl e 0,1 % de tween 20 a 25°C. As marcac¢8es numéricas indicam as bandas de emissdo para tirosina
em aproximadamente 312 nm (1) e triptofano em 330 nm (2).
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Figura 36 - Espectro de emisséo de lisozima na concentragdo 0,03 mg/mL em agua deionizada, obtido com
excitacdo em 295 nm. A banda em aproximadamente 335 nm corresponde a emissdo do triptofano,
localizado em ambiente parcialmente exposto ao solvente.

92



93

ANEXO V

Curva padrao de fosfato inorganico, variando de 0,0 UM a 40 M.
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Figura 37 - Curva padrao da absorbancia em 620 nm de fosfato inorganico, variando-se a concentracéo de
0,0 uM a 40 pM.

93



94

ANEXO VI

Tabela 12 — Dados brutos do ensaio de atividade da Ec-EPSPS por seus substratos (S3P e PEP).

S3P PEP

[S3P] [Pi]1 [Pi]2 - . [PEP] [Pi]1 [Pi]2 Média [Pi]
(MM) Abs 1 Abs 2 (LM) (LM) Media [Pi] (mM) Abs1l Abs?2 (M) (M) (M)
0,300 0,713 0,869 39,3 47,1 432+55 0,500 0,996 0,993 54,4 54,3 54,4 +0,1
0,200 0,707 0,808 38,9 43,7 413+34 0,400 0,848 0,931 46,3 50,9 48,6 +1,6
0,150 0,665 0,714 36,6 38,6 37614 0,250 0,748 0,766 40,8 41,8 41,3+0,3
0,100 0,572 0,554 31,5 29,8 306+1,2 0,200 0,664 0,732 36,2 39,9 38,1+1,3
0,075 0,582 0,619 32,1 33,3 32,7+0,9 0,125 0,528 0,512 28,7 27,8 28,3+0,3
0,050 0,448 0,441 24,7 23,6 241+0,8 0,100 0,501 0,464 27,2 25,2 26,2+0,7
0,040 0,451 0,436 24,9 23,3 241+11 0,063 0,365 0,375 19,8 20,3 20,0+0,2
0,025 0,277 0,274 15,3 14,4 14,8 +0,6 0,050 0,329 0,320 17,8 17,3 175+0,2
0,019 0,290 0,312 16,0 16,5 16,2 +0,3 0,031 0,187 0,394 10,0 21,4 15,7+4,0
0,013 0,066 0,166 3,7 8,4 6,1+3,3 0,025 0,165 0,187 8,8 10,0 94+04
0,009 0,060 0,145 3,4 7,3 53+28 0,016 0,063 0,082 3,2 4,2 3,7+04
0,006 0,013 0,090 0,8 4,3 25+24 0,012 0,084 0,071 4,3 3,6 40+0,3
0,000 0,000 0,000 0,0 0,0 0,0+£0,0 0,000 0,000 0,000 0,0 0,0 0,0+0,0
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ANEXO VII

Tabela 13 — Dados brutos do ensaio de inibicdo da Ec-EPSPS pelo glifosato.

. At. Rel.  At.Rel. At Rel. - Inibicdo  Inibicdo Inibicéo -
[G '('li‘l)\jl‘;to] Absl Abs2  Abs3 1 2 3 ( /L\feg':} ) 1 2 3 " mg%go)
(%) (%) (%) o (%) (%) (%)

0 1,110 1,090 1,356 100,0 100,0 100,0 100,0+0,0 0,0 0,0 0,0 0,0£0,0
0,488 1,292 0,742 1,216 116,4 68,1 89,7 89,7+ 24,2 -16,4 31,9 10,3 10,3+ 24,2
0,977 1,241 0,848 1,160 1118 77,8 85,5 855+17,8 -11,8 22,2 14,4 144+17,8
1,953 1,275 0,896 1,029 1149 82,2 75,9 82,2 +20,9 -14,9 17,8 24,1 17,8 £20,9
3,906 0,959 0,961 0,904 86,4 88,2 66,7 86,4+119 13,6 11,8 33,3 136+119
7,813 0,822 0,808 0,684 74,0 74,1 50,4 74,0+ 13,6 25,9 25,9 49,6 25,9+ 13,6
15,625 0,653 0,628 0,515 58,8 57,6 38,0 57,6 + 11,7 41,2 42,4 62,0 42,4 + 117
31,250 0,403 0,433 0,306 36,3 39,8 22,6 36,3+9,1 63,7 60,2 77,4 63,7+9,1
62,500 0,231 0,259 0,168 20,8 23,8 12,4 20,8 +5,9 79,2 76,2 87,6 79,2+59

125,000 0,173 0,167 0,113 15,6 15,3 8,3 153141 84,4 84,7 91,7 84,7+4,1
250,000 0,077 0,112 0,053 7,0 10,3 3,9 7,0+32 93,0 89,7 96,1 93,0+£3.2
500,000 0,059 0,036 0,031 5,3 3,3 2,3 33+£15 94,6 96,7 97,7 96,7+1,5
1000,000 0,069 0,066 0,028 6,2 6,1 2,1 6,024 93,8 93,9 97,9 939+24
2000,000 0,000 0,000 0,000 0,0 0,0 0,0 0,0£0,0 100,0 100,0 100,0 100,0+0,0
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ANEXO VIII

Os indices de refracdo das diferentes solucGes aplicadas ao sistema de SPR foram
obtidos ap0s realizacdo dos experimentos apresentados neste trabalho, assim estdo
registrados neste anexo para futuras observacgdes. Foi utilizado um refratdmetro digital:
HUIOP SMART SENSOR ST335A (resolucdo + 0,1% brix, faixa de medi¢do 0.0%
~35.0% em brix, indices de refracdo: 1.33300 ~1.42600) da Nanning Bokun Instrument
Equipment Co., China.

Solugdes Indices de Refracio
agua deionizada 1,33301
tampdo HBS-EPS 1,33550
agua deionizada 1,33291
tampéo TRIS 1,33673
agua deionizada 1,33295
sulfato de niquel 1,33424
agua deionizada 1,33295
tampdo TRIS 1,33660
Ec-EPSPS 1,33292
glifosato 2,5 mM 1,33298
glifosato 5,0 mM 1,33302
glifosato 10,0 mM 1,33305
glifosato 20,0 mM 1,33355
glifosato 40,0 mM 1,33406
lisozima 0,1 mg/mL 1,33296
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